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Resumo

As metaloproteinases de matriz (MMPs) sdo um grupo de endopeptidases que contém
um ido de Zinco (Zn2+) no seu centro activo. Estas enzimas estdo envolvidas em varios
processos bioldgicos do organismo humano como por exemplo na embriogénese, na
remodelacdo dos tecidos, na cicatrizacdo e na angiogénese. A sua principal funcdo € a
degradacdo de proteinas da matriz extracelular controlando desta forma a extensdo da
remodelacdo da mesma. A actividade das MMPs é controlada por inibidores endégenos
como a o2-macroglobulina e os inibidores tecidulares das metaloproteinases de matriz
(TIMPs). Em condic¢des normais existe um equilibrio entre a actividade das MMPs e a
actividade dos seus inibidores end6genos, no entanto, quando existe um desequilibrio, o
organismo deixa de ter a capacidade regular as MMPs e estas expressam em excesso a
sua actividade o que pode provocar alguns processos patologicos, sendo 0s mais graves
0 cancro, a artrite e as doencas vasculares. O envolvimento destas enzimas nas referidas
doencas serviu de impulsionador para despertar o interesse da comunidade cientifica,
que nas Gltimas décadas tem tentado incessantemente desenvolver inibidores para poder
controlar a actividade das MMPs e assim encontrar uma terapéutica para estas
patologias. Apesar de terem sido desenvolvidos inibidores que comprovaram a
efectividade da sua accdo, estes acarretavam uma grande toxicidade que se traduzia
numa serie de reacgdes adversas derivadas da sua instabilidade e falta de selectividade.
Devido a tudo isto, nos Gltimos anos, aprofundou-se o estudo da estrutura quimica das
MMPs e surgiu uma revolucdo no design de novos inibidores das metaloproteinases de
matriz (MMPi) com o objectivo de sintetizar compostos que apresentem uma inibicao
mais potente aliada a especificidade necessaria para que estes possam ser utilizados

como terapéutica para algumas das mais graves doencas dos dias de hoje.

Palavras-Chave: metaloproteinases de matriz (MMPs), matriz extracelular (ECM),

inibidores das metaloproteinases de matriz (MMPI), Design de novos MMPi






Abstract

The MMPs are a large group of zinc-dependent endopeptidases that are involved in
various biological mechanisms in the human body as in embryogenesis, tissue
remodelling, wound healing and angiogenesis. MMPs main function is the degradation
of the extracellular matrix proteins, therefore controlling its own remodelling. MMPs
activity is controlled by endogenous inhibitors such as a2-macroglobulin and tissue
inhibitor of metalloproteinase (TIMPs). Under normal circumstances there is a balance
between MMPs activity and their endogenous inhibitors activity, however if there is an
imbalance, the body will stop having the ability to regulate these MMPs and its activity
will be overexpressed which may cause some pathological processes being the most

severe: cancer, arthritis, and vascular diseases.

The involvement of these enzymes in the mentioned diseases served as an impeller in
arousing the interest of the scientific community, which in recent decades has tried
ceaselessly to develop inhibitors in order to control the activity of MMPs and thus find a

therapy for these diseases.

Despite of inhibitors prove effectiveness, these brought high toxicity which translated
into a series of adverse reactions derived from the lack of instability and lack of
selectivity. Due to this, in recent years the study of chemical structure of MMP has been
deepened and a revolution in the design of new inhibitors of matrix metalloproteinase
(MMPIi) emerged, with the main purpose of synthesis compounds that present more
potent inhibition combined with specification, highly necessary for therapy in some of

the most serious diseases nowadays.

Key-words: Matrix Metalloproteinase (MMPs); Matrix Extracellular (ECM); Matrix
metalloproteinase inhibitors (MMPi); New MMPi design
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Introducao

I. INTRODUCAO

As metaloproteinases de matriz (MMPs) sdo uma familia de endopeptidases que
constituem um dos ramos da familia das enzimas Metzincs. Estas MMPs formam um
grupo de enzimas enddgenas com um ido de Zinco (Zn2+) no seu centro activo (Klein
& Bischoff, 2011; Raffetto & Khalil, 2008; Tallant, Marrero, & Gomis-Riith, 2010).
Além das metaloproteinases de matriz, fazem parte desta familia também, outras
enzimas com Zinco (Zn2+) no seu centro activo. Exemplos das mesmas sdo: as
serralisinas, as astacininas, as matrixinas e as adamalisinas (ADAMs). (Stocker et al.,
1995) Devido a grande semelhanca estrutural existente entre as enzimas da familia
Metzincs, semelhanga essa bastante evidente no centro activo destas proteases, tem
vindo a aumentar o interesse em desenvolver inibidores cada vez mais selectivos e

especificos para as metaloproteinases existentes (Amalinei, Caruntu, & Balan, 2007).

As metaloproteinases de matriz estdo envolvidas em varios processos fisioldgicos, tendo
um papel crucial na regulacdo do metabolismo. Inimeros exemplos do seu
envolvimento neste processo sdo: interferirem na degradacdo de certas proteinas da
membrana extracelular, na proliferagdo de células, na cicatrizagdo e na angiogénese
(Amalinei et al., 2007; Tallant et al., 2010).

As MMPs participam activamente na remodelacdo e degradagdo de componentes da
matriz extracelular (ECM), sendo esta a sua principal e crucial funcdo no organismo
humano, através do controlo da extensdo da remodelacdo dos tecidos da mesma. Os
principais componentes da ECM que servem de substrato a estas enzimas S0 0
colagénio, a elastina, a laminina, a fibronectina e os proteoglicanos (Hannas et al., 2007,
Visse & Nagase, 2003).

Em condicdes fisioldgicas ditas normais, a actividade das metaloproteinases de matriz é
perfeitamente regulada. Esta actividade das MMPs é regulada através de um equilibrio
entre a quantidade de MMPs existentes no organismo e a quantidade dos seus inibidores
endogenos (TIMPs). A manutengdo de um balango estavel entre a enzima e o seu
inibidor garante, a partida, o afastamento de qualquer tipo de complicacdes que
pudessem advir de um excesso de actividade das metaloproteinases de matriz (Visse &
Nagase, 2003).
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Efeito Inibitério em Metaloproteinase de matriz

Em algumas situagbes o organismo humano perde a capacidade de manter o racio
MMPs/TIMPs, provocando assim um desequilibrio no balango referido anteriormente.
A perda da capacidade do organismo em controlar a actividade das MMPs pode ser a
base de varios processos patoldégicos como a Artrite, o Cancro, a Fibrose, a
Endometriose, as Ulceras e Doencas Vasculares (aterosclerose, aneurismas, varizes
venosas, hipertensao e pré-eclampsia) (Raffetto & Khalil, 2008; Visse & Nagase, 2003).
Por ter implicacOes directas no aparecimento de todas estas doencas, tornou-se crucial
desenvolver novos e mais potentes inibidores das metaloproteinase de matriz, de modo

a poder controlar a actividade das MMPs (Amalinei et al., 2007).
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Desenvolvimento

Il. DESENVOLVIMENTO

a) Funcdes das metaloproteinases de matriz

As MMPs estdo envolvidas em inumeras vias bioldgicas e a sua principal funcdo é
degradar os varios componentes da matriz extra celular (Raffetto & Khalil, 2008; Zhang
et al., 2008).

A degradagdo dos componentes da matriz extracelular (ECM) é um processo biolégico
directamente regulado pelas metaloproteinases de matriz e indirectamente pelos seus
inibidores enddgenos (Visse & Nagase, 2003). Estes inibidores estdo indirectamente
ligados a esta regulacdo pois sdo responsaveis por controlar a actividade das MMPs.
Um descontrolo no equilibrio existente entre as MMPs e os seus inibidores pode
conduzir a um excesso da degradacdo dos componentes da matriz extracelular e,
consequentemente, a processos patoldgicos. Pensa-se que estas falhas na regulacdo das
MMPs possam estar envolvidas no desenvolvimento de certos cancros, bem como na
sua metastizacdo e dependentes do grau de agressividade dos mesmos; na perda de
cartilagem na artrite; em doencas auto-imunes como a artrite reumatoide; em doencas
cardiovasculares; na lesdo pulmonar aguda; na doenca pulmonar obstrutiva crénica
(DPOC); em patologias da pele e dos olhos; na periodontite; em nefrites; em Ulceras; na
fibrose; na aterosclerose; em aneurismas; na encefalomielite; na psoriase; em
dermatites; na doenca de Alzheimer; entre outras (Melo, 2012; Raffetto & Khalil, 2008;
Visse & Nagase, 2003).

O grande numero de doencas referidas anteriormente relacionadas com as MMPs
chamaram a atencdo da comunidade cientifica para o desenvolvimento de novos e mais

eficazes inibidores para as metaloproteinases de matriz (Amalinei et al., 2007).

Apesar da actividade das MMPs estar directamente envolvida em diversos processos
patologicos, as MMPs estdo também envolvidas em véarios processos biologicos
cruciais, como por exemplo, na embriogénese, na remodela¢do normal dos tecidos, na

cicatrizagdo e na angiogénese (Amalinei et al., 2007; Tallant et al., 2010).
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Efeito Inibitério em Metaloproteinase de matriz

b) Estrutura das metaloproteinases de matriz

Exceptuando alguns casos, a maioria das metaloproteinases de matriz s&o compostas
por: uma curta sequéncia peptidica conhecida como “sequéncia sinal”; uma sequéncia
com aproximadamente 80 aminodcidos que formam o chamado pro-dominio; um
dominio catalitico constituido por cerca de 175 aminoacidos; um péptido com um
namero variavel de aminoécidos que faz a ligacdo entre o dominio catalitico e o
dominio da hemopexina; um dominio da hemopexina, constituido por cerca de 200
aminoacidos. A representacdo esquematica de cada um dos dominios possiveis de
existir numa metaloproteinase de matriz pode ser observada na figura 1. As MMPs
comecam a ser sintetizadas pela sua extremidade N-terminal, formando primeiro a
sequéncia sinal e o pro-dominio. Quando estes dois dominios estdo presentes, a MMP
estd na sua forma inactiva. O dominio catalitico ¢ composto por cinco folhas B ¢ trés
hélices a. Este dominio possui ainda trés ides de calcio que funcionam como
componentes estruturais e contem o centro activo da enzima que e formado por um
atomo de zinco (Zn2+) rodeado e ligado a trés histidinas, que formam um dominio de
ligacdo do zinco definido por HExxHxxGxxH. O dominio da hemopexina é composto
com 4 folhas B e desempenha um papel fulcral na especificidade de algumas
metaloproteinases. Apesar dos dominios descritos anteriormente fazerem parte da
estrutura base da maioria das metaloproteinases vamos observar, mais a frente, que
existem MMPs que apresentem diferentes arranjos dos seus dominios, existindo mesmo
certas MMPs que ndo possuem alguns destes dominios (Klein & Bischoff, 2011;
Maskos & Bode, 2003; Maskos, 2005; Nagase, Visse, & Murphy, 2006; Raffetto &
Khalil, 2008; Tallant et al., 2010; Verma & Hansch, 2007).

(Mb)
cat >

sp pro 3x FNII L1 Hpx
1 LJOIL 1 »
CysR Ig L I
GPI =

Figura 1. Estruturas dos dominios da familia das MMP. sp, “sequéncia sinal”; pro, pro-dominio; cat,

A

T™ |Cy

i

™ CO3W

dominio catalitico; FNII, cadeias de fibronectina tipo II; L1, ligante 1; Hpx, dominio da hemopexina; L2,
ligante 2; Mb, membrana plasmatica; TM, dominio transmembranar; Cy, extremidade citoplasmatica;
CysR, cisteina; Ig, dominio imunoglobulinar; GPI, ancora de glicosilfosfatidilinositol. (Imagem adaptada
de Nagase et al., 2006)
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Desenvolvimento

¢) Tipos de metaloproteinases de matriz

Séo conhecidas até aos dias de hoje entre 24 e 27 metaloproteinases de matriz em
humanos (Amalinei et al., 2007; Engel et al., 2005; Visse & Nagase, 2003). Existem
MMPs que podem degradar varios substratos e quase todas tém capacidade de degradar
0 colagénio, que é o maior substrato das MMPs. Outras MMPs sdo as Unicas a
apresentar especificidade para certos substratos. As MMPs podem estar envolvidas em
diferentes vias bioldgicas e ainda estar presente em diferentes tecidos. Tendo em conta a
especificidade para com o substrato que podem degradar, a similaridade na sequéncia de
aminoacidos e a organizacdo dos seus dominios, as metaloproteinases de matriz estdo
subdivididas nos seguintes grupos: as colagenases, as gelatinases, as estromelisinas, as
matrilisinas, as metaloproteinases associadas & membrana e por Gltimo um conjunto de
outras metaloproteinases que ndo se enquadram em nenhum dos outros grupos
(Amalinei et al., 2007; Nagase et al., 2006; Pirard, 2007). Para uma melhor
compreensdo podemos observar na tabela 1 cada uma das MMPs dividida pelo seu

respectivo grupo.

MMPs Outros Nomes Distribuicao t_eudual/Doenga Subst,ra_to
relacionada Colagénico
Colagenases
Fibroblastos; tecido intersticial; Fibras | I, 1I, 1, VII;
MMP-1 | Colagenase-1 L ’ PR '
de colagénio VIII; X
Neutrofilos ou leucécitos | I, II, 1, V
MMP- Colagenase-2 : PR
8 g polimorfonucleares. VII, VIII, X
Células do muasculo liso; varizes
MMP-13 | Colagenase-3 venosas, pré-eclampsia; cancro da | I, I, I, IV
mama.
Glandulas mamarias; placenta, pulmdes;
ancreas; ovarios; intestin I ;
MMP-18 | Colagenase-4 pa cea_s, 0 a,os, test, 0 de qado, |
baco; timo; prostata; testiculos; colon;
coracao
Gelatinases
MMP-2 [ Gelatinase-A Aneurisma da aorta; varizes venosas LI L1V
' V, VI, X, XI
] . ) IV, V, VII, X,
MMP-9 | Gelatinase-B Aneurisma da aorta; varizes venosas XIV
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Efeito Inibitério em Metaloproteinase de matriz

Estromelisinas

MMP-3 | Estromelisina-1 Qelulgs_ do musculo _Ilso; flbro_blastos I, 1, 1V, IX,
sinoviais; doenca arterial coronariana; X, X1
MMP-10 | Estromelisina-2 Tecido uterlno;, pre-eclamp_5|a; artrite; TRV,
aterosclerose; células de carcinomas
MMP-11 | Estromelisina-3 TeC|_do uterino; angiogénese; células de [ Nao ’d_egrada
carcinoma hepatocelular colagénio
Matrilisinas
MMP-7 | Matrilisina-1 Tecido uterino IV, X
MMP-26 Matiilisina-2 -/ Células de cancro do endométrio v
Endometase
Membrane type metalloproteinase
Fibroblastos; células do musculo liso;
MMP-14 | MT1-MMP células do musculo liso vascular; tecido | I, II, HI
uterino; angiogenese
MMP-15 | MT2-MMP Fibroblastos; Ieucoc[tos; pre-(?clamp3|a; |
cancros da mama, prostata e colon
MMP-16 | MT3-MMP Leucdcitos; angiogénese do cancro I
Néo
MMP-17 | MT4-MMP Cerebelo; cancro da mama e
identificado
Leucoci mor rebrais, | N&
MMP-24 | MT5-MMP euco_mtos, _ tumores cerebrais, ! do 3
astrocitoma, glioblastoma identificado
MMP-25 MTG—MMP / Le_ucomtos, astrocitoma  anaplasico; Y
Leucolisina glioblastoma
Outras MMPs
MMP-12 | Metaloelastase Macréfagos v
MMP-19 | RASI-I Figado v
MMP-20 | Enamelisina Esmalte dentario \/
MMP-21 | XMMP Placenta -
MMP-22 | CMMP - Desconhecido
MMP-23 MMP matriz Celul'fls. dos te?ldos repro,dutores, como Desconhecido
cisteina 0s ovarios, testiculos e prostata
MMP-27 - Testiculos, pulmdes, intestino e da pele | Desconhecido
MMP-28 | Epilisina Queratindcitos da pele Desconhecido

Tabela 1. Subdivisdo das metaloproteinases de matriz por grupos consoante a especificidade para com o
substrato. Esta tabela comtempla também a distribuicéo tecidual de cada MMP, processos patologicos em
gue estas possam estar envolvidas e ainda, se possuem capacidade de degradar o colagénio e em caso

afirmativo qual o tipo de colagénio que podem degradar. (Tabela adaptada de Raffetto & Khalil, 2008)
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Desenvolvimento

1. Colagenases

Fazem parte do grupo das colagenases a MMP-1, MMP-8, MMP-13 e a MMP-18, que
podem também ser chamadas de colagenase 1, colagenase 2, colagenase 3 e colagenase
4 respectivamente (Visse & Nagase, 2003). Além de degradarem proteinas da matriz
extracelular e outras proteinas solUveis, as colagenases desempenham um papel activo,
principalmente, na degradacdo dos colagénios fibrilares do tipo LILIILV e XI. As
colagenases degradam o colagénio em dois fragmentos caracteristicos, sendo que um
dos fragmentos tem % do comprimento do fragmento original e o outro fragmento, o
maior, o comprimento de % do fragmento original. O fragmento de comprimento % do
original foi cortado a partir da extremidade N da cadeia polipeptidica do colagénio
fibrilar entre a glicina 775 (Gly775) e a leucina 776 (Leu776) da cadeia a. Estes
colagénios fibrilares sdo constituidos por 3 cadeias-o, numa conformagdo de tripla
hélice, o que adiciona rigidez a proteina e resisténcia a degradacdo por outras proteases.
Apbs a degradacdo pelas colagenases, os 2 fragmentos resultantes estdo ainda
susceptiveis a serem degradados por outras proteases, como por exemplo, as gelatinases
(Amalinei et al., 2007; Murphy & Nagase, 2008; Visse & Nagase, 2003).

Entre as metaloproteinases de matriz, a MMP-1 é aquela que possuiu maior capacidade
para degradar os colagénios tipo I, Il e 11l. Esta pode ser produzida por varios tipos de
células, como os fibroblastos, queratindcitos, células endoteliais, macrdfagos,

hepatdcitos, condrocitos e osteoblastos (Amalinei et al., 2007).

A MMP-8 também pode ser chamada de neutrophil colagenase, estruturalmente é muito
semelhante a MMP-1 mas apresenta diferengas ao nivel da especificidade do substrato
(Raffetto & Khalil, 2008). Esta degrada o colagénio do tipo | e o colagénio do tipo II,
sendo este 0 mais abundante na cartilagem. A colagenase-2 é ainda responsavel por
degradar algumas proteinas ndo pertencentes a matriz extracelular, como por exemplo: a
serpina, a bradicinina e o neurotransmissor SP (substancia P). Esta metaloproteinase €
sintetizada pelos leucdécitos polimorfonucleares durante a sua maturacdo, na fase de
mieldcito e armazenada em granulos especificos desta célula, sendo apenas libertada
apo6s um estimulo (Amalinei et al., 2007; Raffetto & Khalil, 2008). Esta colagenase
pode ser activada por outras MMPs, como a MMP-3 e a MMP-7 (Raffetto & Khalil,
2008).
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A MMP-13 consegue degradar o colagénio do tipo Il mais eficientemente que os do tipo
I e Il (Raffetto & Khalil, 2008). Esta enzima é caracterizada por possuir uma grande
especificidade de substrato e pela sua expresséo limitada quando comparada com outras
MMPs. A sua expressdo pode ser influenciada por algumas hormonas e citocinas
(Amalinei et al., 2007).

A MMP-18 € expressa em varios tecidos do organismo humano, incluindo nas glandulas
mamarias, na placenta, nos pulmdes, no pancreas, nos ovarios, no intestino delgado, no
baco, no timo, na préstata e testiculos, no célon e ainda no coragéo. E conhecida por ser
um percursor da MMP-19 (Amalinei et al., 2007). A literatura € ambigua, havendo
alguns autores que consideram a MMP-18 como uma colagenase, enquanto outros
consideram que esta faz parte do conjunto de MMPs que ndo se encaixam nos restantes
grupos.

2. Gelatinases

As gelatinases incluem a MMP-2 e a MMP-9 ou, respectivamente, gelatinase-A e
gelatinase-B. As gelatinases ligam-se principalmente aos colagénios desnaturados
(gelatina). Os fragmentos do colagénio cortado pelas colagenases sdo exemplos
precisamente disso (Raffetto & Khalil, 2008).

Estas gelatinases apresentam uma estrutura em que os seus dominios se encontram
organizados da mesma forma que os dominios da estrutura base referida anteriormente.
No entanto, estas gelatinases possuem uma particularidade, tém no seu dominio
catalitico trés cadeias de fibronectina tipo Il que permitem ao dominio estabelecer uma
ligacdo compacta e degradar as gelatinas, colagenios do tipo 1V, V, VII, X, XI, X1V,
elastina, proteoglicanos, proteina basica da mielina, a fibronectina, fibrilina-1 e laminina
(Amalinei et al., 2007; Nagase et al., 2006; Visse & Nagase, 2003). Esta organizagéo

particular dos dominios das gelatinases pode ser observada no quadro da figura 4.

As trés cadeias de fibronectina tipo Il de uma proMMP-2 sdo postas em evidéncia na
figura 2, e na figura 1 as trés cadeias de fibronectina do tipo Il aparecem
esquematizadas no dominio catalitico para uma melhor compreensdo. Outro facto
interessante é que a MMP-2 pode degradar colagénios do tipo I, 1l e Il tal como as

colagenases, no entanto, a MMP-9 ndo pode (Murphy & Nagase, 2008). Apesar da
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MMP-2 poder degradar estes tipos de colagénio, as colagenases tém uma afinidade mais
elevada. As gelatinases desempenham um papel importante em muitos processos
fisiologicos, tais como na degradacdo de componentes da matriz extracelular, na
remodelacdo da matriz extracelular, na osteogénese e na cicatrizacdo (Amalinei et al.,
2007).

proMMP2

L

Fibronectina tipo Il

pro-dominio

Dominio da Hemopexina

Figura 2. Estrutura tridimensional de uma proMMP-2 e de um TIMP-2. O dominio catalitico estd
representado a vermelho; o pro-dominio esta representado a verde; as trés cadeias de fibronectina do tipo
Il estdo representadas a azul; o dominio da Hemopexina representado a cor-de-laranja; e o TIMP-2
representado a cor-de-rosa. As esferas verdes representam os ides de Zinco, inclusive o Zinco (Zn2+) do
centro activo; as esferas azuis representam os iGes de célcio (Ca2+); e as ligagdes a amarelo que aparecem

nos varios dominios representam as pontes de dissulfito. (Imagem adaptada de Murphy & Nagase, 2008)
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3. Estromelisinas

As estromelisinas sdo produzidas nas celulas estromais e estdo incluidas neste grupo a
MMP-3, MMP-10 e a MMP-11, podendo ser também chamadas de estromelisina-1,
estromelisina-2 e estromelisina-3, respectivamente (Raffetto & Khalil, 2008; Visse &
Nagase, 2003). Alguns autores ndo consideram a estromelisina-3 pertencente ao grupo
das estromelisinas, defendendo que estas deveriam fazer parte do conjunto das MMPs
que ndo se enquadram em nenhum dos grupos devido a sua especificidade por um
substrato diferente e a sua diferente sequéncia de aminoéacidos. (Raffetto & Khalil,
2008) Além disto, a estromelisina-11 possui ainda entre o0 seu pro-dominio e 0 seu
dominio catalitico um local de clivagem da enzima furina, como podemos ver no quadro
da figura 4. Outra diferenca € o facto da MMP-3 e da MMP-10 serem codificadas no
cromossoma 11 enquanto a MMP-11 é codificada no cromossoma 22, mais
precisamente, a MMP-3 é codificada no gene 11923, a MMP-10 no gene 11921-g22 ¢ a
MMP-11 é codificada no gene 22q11.2 (Amalinei et al., 2007).

Tanto a MMP-3 como a MMP-10 tém como substrato numerosos componentes da
matriz extracelular, como por exemplo, o colagénio tipo IV, V, IX e X, proteoglicanos,
gelatinas, fibronectina, laminina, fibrilina e algumas proMMP, ou seja, MMP ainda na
forma inactiva que necessitam de ser activadas para que possam cumprir as suas

funcgdes bioldgicas (Amalinei et al., 2007).

4. Matrilisinas

As matrilisinas sdo uma das excepcOes a estrutura base das metaloproteinases de matriz,
uma vez que estas ndo o dominio da hemopexina. Podemos constatar essa falta do
dominio da hemopexina nas matrilisinas ao observar a figura 3. Este facto torna as
matrilisinas caracteristicas e faz destas as metaloproteinases de matriz mais simples
estruturalmente. Estdo incluidas no grupo das matrilisinas a MMP-7 e a MMP-26,
apelidadas também, respectivamente, por Matrilisina-1 e Matrilisina-2 (endometase)
(Raffetto & Khalil, 2008).
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Grupos pro-dominio Dominio Catalitico Dominio da Hemopexina
PRCGVPD q
Colagenases [ 4L —
MMP-1, 8, 13, 18 Zn2* ‘
Substrato

Gelatinases : Cﬁj
MMP-2, 9 :
Estromelisinas : _ 1,/ —
MMP-3, 10, 11 !
Matrilisinas ' ]
MMP-7, 26
RXKR

"Membrane type }

. -,
Metalloproteinase" .

’ . Dominio ligagdo

MMP-14, 15, 16, 17, 24, 25

a membrana

Figura 3. Estrutura das colagenases, gelatinases, matrilisinas e MT-MMPs. A figura representa os
dominios destas MMPs: pro-dominio, o dominio catalitico, o0 dominio da hemopexina. Nas matrilisinas
podemos que estas ndo possuem o dominio da hemopexina. Nas MT-MMPs podemos ver que possuem

um dominio de ligacdo & membrana. (Imagem adaptada de Raffetto & Khalil, 2008)

A MMP-7 pode degradar varios componentes da ECM, tais como a fibronectina, a
laminina, a entactina, o colagénio de tipo IV, os proteoglicanos e ainda a integrina 4. A
MMP-26 é a metaloproteinase de matriz mais pequena conhecida até a data, contendo
apenas 261 aminoacidos. A MMP-26 tem uma caracteristica excepcional entre as
MMPs, pois esta pode promover uma activacdo autocatalitica. Esta endometase, in
vitro, tem a capacidade de degradar o colagénio de tipo IV, a fibronectina, o
fibrinogénio, a vitronectina, a al-antitripsina, a a2-macroglobulina, a IGFBP-1 e ainda,
desde que no estado desnaturado, podem também degradar o colagénio de tipo I, I, I11.
Ainda relativamente a MMP-26, um nivel significativo de expressdo desta
metaloproteinase foi encontrada em anélises a tecidos saudaveis do Utero, rim e da
placenta, o que leva a crer que esta possa estar envolvida na nidacdo (Amalinei et al.,
2007).
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5. Membrane type metalloproteinase (MT-MMP)

Tal como o nome sugere, as MT-MMPs sdo MMP ligadas a membrana celular por
intermédio de um sitio hidréfobo, independente da hemopexina, ou ancoradas a
moléculas de glicosilfosdatidilinositol (GPI) que, por sua vez, se encontram ligadas a
membrana celular. As MT-MMPs, sdo seis no total e estdo subdivididas precisamente
em dois grupos, as que estdo ligadas a membrana e as que estdo ancoradas a moléculas

de glicosilfosfatidilinositol (Amalinei et al., 2007).

No grupo das proteinas transmembranares de tipo I, as MMPs ligadas a membranas,
incluem a MMP-14, a MMP-15, a MMP-16 e ainda a MMP-24, podendo ser chamadas
também, respectivamente de MT1-MMP, MT2-MMP, MT3-MMP e MT5-MMP. As
MT-MMPs de tipo | apresentam todos os dominios caracteristicos das MMPs mas com
algumas particularidades visiveis na figura 4. Analisando esta figura podemos ver que
estas MT-MMPs apresentam entre o pro-dominio e o dominio catalitico uma regido de
clivagem da enzima furina presente também noutras MMPs, representado na figura 4
pelas bandas de cor negra. Além disso, apresenta também, ligado ao dominio catalitico,
um chamado dominio transmembranar de tipo | representado pelo nimero I, que por sua
vez se liga ao dominio citoplasmatico, identificavel na figura pela sigla “Cp” (Amalinei
et al., 2007).

No grupo das MT-MMPs ancoradas a GPIs estdo incluidas a MMP-17, também
podendo ser designada por MT4-MMP e a MMP-25, designada também por MT6-
MMP. (Amalinei et al., 2007) A semelhanca das MT-MMPs de tipo 1 também este
grupo de MT-MMPs ancoradas a GPIs apresenta uma regido de clivagem da enzima
furina entre o pro-dominio e o dominio catalitico. Apresenta ainda como parte da sua
estrutura a uma ancora de glicosilfosfatidilinositol, representado na figura 4 com a letra
G (Amalinei et al., 2007).

No que diz respeito a especificidade do substrato as MT-MMPs, com a excepc¢do da
MT4-MMP, todas as MT-MMPs sdo capazes de converter a pro-MMP2, forma inactiva
da MMP2, na sua forma activa. Adicionalmente foi provado que a MT1-MMP pode
degradar o colagénio do tipo I, Il e Ill. Todas as MT-MMPs podem degradar varios
componentes da matriz extracelular. Além disso, as MT-MMPs desempenham um papel
importante na interacgdo com os inibidores tecidulares das metaloproteinases de matriz

(TIMPSs) e, segundo alguns estudos, tém também capital importancia no processo da
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angiogenese de alguns cancros e das suas metastases (Amalinei et al., 2007; Suenaga,
Mori, Itoh, & Seiki, 2005).

6. Outras MMPs

Estdo incluidas neste grupo as seguintes metaloproteinases: a MMP-12, conhecida
também como metaloelastase; a MMP-18, a MMP-19, a MMP-20 ou chamada também
de enamelina; a MMP-21, a MMP-22; a MMP-23 conhecida também por
metaloproteinase matriz cisteina; a MMP-27, e por Gltimo a MMP-28 também apelidada

de epilisina (Amalinei et al., 2007).

A MMP-12 pode ser encontrada nos condrdcitos, nos macréfagos, nos osteoclastos e na
placenta. Estas metaloelastases podem degradar varias moléculas da matriz extracelular,
tais como a gelatina de tipo I, a fibronectina, a laminina, a vitronectina, 0s
proteoglicanos, a proteina basica da mielina, a elastina e al-antitripsina. (Amalinei et
al., 2007) As metaloelastases séo de grande importancia no processo de migracdo dos

macrofagos (Visse & Nagase, 2003).

A MMP-19, além de conseguir degradar varias moléculas da ECM desempenha também
um papel importante na cicatrizacdo de feridas, na migracdo celular epitelial e na
remodelacdo de tecidos. E também conhecida como RASI (rheumatoid arthritis
synovial inflammation) pois foi encontrada nos linfdcitos e no plasma de pacientes com
artrite reumatoide, sendo por isso reconhecido como um antigénio, ndo sé nos pacientes

com esta doenca auto-imune mas também em pacientes com lUpus (Nagase et al., 2006).

A amelogenina é uma proteina produzida pelos ameloblastos durante o
desenvolvimento do esmalte dentario. A MMP-20 (Enamelisina) é expressa no esmalte
recém-formado, digerindo precisamente a amelogenina. Além disso, foi descoberta a
presenca da enamelisina na matriz amil6ide de alguns tumores odontogénicos. A MMP-
20 estd também ligada a amelogenese imperfeita, doenca hereditaria onde a producéo do
esmalte dentario é defeituosa, consequéncia precisamente de uma mutagdo no local de
clivagem da MMP-20 (Amalinei et al., 2007, Murphy & Nagase, 2008; Visse &
Nagase, 2003).

A MMP-22 foi primeiramente clonada a partir de fibroblastos de galinha. Mais tarde,

através da andlise da sua sequéncia de aminoacidos da proteina clonada constatou-se
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que esta seria também uma metaloproteinase, neste caso, existente tanto nos humanos e
nas galinhas. Ainda assim, esta € uma das MMPs menos conhecidas e as semelhangas
entre a MMP-22 existente nas galinhas e a existente no homem é todavia muito baixa
para se conseguir atingir mais informacdes significativas, sendo por isso a fungéo desta

enzima desconhecida (Amalinei et al., 2007; Visse & Nagase, 2003).

A MMP-21 primariamente foi descoberta nas ras “Xenopus” e s6 mais recentemente
encontrada em ratos e em humanos. Apesar de possuir todos os dominios caracteristicos
das MMPs, tem a particularidade de apresentar uma inser¢éo de vitronectina entre o seu
pro-dominio e o seu dominio catalitico, como podemos constatar observando a figura 4,
onde esta insercdo se encontra representada pela letra V. E expressa em varios tecidos
tanto no homem adulto como no feto. Pode ainda ser encontrada nas células basais e nas
células escamosas de carcinomas, bem como em macrofagos presentes em lesdes
granulomatosas da pele e nos fibroblastos de dermatofibromas. No entanto, a sua ac¢édo
sobre os componentes da membrana extracelular é ainda algo desconhecida, contudo é
sabido que possui actividade sobre as gelatinas (Murphy & Nagase, 2008; Nagase et al.,
2006).

A MMP-23 ou MMP matriz cisteina € na sua grande maioria expressa em tecidos
reprodutores, tais como nos ovarios, nos testiculos e na prostata, sugerindo o seu
envolvimento no processo reprodutivo. A MMP-23 é também uma das excepg¢des a
estrutura base das metaloproteinases de matriz. Para uma melhor compreensdo da
estrutura desta enzima vamos recorrer a figura 4. Nesta figura podemos constatar que, a
semelhanca das matrilisinas, a MMP-23 também nédo possui 0 dominio da hemopexina
tendo no seu lugar um dominio rico em cisteina, representado na figura 4 pela sigla
“Ca”, ligado um dominio de natureza imunoglobular do tipo IgG, evidenciado na figura
pela sigla “Ig” (Amalinei et al., 2007; Murphy & Nagase, 2008; Nagase et al., 2006).

A MMP-27 foi clonada através de fibroblastos de embrido de galinhas e nestas tinha a
capacidade para degradar a gelatinas e a caseina, mas no que diz respeito aos humanos
existe ainda muito pouca informagéo disponivel sobre a sua ac¢do. No entanto, € sabido
que a MMP-27 é expressa nos linfocitos B e a sua concentracdo aumenta quando sao
introduzidos anti-IgG’s ou anti-IgM’s a cultura (Murphy & Nagase, 2008; Nagase et al.,
2006).
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A MMP-28 expressa-se em varios tecidos do organismo humano, como por exemplo,
nos pulmdes, na placenta, no corac¢do, no tracto gastrointestinal e nos testiculos. Esta
enzima pode ser encontrada nos queratindcitos da pele e assume-se que desempenha um
papel activo na cicatrizacdo. A Epilisina pode ser também encontrada em quantidade
elevada na cartilagem de pacientes que sofrem de osteoartrite e artrite reumatdide
(Murphy & Nagase, 2008; Nagase et al., 2006). No que diz respeito & organizacdo dos
seus dominios, podemos ver na figura 4 que a MMP-28 apresenta uma estrutura idéntica
a estrutura da MMP-11.
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Figura 4. Resumo da estrutura de todas as MMPs referidas ao longo desta revisdo. O “S” representa a
sequéncia peptidica conhecida como “sequéncia sinal”; o “Pro” representa o pro-dominio; o “Cat”
representa o dominio catalitico; o “Zn” representa o ido de Zinco (Zn2+) correspondente ao centro activo
da enzima; “Hpx” representa o dominio de hemopexina; “Fn” é referente as cadeias de fibronectina do
tipo II; a letra “V” refere-se a uma inser¢do de vitronectina, o “I” ¢é referente a um dominio
transmembranar de tipo I; o “II” é referente a um dominio transmembranar do tipo I1; o “GPI” é referente
a ancora de glicosilfosfatidilinositol; “Cp” é referente ao dominio citoplasmatico; “Ca” é referente a uma
regido de cisteina; “IgG” ¢ referente a um dominio de IgG’s. A banda de cor negra entre o pro-dominio e
o dominio catalitico é um local de clivagem da enzima furina. (Imagem adaptada de Visse & Nagase,
2003)
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d) Activacéo das metaloproteinases de matriz

As MMPs sdo produzidas por células de varios tecidos do organismo humano e, como
ja foi referido anteriormente, estdo envolvidas na degradacdo de inUmeras proteinas.
Devido a este facto, a maioria das MMPs sdo produzidas na sua forma inactiva, caso
contrario estas enzimas poderiam danificar proteinas fora do local de accdo desejado
pelo organismo. Estas necessitam entdo de ser activadas através de um estimulo, que
pode ser tanto enddgeno como exdgeno, para deixar a sua forma latente e ficarem
activas. As MMPs na sua forma inactiva (proMMPS) apresentam a “sequéncia sinal” € 0
pro-dominio ligados ao seu dominio catalitico. As proMMPs mantém-se nesta forma
inactiva gracas a uma ligagdo covalente formada entre o zinco do dominio catalitico e
uma cisteina do pro-dominio, este mecanismo € conhecido como cysteine switch
(Amalinei et al., 2007; Nagase et al., 2006; Visse & Nagase, 2003).

Existem vérias mecanismos que podem desencadear a activacdo da enzima de proMMP
em MMP in vivo, como por exemplo a tradugdo no reticulo endoplasmaético, até os seus
proprios inibidores podem acabar por activar a MMP através de um mecanismo de
feedback e ainda podem ser activadas por outras proteinases como por exemplo, a
plasmina. In vitro, estas podem ser activadas por agentes ndo-proteoliticos, agentes
quimicos (como o tiol, glutationa, dodecil sulfato de sodio (SDS), agentes caotropicos e
oxigenio reactivo). Em ambas condic¢bes (In vivo e In vitro), um pH reduzido e a
temperatura alta promovem a activacdo das MMP (Amalinei et al., 2007; Nagase et al.,
2006; Visse & Nagase, 2003).

Na figura 5 podemos observar tanto a activacdo proteolitica como a activacdo nao
proteolitica das proMMPs. Seja qual for o estimulo a enzima passa a sua forma activa
sempre da mesma forma: deixa de existir a ligacdo covalente entre a cisteina do pro-
dominio e o zinco do dominio catalitico; o péptido da “sequéncia sinal” e o pro-dominio
separam-se da enzima e esta fica com o0 seu centro activo desimpedido para
desempenhar as suas fungdes, ficando desta forma a MMP activa (Visse & Nagase,
2003).
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Figura 5. Activacdo proteolitica e activagdo ndo-proteolitica. Dominio catalitico representado pela parte
cinzenta dos circulos; centro activo representado pela parte branca dos circulos contendo no seu interior
um circulo menor com a sigla “Zn” correspondente ao Zinco (Zn2+) do centro activo; a linha preta
representa o propéptido do pré-dominio; a letra “C” representa o cysteine switch; a sigla “SH” representa
o grupo sulfidrilo; a sigla “SX” representa o cysteine switch sulfhydryl. (Imagem adaptada de Visse &
Nagase, 2003)

A activacdo proteolitica é mediada pelo corte na regido da ligacdo covalente que ocorre
através de um ataque proteolitico na zona exposta entre a primeira e segunda hélice do
propéptido (pré-dominio). A especificidade da zona onde ocorre a clivagem é ditada
pela sequéncia de aminoacidos encontrada em cada MMP. Assim que hé a clivagem, ha
uma destabilizacdo da ligacdo e consequentemente a quebra do cysteine switch,
ocorrendo a activagdo parcial da metaloproteinase, que podemos ver na figura 5 como
MMP intermédia. A activacdo completa da mesma sé ocorre quando ha uma remocao
total do propéptido, através de um processo intermolecular feita pela propria MMP
(Amalinei et al., 2007; Visse & Nagase, 2003).

A activacdo das MMPs pela plasmina é um dos mecanismos mais relevantes in vivo. A

plasmina é sintetizada pelo plasminogénio quando este é estimulado pelo activador de
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plasminogénio tecidual (T-PA) e pelo activador de uroquinase plasminogénica. Ambos
estdo dependentes e associados a membrana celular havendo activagdo da proMMP
localizada e consequentemente degradacdo da matriz extracelular. Sabe-se que a
plasmina activa a proMMP-1, proMMP-3, proMMP-7, proMMP-9, proMMP-10 e
proMMP-13. A activacdo gradual do sistema fez evoluir a existéncia de mecanismos
melhorados para controlar a destrui¢do das enzimas na medida em que as TIMPs podem
interferir com a activacdo ao interagirem com os intermediarios da MMP antes de estas

se encontrarem totalmente activadas (Amalinei et al., 2007; Visse & Nagase, 2003).

A activacdo por intermédio de agentes quimicos baseia-se na modificacdo do chamado
cysteine switch sulfhydryl (SX) resultando numa activacdo parcial do MMP e na
clivagem do propéptido intramolecularmente. A sua actividade total depende, tal como
na activacdo proteolitica, da remog¢do do propéptido restante através de um processo
controlado pela prépria enzima. Todo este mecanismo € visivel detalhadamente na
figura 5 (Visse & Nagase, 2003).

Como ja foi referido, a maioria das enzimas sé sofre activacdo extracelularmente de
forma a evitar danos nas células e s6 actuar num local especifico. No entanto, foi
demonstrado que a pro-MMP-11 é activada intracelularmente pela furina. Isto deve-se a
existéncia de uma sequéncia de aminoacidos reconhecidos pela furina, Kx(R/K)R, no
fim do terminal-C do propéptido. Outras MMPs, incluindo as seis MT-MMPs, MMP-23
e a epilisina (MMP-28) tém um mecanismo semelhante ao da MP-11. Como todas as
proteinas referidas anteriormente sdo secretadas como enzimas activas, a sua
inactivacdo através de inibidores enddgenos (TIMPs) é critica na regulacdo da sua
actividade (Amidlinei et al., 2007; Visse & Nagase, 2003).

A activacdo da MMP-2 é outra das excepcdes, ndo sendo activada pelas proteinases
comuns (plasmina). A sua principal activacdo ocorre na superficie celular e é mediada
pelas MT-MMPs, isto inclui: a MT1-MPP, MT2-MMP, MT3-MMP, MT5-MMP e
MT6-MMP; sendo a Unica ndo responsavel pela sua activagdo a MT4-MMP (Amalinei
et al., 2007; Visse & Nagase, 2003).

A activagdo da proMMP-2 mediada pelas MT-MPPs foi estudada detalhadamente e tem
um aspecto Unico: requer a assisténcia da TIMP-2. As MT1-MMP tém a particularidade
poder formar dimeros na superficie da membrana, por interaccdo entre o dominio da

hemopexina de duas MT1-MMPs. Apos formado este dimero a TIMP-2 liga-se a uma
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das MT1-MMPs activas, inibindo a sua actividade. A proMMP-2 forma um forte
complexo através do seu dominio da hemopexina com o dominio C-terminal da TIMP-2
que esta a inibir uma das MT1-MMPs do dimero. Apds isto, a proMMP-2 liga-se a
MT1-MMP do dimero que nao estd a ser inibida. De seguida, a MT1-MMP que esta
ligada directamente a proMMP-2 vai cortar a ligacdo entre o pro-dominio e 0 dominio
catalitico, na zona de clivagem especifica da proMMP-2. Desta forma, a proMMP-2 foi
entdo activada em MMP-2 pela MT1-MMP que se encontrava livre da TIMP-2.
Alternativamente, a MT1-MMP que foi inibida pela TIMP-2, pode funcionar como que
um receptor para a proMMP-2 (Amalinei et al., 2007; Visse & Nagase, 2003). Para uma
melhor compreensdo, todo este mecanismo que foi descrito pode ser observado através
da anélise da figura 6.

Dominio C-terminal da TIMP-2
Dominio N-terminal da TIMP-2
M Dominio catalitico
O Dominio da hemopexina

Extracelular
—

Intracelular

Dimerizacio das MT1-MMPs  LigagdodaTIMP-2  Ligagdo da proMMP-2  Activagéo da proMMP-2

Figura 6. Activacdo da proMMP-2 pela MT1-MMP e pela TIMP-2. A MT1-MMP é representada na
figura pela sigla “MT-17; a proMMP-2 ¢ representada na figura pela sigla “pM-2”; a sigla “T-2”
representa a TIMP-2; a MMP-2 ¢ representada nesta figura pela sigla “M-2”. (Imagem adaptada de Visse
& Nagase, 2003)

e) Especificidade das MMPs para o seu substrato

A especificidade do substrato das MMPs tem sido estudada ou através da identificacao
dos locais de clivagem nos substratos, ou pela sintese de um conjunto de substratos
pépticos. Maioritariamente, as MMPs clivam uma ligagdo peptidica imediatamente

antes de um residuo com uma cadeia lateral hidrofébica, que contenha Leucina,
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Metionina, Isoleucina, Fenilalanina e Tirosina. Uma ligacdo peptidica com residuos
carregados e na posicdo mencionada sdo raramente clivados, com a excepc¢do da
clivagem que ocorre na ligacdo X-Lys pela MMP-12. Os residuos hidrofobicos
encaixam perfeitamente no pocket S1°, cujo tamanho e formato difere
consideravelmente entre as diferentes MMPs. Para além do pocket S1°, outros locais de
contacto (subsites) também participam na atribuicdo de especificidade das enzimas a
diferentes substratos (Visse & Nagase, 2003).

Existem alguns casos em que os dominios ndo cataliticos influenciam a actividade da
enzima, principalmente no que diz respeito a degradacao das macromoléculas da ECM.
Por exemplo, as cadeias de fibronectina do tipo Il da MMP-2 e da MMP-9 sdo
importantes na degradacdo do colagénio do tipo IV, das gelatinas e das elastinas. No
caso da colagenase-1 (MMP-1), a regido do loop que antecede a hélix do centro activo
(RWTNNFREY) ¢ essencial na actividade de degradacdo do colagénio. Além disso, o
dominio da hemopexina e a dobra entre o dominio catalitico e o dominio da
hemopexina também desempenham papéis importantes na degradacdo do colagénio
(Visse & Nagase, 2003).
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Figura 7. Representacdo Solid Ribbon de uma MMP-8 (ficheiro 1A85 do RSCB Protein Data Bank). As

aC

hélices-a apresentam-se como oA, aB e aC; as follhas-p aparecem representadas como BI, I, BIIIL, BIV e
BV; a bola azul corresponde ao Zinco do centro activo rodeado pelos 4&tomos que correspondem aos trés

residuos de histidina do dominio catalitico.
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f) Inibicao das metaloproteinases de matriz

1. Inibidores enddgenos das metaloproteinases de matriz

Os dois maiores inibidores enddgenos das metaloproteinases de matriz sao a a2-
Macroglobulina, inibidores nédo-especificos e o0s inibidores tecidulares das

metaloproteinases de matriz (TIMPs), inibidores especificos (Nagase et al., 2006).

A o2-Macroglobulina é uma glicoproteina com 725 kDa composta por quatro
subunidades idénticas com 180 kDa. Actua como um inibidor de proteases no espacgo
extracelular e pode ser encontrado no sangue e no fluido intersticial. A maioria das
endopeptidases, independentemente das suas classes, é inibida por esta glicoproteina

por incorporacdo da prépria endopeptidase (Murphy & Nagase, 2008).

Os TIMPs sé&o constituidos por um dominio N-terminal (extremidade amino-terminal)
composta por uma sequéncia de cerca de 125 aminoacidos e um dominio C-terminal
(extremidade carboxi-terminal) composta por uma sequéncia de cerca de 65
aminoéacidos (Nagase et al., 2006; Raffetto & Khalil, 2008). Cada um dos dois dominios
possui no seu arranjo molecular trés pontes de dissulfito. O dominio N-terminal é
totalmente responsavel pela inibicdo das MMPs, ou seja, este dominio é capaz de inibir
as MMPs independentemente do dominio C-terminal. (Raffetto & Khalil, 2008)
Portanto, as TIMPs possuem ao todo entre 184 e 194 aminoacidos e contém 12
cisteinas. Estudos realizados mostram que os TIMPs podem inibir um largo espectro de

metaloproteinases (Murphy & Nagase, 2008).

Existem quatro inibidores tecidulares em humanos: o TIMP-1, o TIMP-2, o TIMP-3 e 0
TIMP-4. O TIMP-1 e o TIMP-3 sdo glicoproteinas e o TIMP-2 e o TIMP-4 ndo
possuem hidratos de carbono. Estes quatro inibidores tém a capacidade de inibir todas

as MMPs conhecidas e testadas até ao momento (Murphy & Nagase, 2008).
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1.1. Inibidores tecidulares das metaloproteinases de matriz (TIMPs)

Os inibidores tecidulares das metaloproteinases (TIMPS) séo inibidores especificos das
MMPs e inibem estas enzimas por inibigdo competitiva, ligando-se ao seu centro activo
de uma forma semelhante ao substrato das mesmas. Os quatro residuos de cisteina
presentes no dominio N-terminal do TIMP ligam-se ao centro activo da MMP de
maneira similar ao substrato. Trés residuos de cisteina formam pontes de dissulfito com
a enzima. Um dos quatro residuos de cisteina é apenas instrumental na quelagdo do
Zinco do centro activo pelo grupo a-amino e pelo grupo carbonilo que expelem a
molécula de agua que se encontra no centro activo. Como ja referido, existem quatro
TIMPs: o TIMP-1; o TIMP-2; o TIMP-3 e o TIMP-4. A sua expressdo é regulada
durante o desenvolvimento e a remodelacéo dos tecidos e alteragdes no nivel das TIMPs
sdo importantes pois estas afectam directamente a actividade das MMPs (Murphy &
Nagase, 2008; Visse & Nagase, 2003).

O inibidor tecidular das metaloproteinases TIMP-1, como j& foi referido anteriormente,
tem a capacidade de inibir a actividade da maioria das MMPs. S&o inibidas pelo TIMP-
1 sobretudo a MMP-1, a MMP-2, a MMP-3 e a MMP-9, que se liga a estas quatro
metaloproteinases inactivando as mesmas. Além disso, o0 TIMP-1 consegue ligar-se ao
dominio da hemopexina da proMMP-9, formando um complexo que impede a activacao
da enzima. Este inibidor revela-se como um fraco inibidor da MT1-MMP e da MMP-19
(Amalinei et al., 2007; Visse & Nagase, 2003).

O TIMP-2 consegue inibir a maioria das metaloproteinases de matriz excepto a MMP-9.
Podemos observar a estrutura tridimensional deste inibidor observando a figura 2. O
TIMP-2 consegue ligar-se ao dominio da hemopexina da proMMP-2, como podemos

constatar na figura 2, impedido assim a sua activagdo (Amalinei et al., 2007).

O TIMP-3 inibe a actividade da MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-9 e MMP-13. O
TIMP-3 € o Unico dos inibidores tecidulares das metaloproteinases de matriz que inibe
também as ADAMs, sendo mesmo um inibidor mais eficaz da ADAM-17 do que das
proprias MMPs. Este inibidor que passa mais tempo ligado a matriz extracelular do que
na forma de proteina livre, sendo por isto, diferente de todas as outras (Amalinei et al.,
2007; Raffetto & Khalil, 2008; Visse & Nagase, 2003).

44



Desenvolvimento

O TIMP-4 é o inibidor das metaloproteinases de matriz descoberto mais recentemente.
Este consegue inibir a actividade da MMP-2, MMP-9 e MMP-7. A sua actividade ¢é
expressa sobretudo no coragdo e no sistema vascular (Amalinei et al., 2007; Raffetto &
Khalil, 2008).

Dominio N-terminal Dominio C-terminal

Figura 8. Inibicdo de uma MMP por um TIMP. A esquerda na figura aparece representada a estrutura da
TIMP-2, a direita na figura aparece o complexo de inibi¢cdo formado entre a TIMP-2 e a MT1-MMP.
Referente a TIMP-2, esta aparece dividida pelo seu dominio N-terminal (& esquerda da TIMP-2) e o seu
dominio C-terminal (& direita da TIMP-2). As letras de A a J representam as folhas-3; os nimeros de 1 a
4 representam as hélices-a; as quatro cisteinas estdo representadas como Cysl, Cys3, Cys72; Cys101.
(Imagem adaptada de Visse & Nagase, 2003)

2. Inibidores sintéticos das metaloproteinases de matriz

Como ja foi referido neste trabalho, as MMPs parecem estar na base de varias doencas
do organismo humano. Deste modo, surgiu a necessidade de realizar estudos
aprofundados sobre as MMPs e o0s seus inibidores com o objectivo de sintetizar
substancias com a capacidade de controlar a actividade destas enzimas e dessa forma

encontrar tratamento para as referidas patologias.
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Tem existido uma grande dificuldade em se obter um inibidor das metaloproteinases de
matriz (MMPIi) que reuna a selectividade necesséria para a MMP pretendida juntamente
com uma efectividade na homeostase da MMP durante a progressao de determinada
doenca. Os avancgos cientificos realizados na area mostraram que a actividade
enzimatica das MMPs ¢ caracterizada por uma grande complexidade. Esta mesma
complexidade parece ser a base da participacdo das MMPs nas referidas doencas o que
tem levado a avancos quimicos numa busca incessante pela sintese de um MMPi eficaz
e selectivo nas Gltimas décadas. No entanto, este inibidor estd ainda para ser encontrado
(Fisher & Mobashery, 2006).

A dificuldade em encontrar um MMPi assenta na complexidade da quimica dos
compostos. Estes apresentam um largo espectro de accdo quando o que é pretendido é
uma selectividade para uma MMP especifica. S8o também instaveis metabolicamente e
a principal preocupacdo é a grande toxicidade que estes acarretam para 0 organismo.
Por tudo isto, nos ultimos anos surgiu uma revolucdo no design das estruturas de novos
inibidores das MMPs (Fisher & Mobashery, 2006; Puerta, Lewis, & Cohen, 2004).

A cura para o cancro tem estado na base de todos os esforcos levados a cabo ao longo
de décadas, sendo mesmo a patologia mais grave na qual as MMPs desempenham um
papel activo. Este facto tem sido o principal impulsionador e tem servido de mote para
encontrar um inibidor capaz de controlar a actividade das MMPs e consequentemente
vencer a doenca. Um inibidor de MMPs para ser um anticancerigeno eficaz deve
apresentar selectividade para a MMP alvo, o seu efeito deve ser rapido para evitar as
metéstases e deve ser regulado mecanicamente para inibir a degradacdo da membrana e
parar a progressao da doenca. No entanto, nada invalida que um MMPi sintetizado com
0 objectivo de actuar sobre o cancro revele o seu valor no tratamento de outras doencas
(Fisher & Mobashery, 2006).

Os inibidores das metaloproteinase produzidos s&o normalmente divididos em
inibidores & base de &cido hidroxamico e inibidores sem &cido hidroxamico. Muitos dos
compostos quimicos que serdo falados de seguida ndo possuem um nome sendo
conhecidos por nove numeros que compdem o seu Chemical Abstracts Registry. Mais a
frente neste trabalho, podemos constatar que tem existido um progresso significativo de

inibidores a base de &cido hidroxamico de largo espectro para inibidores selectivos a
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base de acido hidroxdmico e inibidores selectivos sem &cido hidroxamico (Fisher &
Mobashery, 2006).

2.1. Primeiro Inibidores das metaloproteinases de matriz (MMPI)

Os primeiros inibidores das metaloproteinases sintetizados consistiam em estruturas
contendo &cido hidroxamico. Estes inibidores baseavam-se na producdo de moléculas
similares ao substrato das MMPs, como por exemplo o colagénio, e assim criar um
péptido que fosse reconhecido pela enzima, ou seja, mimetizando o efeito do seu
substrato, sendo chamado de péptidomimético. Esse péptidomimético, continha na sua
estrutura um grupo quimico de ligagdo ao Zinco apelidado de Zinc Biding Group (ZBG)
constituido por um grupo a base de acido hidroxamico. Apds a enzima reconhecer o
péptido sintético, 0 ZBG ligava-se ao Zinco do centro activo da MMP promovendo a
sua quelacdo e garantindo dessa forma a inibicdo da mesma (Fisher & Mobashery,
2006; Murphy & Nagase, 2008; Pirard & Matter, 2006; Pirard, 2007).

Os primeiros inibidores da metaloproteinase de matriz (MMPIi) sintetizados tinham
como alvo o tratamento do cancro. Apesar de nos ensaios in vitro revelarem uma
excelente actividade anticancerigena sobre as células tumorais, o resultado dos ensaios
in vivo foram decepcionantes. Estes primeiros MMPi a base de acido hidroxamico
revelaram in vivo ser clinicamente invidveis devido a diversos factores: apresentavam
uma grande inviabilidade oral, pois eram susceptiveis a ac¢do enzimatica na boca
tornando-se inactivos por hidrélise; eram muito instaveis no organismo e apresentavam
grande falta de selectividade pois grande parte das MMPs reconhecia o péptido sintético
tal como reconhece o colagénio, e desta forma, um inibidor desenvolvido para inibir
uma MMP responsavel por determinada doenca iria também inibir outras MMPs néo
desejadas bem como outros membros da familia das enzimas Metzins, como as
ADAMs, criando assim varios problemas ao organismo. O facto do ZBG quelar o zinco
levantava outro do problema, pois estes MMPi poderiam acabar por interferir também
com outras proteinas que contém Zinco e outros metais, sendo que 30% das proteinas
humanas possuem metais € compreensivel a extensdo do problema (Coussens,
Fingleton, & Matrisian, 2002; Fisher & Mobashery, 2006; Puerta et al., 2004).

Aquando dos ensaios in vivo tornou-se evidente que esta primeira geracdo MMPi & base
de &cido hidroxamico acarretava um grande nimero de reaccfes adversas, sendo uma

delas a MSS (musculoskeletal syndrome). Esta sindrome é uma das reaccOes adversas
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mais graves causada por estes inibidores e € caracterizada por dores muito dolorosas nos
0ss0s e nos musculos. Pensa-se que estes efeitos adversos como a MSS se devem a
fraca selectividade destes inibidores, o que levou a comunidade cientifica a procurar
desenvolver MMPi mais selectivos de forma a contornar as reac¢fes adversas que esta
geracdo de inibidores de largo espectro acarreta (Fisher & Mobashery, 2006; Murphy &
Nagase, 2008; Pirard & Matter, 2006; Pirard, 2007).

Na figura 9 podemos observar a estrutura de alguns dos primeiros MMPi possuindo o

4cido hidroxamico no seu ZBG.
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Figura 9. Estrutura quimica de inibidores das metaloproteinases de matriz (MMPI) de largo espectro de
accdo contendo um ZBG a base de acido hidroxdmico ligado a um péptidomimético baseado no

colagénio. (Imagem adaptada de Fisher & Mobashery, 2006)

Estes compostos foram estudados e avaliados ao longo de anos, sendo submetidos a
varios ensaios clinicos, mas revelaram-se sempre inviaveis clinicamente, seja pela sua
falta de eficacia, seja pela sua falta de selectividade e toxicidade (Fisher & Mobashery,
2006).

Tal como ja foi referido anteriormente os primeiros inibidores sintéticos foram

sobretudo produzidos como antineoplasicos. O Marimastat foi um destes compostos que
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foi sujeito a varios ensaios clinicos e apresenta-se representado na figura 9 com a letra
D e € um inibidor das MMPs 1, 2, 3, 7, 9 e 12. Num ensaio de fase Il em pacientes que
sofriam de cancro da mama com metéstases, a dose oral num regime b.i.d. mostrou-se
ineficaz além de ter apresentado um gradiente de Il e Il na escala de toxicidade
musculosquelética. Noutro ensaio de fase | também com Marimastat, mas desta vez
combinado com carboplatina e paclitaxel, em pacientes com cancro de células ndo
pequenas do pulmé&o em estado avangado, obteve-se uma resposta parcial em 12 doentes
num universo de 21 pacientes e observou-se uma estabiliza¢do da doenca noutros 5. Um
ensaio clinico de fase I/11 com pacientes que tiveram um reaparecimento do cancro da
préstata, 0 Marimastat mostrou resultados eficazes em atrasar a progressao da doenca,
no entanto, a toxicidade apresentada pelo fa&rmaco voltou a ndo ser a melhor, permitindo
apenas a administracdo de doses muito pequenas do MMPi, 0 que mais uma vez
comprovou o principal problema com estes primeiros inibidores, as suas limitagdes em
termos de selectividade e toxicidade. Por tudo isto, chegou-se a conclusdo que enquanto
ndo se procedesse a um ajuste na estrutura quimica destes MMPi que fornecesse
selectividade ao farmaco e pusesse termo a sua toxicidade, nenhum MMPi atingiria o
seu objectivo clinico, neste caso especifico, em termos de quimioterapia (Fisher &
Mobashery, 2006).

Estes resultados desapontantes apresentados pelos primeiros inibidores sintéticos de
largo espectro podem ser comprovados pela anélise da tabela 2, em que foi comparada a
actividade de inibicdo sobre a MMP-3 de dez de 11 novos ZBG de grande potencial
inibidor sintetizados como alternativa aos ZBG a base de acido hidroxamico (compostos
da figura 11 numerados de 1 a 11) com um quelante representativo da maioria dos
primeiros MMPi de largo espectro, o acetohydroxamic acid (AHA), cuja sua estrutura
quimica se apresenta representada na figura 10 e o seu ZBG contendo o grupo de &cido

hidroxamico representado com a sigla AHA na figura 11 (Puerta et al., 2004).

Os 11 novos grupos quimicos testados presentes na figura 11 foram escolhidos por
apresentarem similaridades com o &cido hidroxamico na forma de quelacdo deste, mas
foram também escolhidos tendo em conta vérias diferencas com este ZBG, como por
exemplo uma melhor estabilidade hidrolitica proveniente das estruturas ciclicas; uma
melhor tolerancia por parte do organismo humano como é o caso do composto 5 da
figura 11 que pode ser utilizado como aditivo alimentar (maltol); e maior afinidade para

0 Zinco (Zn2+) do centro activo. Os grupos quimicos escolhidos consistem em
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hidroxipiridinonas (1, 2, 3 e 6), em hidroxipiridinationas (7, 8 e 9), em pironas (4 e 5) e
em tiopironas (10 e 11) (Coussens et al., 2002; Puerta et al., 2004).

Apo6s a andlise comparativa entre o AHA e os novos MMPi podemos comprovar
observando a tabela 2 que, excluindo apenas o novo composto 3 cuja actividade néo
pode ser avaliada devido a sua baixa solubilidade, todos 0s novos compostos
apresentaram um ICsq inferior ao AHA. O ICso traduz a quantidade necessaria de
inibidor, necessaria para inibir 50% das MMP-3 utilizadas no estudo, logo podemos
concluir que estes novos ZBGs apresentam um potencial inibitério muito superior ao
AHA, composto representativo dos primeiros inibidores de largo espectro, o que se
revela ser mais uma prova do qudo ultrapassados estes estdo nos dias de hoje (Puerta et
al., 2004).
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Figura 10. Estrutura quimica do acetohydroxamic acid, inibidor representativo de um inibidor de
metaloproteinases de matriz (MMPi) de largo espectro caracteristico dos inibidores de 12 geragdo. O ZBG
a base de &cido hidroxamico apresenta-se dentro do quadrado, os restantes grupos representam o

péptidomimético. (Imagem adaptada de Puerta et al., 2004)
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Figura 11. Novos ZBGs testados como alternativa aos ZBGs a base de acido hidroxadmico. O grupo
quimico representado pela sigla “AHA” ¢é referente ao acetohydroxamic acid; os grupos quimicos
representados pelos nimeros 1, 2, 3 e 6 sdo referentes a hidroxipiridinonas; 0s grupos quimicos
representados pelos nimeros 7, 8 e 9 sdo hidroxipiridinationas; os grupos quimicos 4 e 5 sdo referentes a

pironas; os grupos quimicos 10 e 11 sdo tiopironas. (Imagem adaptada de Puerta et al., 2004)
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ICp (uM)
IBG fluorescence®® colorimetric® potency vs AHA'

AHA 25100 (£4000) - n/a

] 1600 (£100) 1500 (£10) 16-fold
2 5100 (£200) - 4.9-fold
4 7200 (£1200) 8300 (£500) 3.5-fold
5 5700 (£100) 16000 (£2000) 4 4-fold
6 5700 (£200) 5000 (+1000) 4 4-fold
7 35 (£3) 20 (£4) 717-fold
8 362 (£3) - 69-fold
9 137 (£20) - 183-fold
10 118 (+40) - 213-fold
11 210 (£20) - 120-fold

Tabela 2. Valores do ICs, dos ZBGs sobre a MMP-3. O ICs, traduz a quantidade de inibidor de
metaloproteinases de matriz (MMPI) necessaria para inibir metade da quantidade de MMP-3. Dentro do
quadrado vermelho podemos observar os resultados, obtidos por fluorescéncia, de cada um dos novos
ZBGs e do AHA. (Tabela adaptada de Puerta et al., 2004)

2.2. Objectivos do design de novos MMPi

A nova geracédo de estruturas contendo acido hidroxamico no seu ZBG estdo ainda por
ser descobertas. No entanto, existem trés direcgdes principais no design de novos
COmMpOstos.

A primeiras das trés é a sintese de novos compostos utilizando grupos que ndo o acido
hidroxamico no seu ZBG ao contrario do que se passava com 0s primeiros inibidores de
largo espectro das MMPs. Apesar do acido hidroxamico ser extremamente eficiente na
quelacdo do Zinco, a ndo ser que as estruturas do péptidomimético sejam
completamente alteradas e optimizadas, estes MMPi nunca terdo os resultados
pretendidos. Como tal, surgiu uma nova geracao de inibidores: aqueles que utilizam um
ZBG diferente, podendo estes MMPi conter ou ndo a parte do péptidomimético; e
aqueles que se baseiam no design de novos principios como os derivados de

tetraciclinas, tiois, pirimidinas, pironas, entre outros (Fisher & Mobashery, 2006).
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A segunda direccdo baseia-se no design de inibidores selectivos para certas
metaloproteinases de matriz responsaveis por determinadas doencas, como por
exemplo, encontrar um MMPi eficaz na inibicdo da MMP-13, responséavel pela
osteoartrite, e sobretudo com o objectivo de encontrar um MMPi que se revele numa
terapéutica anticancerigena eficaz. Outro objectivo bem demarcado desta segunda
direccdo é encontrar inibidores selectivos das metaloproteinases de matriz que permitam
desta forma por termo & MSS provocada pela falta de especificidade das MMPi (Fisher
& Mobashery, 2006).

A terceira e ultima direccdo € utilizar a propria estrutura das MMPs como base para o
design de novos inibidores selectivos. A descoberta de MMPi selectivos vai possibilitar
aumentar a eficacia do inibidor e diminuir a toxicidade do mesmo como ja vimos
anteriormente. E muito importante comprovar experiencialmente a actividade destes
MMPi e a producdo destes ja se encontra a decorrer. Na verdade, nenhum novo MMPi é
preparado sem se ter acesso detalhado a estrutura da MMP alvo, que vai servir
precisamente de base a producdo do novo inibidor. Actualmente o nimero conhecido de
estruturas de MMPs, de pro-MMPs e de complexos inibitérios de MMPs € ja
substancial e permite perceber as diferencas e semelhancas entre determinados locais
das MMPs, como os chamados pockets. A analise computacional destas estruturas
permite confirmar a maior contribui¢do dos pockets S1° e S2 para interacgdes selectivas,
0 que se tem mostrado determinante nesta estratégia de design de novos farmacos
(Fisher & Mobashery, 2006).

2.3. Nova de geracdo de MMPi com ZBG a base de acido hidroxamico

A estrutura que desempenha um papel fulcral na transicdo entre os primeiros inibidores
das metaloproteinases de largo espectro e a nova geracdo de MMPi a base de acido
hidroxamico é provavelmente o MMI-270, representado na figura 12 com a letra A
(Fisher & Mobashery, 2006).
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Figura 12. Estruturas de inibidores contendo grupos de acido hidroxamico e grupos de carboxilatos

ligados a um péptidomimético. (Imagem adaptada de Fisher & Mobashery, 2006)

Esta molécula tem como caracteristicas a possibilidade de administragdo oral,
solubilidade em agua, uma baixa massa molecular e ainda um largo espectro de accao.
Apesar das caracteristicas principais desta molécula se deverem a sua semelhanca com
as estruturas da figura 9 que lhe serviram de origem, é a sua simplicidade relativa que
enfatiza os atributos estruturais que conferem a inibicdo a MMP. Observando a estrutura
do MMI-270 na figura 12 podemos observar, da esquerda para a direita, que este possui
um grupo arilo e um grupo acilo ligado a um aceitador, neste caso é a uma sulfonamida,
separados por dois atomos do acido hidroxdmico do Zinc Biding Group. Esta possui
uma cadeia lateral de aminoéacidos que tem substituintes no carbono a do acido
hidroxdmico e tem uma segunda cadeia lateral cuja substituicdo se encontra no
nitrogénio da sulfonamida. O &cido hidroxdmico N-arilosulfonil-a mimetiza a acgdo do
acido succinico ou do butanedioato do Marimastat. Este composto, no entanto, tal como
os primeiros inibidores de largo espectro apresentou instabilidade metabdlica e
provocou o aparecimento de MSS nos pacientes, ndo sendo por isso uma alternativa
viavel (Fisher & Mobashery, 2006).

O Cipemastat foi desenvolvido para ser um inibidor das MMPs 1, 3 e 9 e ser usado no

tratamento da osteoartrite. Este também possui o acido sucinico e apesar de ter
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apresentado eficacia em animais 0s ensaios clinicos deste composto terminaram

prematuramente (Fisher & Mobashery, 2006).

O composto MMI-166 tem como ZBG um N-arylsufonyl-a-aminocarboxylate. Trata-se
de um inibidor das metaloproteinases de matriz 2, 9 e 14. Apesar de ter demonstrado em
varios modelos animais actividade anticancerigena sobre cancro dos pulmdes,
melanoma, carcinoma de células escamosas, cancro do colon e cancro cervical ndo
existem registos sobre a sua performance em termos clinicos em humanos. Podemos
perceber melhor a estrutura do MMI-166 observando a estrutura B da figura 12. A
caracteristica estrutural mais relevante ¢ o seu “fundo” grupo arilo, neste caso uma
substituicdo triarilo. Ainda relativamente a estrutura quimica deste composto, podemos
ver através da observacdo da figura 12, da esquerda para a direita, os dois anéis fenilo
ligados por um anel tetrazole (Fisher & Mobashery, 2006).

Relativamente ao composto ABT-770 representado na figura 12 com a letra E e ao
composto PD-166793 representado na mesma figura com a letra C, os seus dois anéis
fenilo estdo directamente ligados; o composto Prinomastat representado na figura 12
com a letra F tem um atomo de oxigénio a ligar os seus dois anéis de fenilo. As
caracteristicas destes trés inibidores afastam a sua selectividade da MMP-1, pois esta
apresenta pockets pouco profundos, e as caracteristicas destes compostos torna-os
selectivos para pockets de maior profundidade como os MMPs semelhantes as
gelatinases (Fisher & Mobashery, 2006).

A PD-166793, representado na figura 12 com a letra C demonstrou eficacia no
tratamento da hipertensdo arterial. O composto ABT-770, representado com a letra E na
figura 12 é um &cido retrohidroxdmico que foi sintetizado com a finalidade de ser um
inibidor que apresentasse uma maior actividade sobre a MMP-2 e sobre MMP-9 do que
sobre a MMP-1. Este composto apresentou uma actividade anticancerigena significativa
em modelos experimentais, mas em humanos sdo metabolizados muito facilmente

provocando fosfolipidose (Fisher & Mobashery, 2006).

O Prinomastat, composto com a letra F na figura 12 € um dos inibidores mais estudados
desta nova geracdo. Este tem um grupo N-arylsufonyl-a-amino acid hydroxamate e
revelou-se um inibidor com grande eficacia como agente anticancerigeno em ensaios
pré-clinicos quando administrado concomitantemente com paclitaxel e carboplatina. No

entanto, ha evidéncias de uma relacdo complexa entre a inibicdo do MMP e a metastase
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de alguns cancros, ja que o Prinomastat provoca inibicdo da MT1-MMP, responsavel
pela protedlise da vitronectina, facto que acaba por promover as metéstases. Mais tarde,
este inibidor mostrou ter actividade sobre a diabetes mellitus tipo 1 em modelos
experimentais. Um estudo de fase | descreve que passados dois meses de terapéutica
com o Prinomastat em doses elevadas surgiram casos de mialgia, artralgia e MSS.
Também num ensaio de fase Il com o mesmo inibidor contra cancro de células ndo
pequenas do pulm&o o Prinomastat mostrou-se ineficaz (Arlt, Kopitz, Pennington, &
Watson, 2002; Fisher & Mobashery, 2006).

Como podemos observar, os compostos da figura 12 estiveram longe de atingir o
resultado esperado, apresentando sempre problemas como a falta de eficacia, falta de
selectividade, sem esquecer das reacgdes adversas provocadas por estes. Os problemas
desta geracdo de inibidores assentam sobretudo na perda do ZBG do composto seja pela
reducdo do acido hidroxadmico a amida, seja pela sua hidrélise a acido carboxilico, seja

pela sua conjugacéo a acido glucorénico (Fisher & Mobashery, 2006).

Pelos motivos que se prendiam com a metabolizacao indesejada do ZBG a base de acido
hidroxdmico noutros compostos indesejados o desenvolvimento de novos inibidores
desta geracdo focava-se precisamente em terminar com este metabolismo indesejado e
aumentar a selectividade sobretudo para a MMP-2, MMP-9, gelatinases e MMP-13
através da sintese de estruturas com um novo design. Desta forma surgiram o0s
inibidores da figura 13 (Fisher & Mobashery, 2006).
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Figura 13. Estrutura de novos inibidores de metaloproteinases diaryl ether hydroxamates (Imagem
adaptada de Fisher & Maobashery, 2006)
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Todos os compostos da figura 13 possuem na sua estrutura quimica dois grupos arilo
ligados entre si. Esta caracteristica quimica é especifica para MMPs que possuam um
pocket S1° longo e estreito, o que de certa forma, exclui a MMP-1. O composto
representado na figura com a letra A (RS-130830) foi sintetizado com o objectivo de ser
um inibidor da MMP-13 e com a esperanca de poder ser utilizado eficazmente como
terapéutica contra a osteoartrite. O composto C (230954-09-3) é muito idéntico
estruturalmente ao composto A, apresentando apenas a diferenga de possuir um atomo
de F em vez de um ClI, e foi testado em modelos animais que mais tarde apresentaram
sintomas de MSS. Sendo os compostos A e C fracos inibidores da MMP-1, o
aparecimento de MSS neste modelo animal sugeriu que a inibigdo desta enzima pode
n&o estar na base desta patologia (Fisher & Mobashery, 2006).

Enquanto os compostos A e C comprovaram que podem ser administrados oralmente, o
que pode ser uma mais-valia, 0s compostos B (239796-97-5) e o composto D (SC-276)
revelaram uma ADME melhorada e uma selectividade para a MMP-1 concedida pela
cadeia f-sulfonylhydroxamate (Fisher & Mobashery, 2006).

O composto 239796-97-5 é um excelente inibidor da MMP-9 e da MMP-13. Este
composto representado pela letra B na figura 13 mostrou ter uma Optima eficacia, tdo ou
melhor que o composto RS-130830, quando administrado oralmente em modelos
animais com osteoartrite. Ja 0 composto SC-276 mostrou actividade inibitéria para as
MMPs 2 e 13 e revelou ser activo oralmente como farmaco antiangiogénico e

anticancerigeno (Fisher & Mobashery, 2006).

A figura 14 que se segue ilustra um grupo de novos compostos, também eles com um
ZBG a base de acido hidroxamico ligado a uma estrutura de um péptidomimeético,

fundamento que temos visto anteriormente (Fisher & Mobashery, 2006).
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Figura 14. Novos inibidores MMPi de acido hidroxamico ligados a um péptidomimético (Imagem
adaptada de Fisher & Mobashery, 2006)

Este grupo de estruturas quimicas representa mais um conjunto de compostos
sintetizados na sequéncia do design de novos MMPi. O composto 851371-13-6,
representado na figura 14 com a letra A é um potente inibidor da MMP-3 e apresenta
selectividade, embora ndo com a mesma efectividade, para a MMP-9 (Fisher &
Mobashery, 2006).

O composto FR-255031, letra B na figura 14, ainda que fazendo parte desta nova
geracdo de inibidores, tem um largo espectro de acgdo e apresentou eficacia contra a
artrite em animais (Fisher & Mobashery, 2006).

O composto ONO-4817 apresentou disponibilidade oral e solubilidade em agua. Este
MMPi representado na figura 14 pela letra G apresentou também, a semelhanca do FR-
255031, um largo espectro de ac¢do sobre as metaloproteinases e demonstrou também
alguma eficacia no tratamento de doengas como o cancro, artrite, restenose,

periodontite, hipercolesterolemia e colite inflamatdria (Fisher & Mobashery, 2006).
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Os compostos quimicos 287405-83-8 representado na figura 14 pela letra F, o composto
TMI-1 representado pela letra E e o0 composto TMI-2 representado pela letra H parecem
ter demonstrado alguma actividade contra a artrite (Fisher & Mobashery, 2006).

Os inibidores compostos por um ZBG a base de &cido carboxilico ligado a um
péptidomimeético representado na figura 15 sdo também MMPi incluidos nesta nova
geracdo de inibidores. A estrutura quimica representada pela letra A é referente a um
composto quimico que apresentou selectividade para a MMP-13, enquanto o composto
representado pela letra B revelou ser um MMPi com selectividade para a MMP-2,
MMP-9 e MMP-12 quando testado em animais nos quais foi induzido um enfisema
(Fisher & Mobashery, 2006).

CAS Reg. No, 857081-53-9

CAS Reg. No. (t) [Not Yet Assigned]

Figura 15. Novos inibidores peptidomimetic carboxylates. (Imagem adaptada de Fisher & Mobashery,
2006)

2.4. Nova geracdo de MMPi com ZBG a base de um grupo tiol

Esta geracdo de inibidores de metaloproteinases de matriz composta por um grupo de
inibidores cujo seu Zinc Biding Group incorpora um grupo tiol. Na figura 16 estdo
representados quatro compostos quimicos que foram estudados quanto a sua capacidade
de inibir algumas MMPs (Fisher & Mobashery, 2006).
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Figura 16. Novos inibidores com grupo tiol. (Imagem adaptada de Fisher & Mobashery, 2006)

Na figura 16, com a letra A, temos um composto quimico conhecido como Rabimastat.
Este composto foi um dos primeiros a ser sintetizado e a ndo possuir um ZBG a base de
acido hidroxamico. O Rabimastat possui um ZBG a base de um grupo tiol, pode ser
administrado oralmente e possui um largo espectro de acgdo, podendo inibir varias
MMPs como a MMP-1, a MMP-2, a MMP-3, a MMP7, a MMP-9 e a MMP-14. O
Rabimastat, ao contrario da grande maioria de MMPi que temos falado, ndo apresenta
na sua estrutura um péptidomimético. No que diz respeito a ensaios clinicos, este MMPi
foi administrado num ensaio de fase Il em pacientes que sofriam de cancro da mama
recentemente detectado e resultou em artralgias, o que foi interpretado como sendo
resultado da toxicidade do MMPI, ou seja, como reaccdo adversa a administracdo do
mesmo. Noutro ensaio, desta feita de fase Ill, o uso concomitante do Rabimastat com
um regime de quimioterapia a base de paclitaxel/carboplatina, resultou no fim do estudo
por ndo trazer qualquer tipo de efeito favoravel. Portanto, apesar de inibir as MMPs, em
termos praticos este inibidor ndo mostrou qualquer mais-valia (Fisher & Mobashery,
2006; Naglich, Jure-Kunkel, & Gupta, 2001).

Outro composto quimico deste grupo é o Tanomastat. A sua estrutura quimica
apresenta-se na figura 16 com a letra B. Este MMPi mostrou uma actividade inibitéria
superior para a MMP-2, MMP-3 e MMP-9 do que para a MMP-1 ou para a MMP-13,
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ainda que também se revelasse efectivo na inibicdo destas duas ultimas
metaloproteinases de matriz. Relativamente a ensaios clinicos onde o Tanomastat foi
testado, num ensaio de fase | em pacientes que sofriam de tumores sélidos num estado
precoce este MMPi mostrou uma boa tolerancia, no entanto, nao revelou qualquer efeito
consideravel sobre o cancro. O Tanomastat, noutro ensaio de fase I, em doentes que
sofriam de cancro em estado avangado, voltou a demonstrar uma boa tolerancia por
parte do organismo, mas de novo se mostrou ineficaz no tratamento da doenga, mesmo
num regime combinado com etopdsido. A associacdo de Tanomastat com etopdsido e
cisplatina resultou numa toxicidade significativa, no entanto, a associacdo deste inibidor
com doxorrubicina num ensaio de fase | em pacientes com tumor sélido foi bem
tolerado. Para finalizar, o estudo das associacdes deste MMPi com farmacos utilizados
em quimioterapia, a toma de Tanomastat concomitantemente com 5-fluorouracilo e
acido folinico num ensaio de fase | em doentes que sofriam de tumor sélido, revelou
também alguma toxicidade e chegou a provocar trombocitopenia (Fisher & Mobashery,
2006).

O composto quimico YHJ-132 (letra C da figura 16) é um MMPi com actividade
principalmente sobre a MT1-MMP mas também sobre a MMP-1, MMP-2, MMP-3,
MMP-7 e MMP-9. Este tipo de MMPi tem a capacidade também de inibicdo da
proMMP-2 através da MT1-MMP. Como ja referido, o YHJ-132 tem a capacidade de
inibir a prépria MT1-MMP e consequentemente inibir a degradacdo da fibronectina, o
que pode ser extremamente benéfico aplicado a alguns tumores. Desta forma, este
MMPi é visto como promissor inibidor potente e selectivo das MT1-MMP, estavel e
solavel (Fisher & Mobashery, 2006).

Observando de novo a figura 16, podemos ver mais um inibidor deste grupo. O SB-
3CT, representado pela letra D. Este composto quimico apresenta um grupo de sulfeto
de etilo. O sulfeto de etilo desta molécula liga-se ao Zinco do centro activo da
metaloproteinase de matriz. Apos essa ligacdo o sulfeto de etilo fica activado e abre o
seu anel o que resulta numa ligagdo ao centro activo da enzima, inibindo-a durante um
tempo mais prolongado do que as restantes inibigdes com outros compostos. O SB-3CT
demonstra uma grande afinidade para a inibicdo da MMP-2 e para a MMP-9, o que a
torna extremamente selectiva para estas duas metaloproteinases. Além disso, tem ainda
a capacidade de inibir, ainda que de forma menos demarcada, as MMP-1, MMP-3 e

MMP-7. A sua selectividade e sobretudo o seu mecanismo de inibi¢cdo tornam este
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composto quimico Unico. No que diz respeito a ensaios, em experiéncias com animais,
existem dados que indicam que este MMPi pode ser utilizado como um potente inibidor
das metastases em linfomas de células T e que pode ter também efectividade sobre
metastases de cancro da prostata quando as células tentam invadir o 0sso. Por fim,
existe também literatura que documenta que o SB-3CT pode bloquear a degradacdo da
laminina por parte da MMP-9. (Fisher & Mobashery, 2006)

2.5. MMPI com inibicio baseada na pirimidina

Estes inibidores sdo caracterizados por ndo utilizam o acido hidroxamico no seu ZBG
mas sim um grupo de &cido barbitlrico que podemos observar em qualquer das
seguintes estruturas da figura 17. Dentro destes MMPi o0 mais conhecido é o composto
Ro 28-2653. Este composto encontra-se representado, na figura acima referida, com a
letra C. Este composto tem capacidade de inibir a MT1-MMP, a MT3-MMP, a MMP-2,
a MMP-8 e a MMP-9. Este composto mostrou resultados ao reduzir o tamanho de
tumores nasais em animais, em células de cancro da prostata em modelos animais
submetidos a um xenoenxerto e em células de cancro da mama também em modelos
animais por xenoenxerto. O Ro 28-2653 mostrou ainda capacidade em reduzir a
vascularizagdo de tumores, inibindo a actividade angiogénica da MMP-9e dessa forma
inibindo a accdo dos fibroblastos nesta vascularizacdo. Segundo alguns autores (149
referencia) este composto pode ser administrados oralmente e é pouco provavel que
provoque as reacgdes neuromusculares adversas inerentes a alguns inibidores anteriores
a este. Este composto inibe as MMPs por quelacdo do Zinco do centro activo através do
seu grupo de cido barbiturico. Quanto a selectividade, este utiliza os seus grupos fenil
e piperidinyl que ocupam, respectivamente, os pockets S1° e S2° da MMP-8 (Fisher &
Mobashery, 2006).
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Figura 17. MMPi com grupo de acido barbitarico. (Imagem adaptada de Fisher & Mobashery, 2006)

O composto quimico 556052-30-3, representado com a letra B, na figura 17 apresenta
uma estrutura quimica muito semelhante ao Ro 28-2653, parecendo apresentar alguma
actividade inibitoria sobre as MMP-1, MMP-2, MMP-9 e MMP-13. O MMPi
representado pela letra A na figura acima referida, o 848773-43-3 apresenta inibicao
sobre a MMP-2, MMP-9 e MMP-13. Observando ainda a figura 17, mais
particularmente para o composto quimico 420121-84-2, correspondente a letra D, é um
MMPi que pode ser administrado oralmente. Apresenta actividade inibitoria sobretudo
na MMP-13, mas também na MMP-2, MMP-8 e MMP-12. Para terminar este grupo de
inibidores, resta falar do composto 544678-85-5, representado na figura 17 pela letra E.
Este MMPi é extremamente selectivo para a MMP-13 e apresenta um grande potencial
inibitério sobre esta metaloproteinase de matriz. O complexo de inibicdo entre o
544678-85-5 e a MMP-13 revelou uma interaccdo entre os hidrogénios do composto
quimico com o loop Tyr244-Leu255 especifico da MMP-13 sem haver qualquer
contacto com o centro activo da enzima. A inibicdo da MMP-13 por este composto
deve-se a ligacdo do MMPi com o pocket S1° da metaloproteinase, provocando assim
uma alteracdo da conformacdo desta e consequentemente a enzima fica inibida pois ndo
consegue ligar-se ao substrato. Este inibidor apresenta ainda uma boa disponibilidade

oral o que aliado a tudo o que foi escrito anteriormente sobre este MMPi leva a
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comunidade cientifica a crer que este possa vir a ser utilizado no tratamento da

osteoartrite e no cancro da mama (Fisher & Mobashery, 2006).

2.6. MMPi com inibigdo baseada num grupo hidroxipirona

O composto 868368-30-3 apresenta uma estrutura quimica visivel na figura 18. Este
MMPi apresenta uma excelente selectividade para a MMP-3. Esta selectividade assenta
na ocupacdo do pocket S1° da enzima por parte dos trés grupos fenil do inibidor. Estes
trés grupos de fenil sdo visiveis na figura 18 a esquerda do composto. Em relacéo a
inibicdo, esta da-se através de uma quelacdo do Zinco do centro activo desta enzima
através dos oxigénios do inibidor numa reaccdo &cido-base (Fisher & Mobashery,

2006).
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CAS Reg. No. 868368-30-3

Figura 18. Estrutura quimica de um pyrone MMP inhibitor. (Imagem adaptada de Fisher & Mobashery,
2006)

Ainda em relacdo a este tipo de inibidores podemos observar na figura 11, com 0s
nameros 4 e 5, dois grupos de pironas testados como alternativas aos ZBG a base de
acido hidroxamico. Podemos visualizar que os grupos 4 e 5 desta figura sdo idénticos ao
grupo que vai promover a inibicdo da figura 18. Através da analise da tabela 2 foi
possivel comprovar a maior eficacia de inibicdo da MMP-3 dos grupos 4 e 5 da figura
11 em relacdo a capacidade de inibi¢cdo do composto AHA. O composto da figura 18, o
868368-30-3, é muito selectivo para a MMP-3 e 0 seu grupo inibitério é baseado numa
pirona e também os grupos 4 e 5 da figura 11 sdo pironas e provaram ser melhores
inibidores da MMP-3 do que a AHA, cruzando os dados da tabela 2 com o que sabemos

sobre 0 composto quimico da figura 18, permite-nos de certa forma confirmar a
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veracidade em relagdo a grande selectividade e capacidade de inibicdo do composto
868368-30-3 sobre a MMP-3 uma vez que também se baseia num grupo pirona (Fisher
& Mobashery, 2006; Puerta et al., 2004).

2.7. MMPi com inibicdo baseada em tetraciclinas

O composto quimico que representa este grupo de MMPi € 0 Metastat e a sua estrutura
quimica pode ser observada na figura 21. Este composto deriva das tetraciclinas
antibacterianas e foi modificado quimicamente para ter uma actividade sobre as
colagenases. Esta modificacdo quimica fez com que o composto perdesse a sua
capacidade antibacteriana. As tetraciclinas sdo uma classe de inibidores naturais das
metaloproteinases, sendo que o Unico composto aprovado como inibidor das MMPs é
uma tetraciclina, a doxiciclina, utilizado na periodontite para inibir a actividade da
MMP-7 e MMP-8 (Fisher & Mobashery, 2006).

OH
OH O OH O O
Metastat

Figura 19. MMPi a base de uma tetraciclina quimicamente modificada. (Imagem adaptada de Fisher &
Mobashery, 2006)

3. Papel dos subsites na inibicdo das MMPs

De modo a obter inibidores das metaloproteinases mais especificos procedeu-se a
analise da estrutura das MMPs. As metaloproteinases de matriz apresentam uma
estrutura e uma sequéncia de aminoacidos muito semelhante entre si, diferindo em
poucos locais. No entanto, a zona onde as MMPs diferem mais uma das outras € a
regido do seu dominio catalitico que circunda o centro activo que contem o Zn2+. Esta
zona da enzima possui 0s chamados subsites ou pockets, que sdo muito especificos de
cada MMP. Existem nas MMPs seis subsites, o S1, 0 S2, 0 S3, 0 S1’,0S2’ e 0 S3’. Os
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pockets S1, S2 e S3 encontram-se a esquerda do centro activo enquanto o S1°, S2’ e o
S3’ encontram-se & direita do centro activo. Estes subsites tém também a capacidade de
interagir ¢ os substratos e com os inibidores das metaloproteinases de matriz, ainda que
de uma forma menos eficiente que o centro activo. Como ja foi referido, os subsites séo
muito especificos das MMP e cada subsite tém as suas proprias caracteristicas, sendo 0s
pockets da direita mais hidrofébicos que os da esquerda. Os substratos e os inibidores
capazes de se ligar a estes pockets tém o nome de P1, P2, P3, P1°, P2’ e P3’ consoante o
pocket com que véo interagir (Gupta & Patil, 2012; Jacobsen, Major Jourden, Miller, &
Cohen, 2010; Lukacova et al., 2004; Murphy & Nagase, 2008; Pirard, 2007; Tallant et
al., 2010).

O pocket mais importante ¢ mais estudado tem sido S1’. Este subsite é chamado de
pocket especifico € o que revela maior importdncia devido a apresentar maior
profundidade que os restantes, o que lhe confere uma forma de tunel que atravessa a
estrutura da enzima, enquanto os restantes pockets ndo apresentam tanta profundidade.
Além disso 0 pocket S1° apresenta uma grande hidrofobicidade o que pode revelar-se
importante na altura de produzir um inibidor. A profundidade do S1’ varia entre as
MMPs consoante a sequéncia de aminoacidos presentes, 0 que pode ser desde logo um
factor importante também na especificidade do inibidor (Cuniasse et al., 2005; Devel et
al., 2010; Gupta & Patil, 2012; Lukacova et al., 2004).

Figura 20. Estrutura do dominio catalitico de uma MMP e a localizagdo dos seus subsites. Os pockets da

metaloproteinase estdo identificados por S1, S2, S3, S1°, S2°, S3°. (Imagem adaptada de Pirard, 2007)
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g) Influéncia das MMPs em processos patolégicos

A expressdo das MMPs tem sido estudada e documentada ao longo de varias etapas do
desenvolvimento humano: desde a nidacdo do évulo até a formacdo morfoldgica de
varios tecidos, como por exemplo, os pulmdes, os 0ssos e as glandulas mamarias.
Outros processos fisioldgicos, incluindo o crescimento e a cicatrizacdo dependem em
grande parte da expressdo destas enzimas. Da mesma forma, muitos processos
patologicos, ja referidos anteriormente, estdo relacionados com a expressao das
mesmas, sendo 0s mais importantes o cancro, as doencas cardiovasculares e a artrite.
Varios ensaios clinicos sobre a influéncia das MMPs no aparecimento e na progressao
das patologias mencionadas tém sido desenvolvidos e estudados na tentativa de
encontrar a terapéutica adequada para 0s mesmos através de inibidores destas enzimas.
Deduziram-se como 0s principais motivos para o aparecimento das mesmas, a natureza
da célula, a fase das doencas e o gendtipo do individuo (Murphy & Nagase, 2008;
Raffetto & Khalil, 2008).

1. MMPs e o Cancro

Inimeros estudos sobre este assunto correlacionaram a expressao das MMPs com esta
patologia. As MMPs podem contribuir para o aparecimento do cancro ndo sé através da
degradacdo dos componentes da ECM mas também através da libertacdo de factores de
crescimento que se encontram precisamente no interior destes componentes da matriz
extracelular. Por exemplo, a MMP-9 € responsavel pela extraccdo do factor de
crescimento endotelial vascular a partir da ECM e cliva o colagénio do tipo IV levando
a formacdo de tumastina que € um inibidor da angiogénese. As MMPs sdo também
importantes na progressdo do tumor e na invasdo para outros tecidos (Murphy &
Nagase, 2008; Raffetto & Khalil, 2008).

O principal problema tem residido em determinar especificamente o papel individual de
cada MMP nesta patologia, no entanto esta tarefa tem vindo a ser facilitada com o
crescente conhecimento em relacdo ao genoma humano e ao funcionamento fisiologico
dos tecidos. Os avancos feitos nesta area sdo consideraveis: sabe-se que a MMP-1 e a
MMP-2 mediam o aparecimento de metastases no tecido mamario; desenvolveu-se um
ensaio (Affymetrix Protease Microarray) de forma a analisar a expressdo das

metaloproteinases e dos inibidores das mesmas no cancro do pulméo e concluiu-se que
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a MMP-12 e MMP-13 estdo tambeém associadas a esta doenca; as MMP-14 apesar de se
poderem observar no crescimento de tumores, estes demonstraram pouca capacidade de
se metastizar no tecido pulmonar, levantando também suspeita acerca do envolvimento
desta enzima neste caso (Murphy & Nagase, 2008; Raffetto & Khalil, 2008).

A ablacdo dos genes que codificam para as MMP e os TIMPs em cobaias e o estudo dos
efeitos consequentes na génese tumoral dos mesmos em animais tornou-se numa das
principais abordagens para analisar a influéncia das enzimas na fisiopatologia do
cancro. Ficou claro que as metaloproteinases desempenham papel activo no
aparecimento e desenvolvimento da doenca, como podemos ver pela analise da tabela 3
(Murphy & Nagase, 2008; Raffetto & Khalil, 2008).

2. MMPs e a Doenca Vascular

Os vasos sanguineos sofrem constantemente ajustes hormonais, neuronais e
hemodindmicos, ou seja, mudangas cronicas na funcdo e na fisiologia vascular
dependem quase sempre alteracdes estruturais na arquitectura do vaso sanguineo. Sendo
as MMPs enzimas que actuam principalmente na matriz extracelular, assume-se que
estas irdo ser umas das principais responsaveis pelas consequéncias a nivel vascular,
tanto positivas como negativas. Ainda assim, tem que haver uma maior elucida¢do no
espectro de acc¢do das mesmas e no papel especifico de cada uma destas enzimas no
desenvolvimento deste tipo de patologias para que haja a formulacdo de uma terapéutica
cujo alvo sejam estas enzimas. As MMPs tém sido implicadas num aumento da
espessura das paredes arteriais mas também num mecanismo conhecido como intimal
thickening. Este mecanismo trata-se numa resposta do organismo para reparar as
paredes das artérias de grande calibre lesadas pelas doencas ateroscleréticas bem como
na consequente ruptura das placas ateroscleroticas (Murphy & Nagase, 2008; Raffetto &
Khalil, 2008).

Estudos sugerem varias evidéncias da influéncia das MMPs e consequentemente dos
seus inibidores enddgenos na doenca vascular: tanto a MMP-2 como a MMP-9
desempenham papéis importantes na ruptura de vasos sanguineos depois do enfarte do
miocardio; a deficiéncia de TIMP-3 em animais desregulou a homeostase da matriz
extracelular e causou dilatacdo ventricular esquerda, hipertrofia cardiaca e alteragdes na

contraccdo cardiaca. No entanto, € de notar que a MMP-3 e a MMP-9 tém a capacidade
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de retardar as doencas vasculares ao limitarem o crescimento e ao reforgarem placa
arteriosclerotica evitando assim rupturas da mesma e consequentes coagulos. No
entanto, tem sido identificado um espectro cada vez maior de MMPs (MMP-1, 2, 3, 9,
11, 12, 13 e 14) responsaveis pela destruicdo da matriz extracelular tendo envolvimento
directo nas doencas vasculares ao contrario da regulacdo da mesma como se pensava até
entdo (Murphy & Nagase, 2008; Raffetto & Khalil, 2008).

3. MMPs e artrite

A expressdo das MMPs nas membranas sinoviais, cartilagens, tenddes e nas jungdes
musculares na artrite reumatoide e a na osteoartrite encontra-se bem documentada e esta
directamente relacionada com a destruicdo de tecido promovida por estas enzimas. Em
ambas as patologias, mediadores inflamatdrios estimulam a producdo de MMPs que
degradam a maioria dos componentes extracelulares da matriz. As colagenases (MMP-1
e MMP-3) sdo produzidas pelos fibroblastos sinoviais e por macréfagos e tém um papel
crucial na artrite reumatoide e na osteoartrite jA que elas medeiam a degradacdo do
colagénio (Murphy & Nagase, 2008; Raffetto & Khalil, 2008).

Vérias metaloproteinases tém sido associadas a degradacdo dos constituintes
encontrados na matriz extracelular das articulagfes, existindo metaloproteinases
responsaveis por degradar colagénio (MMP-14, MMP-18), proteoglicanos (MMP-13) e
constituintes ndo relacionados com o colagénio (MMP-2, 3, 9, 10 e 19). As MMPs que
degradam o colagénio estdo envolvidas na regulacdo da matriz 6ssea ao terem um papel
importante na destruicdo dos osteoblastos. Ainda assim a principal proteinase que
influencia a degradacdo da matriz 6ssea € a proteinase cisteina — cathepsin k. Em suma,
ha alguns exemplos de que as MMPs tém influéncia na instabilidade da matriz 6ssea em
condicdes patoldgicas como por exemplo, a MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-9, MMP-
12 e MMP-14 (Murphy & Nagase, 2008; Raffetto & Khalil, 2008).
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Gene Influéncia sobre a patologia
Cancro

MMP-2 | Diminuicdo da tumorigénese do cancro pancreatico
MMP-7 | Diminuicdo da formacdo do adenoma intestinal
MMP-8 | Aumento do tamanho de papilomas (homens)
MMP-9 | Diminuicdo da tumorigénese do cancro pancreético
MMP-11 | Atrasa a tumorigénese do cancro da mama
MMP-14 | Acelera a tumorigénese do cancro da mama; reduz as metastases
MMP-9 | Menos fibrosarcomas na pele; maior tempo de laténcia

Supressdo ou potenciacdo das metéastases de cancro do pulmao.
TIMP-L Aumento da sensibilidade do tumor a quimioterapia
TIMP-3 | Aumenta a disseminacéo das metastases em melanomas e linfomas

Doengas vasculares

Reduz a formacdo da neointima na vascularizacao da leséo
MMP-2 Proteccdo contra ruptura cardiaca pés-infarte do miocéardio

Reduz a formacdo da neointima na vascularizacao da leséo
MMP-3 Proteccdo contra ruptura cardiaca pés-infarte do miocardio
MMP-11 [ Acelera a formag&o da neointima na vascularizacdo da leséo

Reduz a formacédo da neointima na vascularizac¢éo da leséo
TIMP-L Dilatagdo cardiaca esponténea, disfungdo pés-enfarte do miocardio aumentada
TIMP-3 | Dilatacdo cardiaca espontanea

Artrite

MMP-2 | Aumenta a formag&o do complexo auto-imune
MMP-9 | Diminui a formag&o do complexo auto-imune
MMP-12 | Diminuicdo doa contagem de macréfagos em lesdes de ligamentos
MMP-13 Crescimento anormal e espontaneo das placas

Aumento da formacéo de 0sso esponjoso
MMP-14 | Osteogénese imperfeita, doenga do tecido conjuntivo e artrite
TIMP-3 | Aumento da resposta inflamatoria

Tabela 3. Processos patoldgicos resultantes da ablacdo do gene que codifica para determinada MMP ou

para determinado TIMP. Esta ablacdo genética foi promovida em modelos animais que serviram de
cobaia. (Tabela adaptada de Murphy & Nagase, 2008)
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Na tabela 3 podemos observar os efeitos das metaloproteinases e dos seus inibidores
enddgenos TIMP nas vérias patologias referidas ao longo deste trabalho. Este efeito é
passivel de ser observado através do estudo de cobaias as quais Ihe foram retirados os
genes que codificam para uma determinada MMP ou para um determinado TIMP. Ao
visualizar a tabela 3 é possivel perceber o efeito que a falta de uma MMP ou de um
TIMP tem no organismo do animal utilizado, sendo possivel fazer uma proporgao
directa entre a relagdo individual de cada uma das metaloproteinases e dos seus

inibidores enddgenos com o Cancro, com Doencas Vasculares e com a Artrite.
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I1l. CONCLUSAO

As metaloproteinases de matriz, como podemos constatar ao longo deste estudo, estdo
envolvidas em inimeros processos bioldgicos e patoldgicos. Este envolvimento deve-se
sobretudo a sua capacidade para degradar um largo espectro de componentes da matriz
extracelular o que lhes permite controlar a extensdo da remodelacdo dos tecidos do
organismo humano, sendo esta a sua principal funcdo (Hannas et al., 2007; Visse &
Nagase, 2003).

Esta degradacdo de proteinas constituintes da matriz extracelular € um processo
bioldgico que necessita de ser controlado pelo organismo, pois sabemos que uma
actividade em excesso das MMPs poderia gerar uma degradacdo em demasia, 0 que
seria indesejavel ao mesmo. Por isto, as MMPs sdo controladas endogenamente por
inibidores endogenos como a o2-Macroglobulina e principalmente por inibidores
tecidulares das metaloproteinases de matriz, conhecidos como TIMPs. Esta inibicéo
feita pelo proprio organismo regula a actividade das MMPs e consequentemente o
turnover da ECM (Nagase et al., 2006; Visse & Nagase, 2003).

Um organismo saudavel apresenta um perfeito equilibrio entre a actividade enzimatica
das MMPs e a actividade inibitéria levada a cabo pelas TIMPs. No entanto, uma
alteracdo deste equilibrio pode levar as MMPs a provocar no organismo uma serie de
complicacdes que podem resultar em processos patologicos indesejados, sendo que 0s
mais graves sdo a artrite, doencas vasculares e sobretudo o cancro (Raffetto & Khalil,
2008; Visse & Nagase, 2003).

A importante participacdo das metaloproteinases de matriz em processos bioldgicos e
em processos patoldgicos levou a avancos consideraveis no estudo das funcbes, da
especificidade para com o substrato, da activacdo e sobretudo da estrutura e da inibicdo
destas enzimas (Amalinei et al., 2007; Visse & Nagase, 2003).

A necessidade em ter bem documentado a actividade bioquimica e o0s aspectos
estruturais das metaloproteinases de matriz e dos seus inibidores, advém
particularmente da referida participacdo destas enzimas em processos patolégicos. O
envolvimento das metaloproteinases de matriz nestes processos levou a ideia de

sintetizar um inibidor que fosse capaz de controlar a actividade destas endopeptidases
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exogenamente, principalmente para actuar nas doencas mais graves (Amalinei et al.,
2007; Nagase et al., 2006).

Os primeiros inibidores das metaloproteinases de matriz sintéticos apresentavam um
largo espectro de accdo pois, apoiavam-se no conhecimento sobre a actuagdo e
especificidade da enzima para com o seu substrato. Estes MMPi utilizavam um Zinc
Biding Group (ZBG) de acido hidroxamico numa estrutura de um péptidomimético.
Apesar de serem eficazes na inibicdo das MMPs, estes inibidores apresentavam uma
série de factores limitantes como a inviabilidade oral, instabilidade in vivo e falta de
selectividade. Esta falta de selectividade para uma MMP especifica levou ao
aparecimento de toxicidade e consequentemente de reac¢fes adversas no organismo
(Coussens et al., 2002; Fisher & Mobashery, 2006; Murphy & Nagase, 2008; Pirard &
Matter, 2006; Pirard, 2007; Puerta et al., 2004).

Devido as limitagcdes dos primeiros inibidores sintéticos produzidos surgiram uma série
de estudos com o objectivo de criar novos MMPi com a mesma, ou maior capacidade
inibitéria, mas com menos reaccBes adversas. Para isso, foram criadas estratégias de
design de novos inibidores para as metaloproteinases de matriz. Essas trés estratégias
assentam em experimentar novos ZBG e ndo apenas o &cido hidroxamico, produzir
MMPi com grande selectividade para uma MMP especifica, e utilizar a prépria estrutura
da metaloproteinase de matriz como base para o design de novos inibidores (Fisher &
Mobashery, 2006; Puerta et al., 2004).

No que diz respeito a primeira estratégia, foram experimentados diversos novos grupos
quimicos e diversas novas estruturas com potencial inibitério sobre as MMP. Séo
exemplos disso os inibidores com tidis, pirimidinas, pironas, hidroxipirona e
tetraciclinas (Fisher & Mobashery, 2006; Puerta et al., 2004).

Os novos grupos quimicos e moléculas com potencial inibitério das MMP foram
sintetizadas de acordo com a segunda e terceira estratégia do design de novos inibidores
de metaloproteinases de matriz. O conhecimento da estrutura das MMP permitiu a
producdo de MMPi com abordagens de inibicdo diferentes. A inibicdo feita por
alteracdo da conformacao em vez da quelacdo do Zinco do centro activo da enzima por
um ZBG é um exemplo disso. Para esta referida inibicdo utilizou-se o conhecimento
sobre os subsites das MMP, outros locais de ligacdo alternativos ao centro activo

também conhecidos como pockets ou subsites. Estes locais do dominio catalitico da
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enzima, periféricos ao centro activo, sdo conhecidos por serem dos poucos locais onde
as MMP diferem significativamente entre si. Este facto levou ao design de novos
inibidores que interagissem com os subsites e ndo com o centro activo, permitindo dessa
forma a tdo desejada selectividade dos MMPi. O subsite S1° revelou ser o mais
relevante pois é aquele que difere mais entre MMPs, sendo por isso chamado de pocket
especifico. O inibidor 544678-85-5, presente na figura 17 com a letra E, € um exemplo
de um inibidor que utiliza a inibicéo através do subsite S1° (Cuniasse et al., 2005; Devel
et al., 2010; Fisher & Mobashery, 2006; Gupta & Patil, 2012; Jacobsen et al., 2010;
Lukacova et al., 2004; Murphy & Nagase, 2008; Pirard, 2007; Tallant et al., 2010).

O unico MMPi aprovado é a doxiciclina, utilizada na periodontite. No entanto, apesar
dos grandes esforcos levados a cabo na tentativa de sintetizar um MMPi com grande
capacidade inibitoria e grande selectividade para MMPs especificas, que possa também
ser utilizado como terapéutica nas doengas mais graves em que as MMPs participam,
podemos constatar que esse inibidor ainda ndo foi aprovado (Fisher & Mobashery,
2006).
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