ATUALIDADES EM QUIMICA

O Prémio Nobel de Quimica de 2004 foi outorgado a trés pesquisadores que desvendaram como ocorre o
processo de degradacéo celular de proteinas mediado por ubiquitina. Este artigo relata como os estudos
desse processo avangaram, desde as descobertas iniciais no final da década de 70 até os dias de hoje.

—

as Ultimas décadas, é notavel,

mas nao surpreendente, a

freqUente premiagao com o
Nobel de Quimica ou de Medicina de
descobertas de estruturas e proces-
sos moleculares de crucial impacto
na Biologia e salde humana. Afinal,
as demandas sociais por informagao
nas areas da saude, meio ambiente,
tecnologia “verde”, computacgao e se-
guranga continuam a
crescer vertiginosa-
mente e a Quimica se
enraiza rapidamente
nas bases de varias
areas do conhecimen-
to. Ela passa a cons-
tituir-se cada vez mais

“Decisoes” celulares
precisas, tais como parada
de crescimento e morte
celular (apoptose), além da
resposta imunoldégica e
antiinflamatéria, sao
reguladas pelo processo
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lenses, sendo esta a primeira vez que
um Prémio Nobel em uma area de
ciéncias é outorgado a pesquisa-
dores de Israel.

Neste artigo procuramos recupe-
rar os passos percorridos por Ciecha-
nover, Hershko e Rose que culmina-
ram com o prémio da Academia Real
Sueca de Ciéncias. Primeiramente,
salientamos que nada mais justo do
que esse reconhe-
cimento, uma vez
que esses pesqui-
sadores contribui-
ram para a desco-
berta e elucidacao
de um processo
envolvido numa

em linguagem privile- de degradacao de ampla rede de re-
giada para discussao proteinas mediado por gulacédo bioqui-
e compreensao dos ubiquitina mica das células.

fendbmenos da vida. O

Prémio Nobel de Quimica de 2004 foi
conferido a trés pesquisadores (Aaron
Ciechanover, Avram Hershko e Irwin
Rose) que conjuntamente desvenda-
ram o processo de degradacao de
proteinas sinalizado por cadeias de
poliubiquitina. Dois deles sao israe-

Essa descoberta
revelou uma dinamica intracelular de
regulacéo fina, inimaginavel até
entao, que inclui desde o controle de
qualidade das sinteses protéicas até
a regulacao do ciclo e da resposta
celular a diversos estimulos fisiolo-
gicos e patoldgicos. As proteinas tém
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vida média bastante variavel, de 30
segundos até muitos dias. As protei-
nas degradadas pelo processo sina-
lizado pela proteina ubiquitina tém
vida média compreendida entre se-
gundos e algumas horas. Entre essas
proteinas estéo incluidas aquelas que
possuem defeitos consequientes de
erros de sintese e, muito importante,
aquelas que participam da sinaliza-
cao e regulacao celular e que devem,
num dado momento, ser imediata-
mente degradadas para que a célula
se divida, interrompa seu cresci-
mento, “morra” ou simplesmente ex-
ecute adequadamente suas funcoes.
Portanto, “decisdes” celulares preci-
sas, tais como parada de crescimento
e morte celular (apoptose), sao regu-
ladas por esse processo, além dares-
posta imunolégica e antiinflamatéria.
Naturalmente, espera-se que um pro-
cesso tao abrangente como o desco-
berto por esses pesquisadores tenha
reflexos em inUmeras doengas huma-
nas e aponte possibilidades para
minimizar os seus efeitos ou mesmo
reverté-las.

Degradacao protéica
A primeira referéncia a degrada-

¢ao intracelular de proteinas foi feita
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Proteélise

Protedlise é a reacao de hidro-
lise das ligagoes peptidicas forma-
das entre os aminoacidos de uma
proteina. Dependendo da protea-
se, os produtos de hidrélise pro-
téica catalisada por proteases po-
dem ser tanto pequenos peptideos
quanto aminoacidos isolados.
Uma técnica bastante utilizada
para a medida de protedlise € a
marcacao isotopica de proteinas.
Consiste na utilizagao, dentre uma
série de compostos radioativos, do
isotopo radiativo '%°l, quando a pro-
teina é marcada in vitro, ou de mis-
tura dos aminoacidos cisteina/
metionina marcados com outro
isotopo radiativo, 0 %S, quando a
marcacao é feita em proteinas
intracelulares. Essa mistura é adi-
cionada ao meio de cultura celular
e as células utilizam esses aminoa-
cidos marcados para a sintese pro-
téica; portanto, as proteinas intra-
celulares ficam rotuladas com
radioisotopos. As proteinas podem
ser precipitadas com alguns &ci-
dos fortes, como, por exemplo, o
acido tricloroacético ou perclérico.
No entanto, nem todos os produtos
de hidrélise sdo precipitados por
esses acidos, somente peptideos
com cadeia acima de 12 aminoé&ci-
dos. A avaliagcao do grau de pro-
tedlise se faz tomando-se o con-
telido protéico, tanto de proteinas
marcadas com '?°| quanto com *S;
precipitando-se as proteinas com
acido tricloroacético e, apods centri-
fugagao para separar o precipitado
protéico da fracdo sollvel, faz-se
a contagem radioativa na fragao
sollivel, uma vez que os produtos
de hidrdlise protéica (pequenos
peptideos ou aminoacidos) nao
sao precipitados com acido triclo-
roacético e, portanto, sdo recupe-
rados na fracao soluvel. Essa téc-
nica permite a avaliacao do grau
de protedlise em lisado celular, em
células intactas ou mesmo in vitro,
incubando-se proteinas marcadas
com proteases purificadas.
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Ubiquitina

A ubiquitina € uma proteina de ape-
nas 76 aminoacidos. Foi isolada pela
primeira vez de timo bovino, em 1972.
Em seguida, constatou-se que essa
protelna era encontrada em todos os
tecidos e organismos eucariéticos, po-
rém nada era conhecido sobre sua
funcéo intracelular. Na mesma época,
foi descrita sua ligagao covalente a
outra proteina, uma histona (proteina
nuclear), desconhecendo-se, no en-
tanto, a raz&o disto. Sua funcéo intra-
celular foi quase que totalmente eluci-
dada no final da mesma década por
Ciechanover, Hershko e Rose.

Figura 1: Estrutura tridimensional da ubiquitina. As setas mostradas indicam estru-
turas secundérias do dobramento protéico denominadas de folha B e a espiral no
centro da estrutura refere-se a outro tipo de dobramento denominado de o hélice.

por Schoenheimer em 1942, que,
através de marcacao radioisotopica,
demonstrou que proteinas s&o cons-
tantemente sintetizadas e desmon-
tadas. A partir de entéo, varias pro-
teases envolvidas na degradacao
protéica nao-dependente de energia
foram descritas. Uma das primeiras
a ser amplamente estudada foi a
tripsina, na luz intestinal, responsavel
pela catélise da hidrolise de proteinas
ingeridas na dieta alimentar (proted-
lise extracelular).

O processo intracelular de degra-
dacéo protéica dependente de ener-
gia, captada na forma de ATP foi des-
crito pela primeira vez por Sympson
em 1953 e retomado por Hershko em
1971. Este pesquisador, durante um
estagio de pos-doutoramento no
laboratério de Gordon Tomkins, na
Universidade da Califérnia, em Sao
Francisco, publicou um trabalho reali-
zado com cultura de células hepati-
cas, mostrando que a degradacao
intracelular da enzima tirosina amino-
transferase era um processo depen-
dente de ATP Na época, o fato de que
a degradacéo de proteinas pudesse
consumir energia era paradoxal, uma
vez que a protedlise € umareacao de
hidrolise e, portanto, um processo
exotérmico. Hershko, no entanto, in-
sistiu nessa investigacao exatamente
pela aparente contradicao. Suas con-
clusdes nesse trabalho, que foi consi-
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derado um marco para investigagoes
posteriores, convergiam para a possi-
bilidade da existéncia de um pro-
cesso proteolitico mais complexo do
que aqueles conhecidos até entao.
Concluiu afirmando que: “Esta
dependéncia por ATP para a degra-
dacéo protéica intracelular parece ser
incompativel com um mecanismo
proteolitico simples e sugere que o
processo seja de multiplas etapas...
Pode ser que o ATP esteja diretamen-
te envolvido na modificacéo da protei-
na antes de sua degradacao ou na
formagao de um metabdlito interme-
diario”.

Um importante avango nos estu-
dos da proteolise ATP-dependente foi
o0 modelo experimental publicado por
Etlinger e Goldberg, em 1977, utili-
zando lisado de reticuldcitos de coe-
lho. Lisado é o material citoplasmatico
obtido experimentalmente pelo rompi-
mento mecanico de células e poste-
rior centrifugacao para se obter a
fracéo soluvel do citoplasma celular.
Esse sistema levantou a possibilidade
de se poder distinguir a atividade
proteolitica lisossomal da nao-lisos-
somal. O lisossoma é o comparti-
mento intracelular responsavel pela
degradacéo de inlimeras macromolé-
culas, incluindo proteinas extracelu-
lares, que sé&o trazidas para o interior
das células pelo processo de endo-
citose, além de proteinas de membra-
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Figura 2: SeqUiéncia de eventos desde a marcagéo da proteina-alvo com ubiquitina (Ub)
até sua degradacgéo pelo proteassoma. (1) A Ub liga-se covalentemente a enzima E1
denominada de ativadora de Ub. Essa etapa é dependente de ATP. (2) A Ub é transferida
para a enzima E2, conjugadora de Ub, que, uma vez complexada a Ub, interage com a
enzima E3, denominada de ligase. E nessa etapa (3) que a Ub é transferida para o subs-
trato ou proteina-alvo. As proteinas-alvo sdo “selecionadas” (reconhecidas) pela enzima
E3 por possuirem “sinais” em sua estrutura. (4) A etapa anterior é repetida até a formagao
de uma cadeia de poliubiquitina na proteina-alvo (5). A cadeia assim formada sera reco-
nhecida por proteinas integrantes da unidade regulatéria do proteassoma. (6) A proteina-
alvo sera desdobrada por proteinas especializadas das unidades regulatérias (essa etapa
também é ATP-dependente) e dirigida para a camera catalitica (proteassoma 20S) para
hidrdlise. Os fragmentos de degradacéo séo liberados no lado oposto do proteassoma.

nas e proteinas intracelulares de vida
média longa. Um exemplo de proteina
com vida longa é a hemoglobina:
aproximadamente 110 dias. No mo-
delo de estudo proteolitico com lisado
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de eritrocitos foi possivel a diferen-
ciagao entre atividade proteolitica
nao-lisossomal e lisossomal, uma vez
que as enzimas lisossomais tém ativi-
dade proteolitica em pH acido, sendo
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Degradacao protéica sinalizada
por ubiquitina

Este processo consiste na “mar-
cagao” de proteinas intracelulares
para a degradagao por interme-
dio de adi¢Oes sucessivas de ubi-
quitina a proteina-alvo, criando-se
dessa maneira uma cadeia de
poliubiquitina na proteina que
sofrera degradacéo. Envolve a
participagao de trés classes de
enzimas ubiquitinadoras denomi-
nadas de E1, E2 e E3. A cadeia
de poliubiquitina e, portanto, a
proteina alvo, sera reconhecida
por unidades regulatérias do pro-
teassoma, que € a protease intra-
celular responsavel pela degrada-
cao de proteinas rotuladas com
cadeias de poliubiquitina. Uma
vez havendo o reconhecimento
da cadeia de poliubiquitina por
essas unidades do proteassoma,
a proteina alvo sera desdobrada,
para ser hidrolisada gerando ca-
deias polipeptidicas de 3-21 ami-
noacidos. Esses pequenos pepti-
deos séo liberados da céamera
proteolitica e hidrolisados por
uma série de peptidases intrace-
lulares, resultando unidades de
aminoacidos que podem entéo
ser reutilizados pela célula para a
sintese protéica. A cadeia de
poliubiquitina € liberada da protei-
na e as unidades de ubiquitina
séo recuperadas também por
processo enzimatico. Enzimas
denominadas desubiquitinadoras
estao envolvidas nesse processo.

que a atividade ATP-dependente,
entdo descrita, possuia atividade oti-
ma em pH ligeiramente alcalino,
nominalmente 7,8.

Foi a partir de entao, entre o final
da década de 70 e inicio da de 80,
que Ciechanover, Hershko e Rose de-
senvolveram uma série de estudos
que culminaram com a elucidagao do
mecanismo de protedlise dependente
de ATP e da ubiquitina. Os encontros
que mantiveram e o trabalho realizado
em conjunto foram possiveis gragas
auma série de estagios sabaticos de
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O proteassoma

O proteasoma foi descrito em meados da década de 80 por varios grupos
de pesquisa que investigavam diferentes temas bioquimicos. Esse complexo
protéico (constituido por varias cadeias peptidicas) recebeu diferentes
denominacdes antes de ser definitivamente chamado de proteassoma
(proteasome no inglés: protea de protease e some de soma, particula), devido
a sua alta massa molecular. O proteassoma tem massa molecular de 2500
ku. Possui uma unidade central catalitica denominada de 20S, flanqueada
nas duas extremidades por unidades regulatérias que reconhecem a cadeia
de poliubiquitina na proteina-alvo, desdobram a proteina para hidrélise e
direcionam a proteina para a camera catalitica, denominada de proteassoma
20S. Acredita-se que 80% das proteinas de origem intracelular sejam
degradadas pelo proteassoma. As proteinas alvo de degradagéao pelo
proteassoma sao aquelas de vida média ultra-curta e curta: de alguns
segundos até algumas horas, desde a sintese até hidrélise.
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Figura 3: Micrografia eletrénica do proteassoma. Ao centro, a unidade catalitica 20S.
Essa unidade é formada por subunidades denominadas de a. e B. Cada uma delas
possui sete cadeias peptidicas, diferentes entre si, formando heptameros que se
repetem dos dois lados. A atividade hidrolitica esta nas cadeias B. A estrutura do
proteassoma é simétrica: o substrato pode se ligar a qualquer uma das duas
extremidades das unidades regulatorias.

Ciechanover e Hershko no laboratorio

de Rose, na Pensilvania (EUA).

A descoberta

Partindo do principio de que o
fendmeno que estavam observando
dependia de uma proteina (protease)
que efetuava a hidrélise do substrato-
alvo na presenca de ATP e que essa
protease era parte integrante do con-
telido protéico do lisado de reticulo-
citos, esses pesquisadores aplicaram
o lisado a uma coluna cromatografica
de Sepharose® DEAE com o objetivo
de separar (isolar) essa protease des-
conhecida. Duas das fracdes obtidas
nesse processo, quando eram mistu-
radas, reconstituiam a protedlise ATP-
dependente. No entanto, quando
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testadas separadamente nao apre-
sentavam atividade. Continuando a
purificacdo das proteinas contidas em
cada uma dessas
fracOes, eles isola-
ram uma proteina
termoestavel de
massa molecular
9000 u. Essa protei-
na foi identificada
COMO um compo-
nente ativo para que
ocorresse protedlise
ATP-dependente.
Quando essa protei-
na era adicionada a
outra fracéo ocorria protedlise, porém
nunca na sua auséncia. Denomina-
ram essa proteina de APF-1 (Active
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No final da década de 70,
Ciechanover, Hershko e
Rose identificaram uma
proteina de alta massa

molecular, essencial para o

processo de degradacao

protéica. Ela sé foi
identificada como o
proteassoma dez anos mais
tarde, por outros
pesquisadores

Principle of Fraction 1). Ela foi identi-
ficada em 1980 como sendo a ubiqui-
tina que ja havia sido descrita anterior-
mente, porém desconhecia-se sua
atividade. Rapidamente, verificou-se
que a molécula dessa proteina tinha
76 residuos de aminoacidos e era
altamente conservada nas células
eucaridticas, sendo essencialmente
idéntica em organismos tao distintos
como uma levedura ou uma vaca.

Continuando o fracionamento por
técnica cromatogréfica, conseguiram
identificar uma fracao que continha as
enzimas tidlicas E1 e E2 e a enzima
E3 e, numa outra fracéo, identificaram
uma proteina de alta massa molecu-
lar, também essencial para a atividade
que haviam descrito. Muito provavel-
mente essa proteina era a protease
que buscavam. No entanto, foi so-
mente 10 anos mais tarde que ela foi
identificada por outros investigadores
como sendo o proteassoma, na ver-
dade um complexo protéico de alta
massa molecular capaz de reconhe-
cer e catalisar a hidrélise de proteinas
marcadas com cauda de ubiquitina.
Os experimentos descritos acima e as
conclusdes a que chegaram estao
descritos em publicacoes de 1978 e
1979 (Ciechanover et al., 1978;
Hershko et al., 1979).

Ciechanover, Hershko e Rose
continuaram buscando os elementos
do processo de protedlise ATP-de-
pendente, desviando-se daf em
diante da protease e concentrando-
se nos demais componentes do pro-
Cesso.

Uma vez tendo purificado a ubiqui-
tina (Ub), chamada de APF-1 até
aguele momento,
eles amarcaram com
iodo radioativo ('*l) e
demonstraram ine-
quivocamente que
inUmeras proteinas
no lisado de reticul6-
citos estavam ligadas
covalentemente a
Ub. Logo em segui-
da, numa outra série
de experimentos,
fizeram marcacao de
trés proteinas diferentes com %I ao
invés de marcar a Ub. Utilizando
essas proteinas como substratos da
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O método cromatografico

Cromatografia € uma técnica de separacao e quantificagdo de substancias
em mistura. Durante o processo, 0s componentes da mistura interagem com
duas fases - estacionaria e moével - e séo distribuidos entre elas. A fase
estacionaria pode ser um polimero ou resina com capacidade de reter
compostos orgéanicos os mais variados possiveis, com uma forca que
depende da natureza quimica da resina e do composto com que interage. A
fase movel (também chamada de eluente), comumente uma solucéo aquosa
ou em mistura com solventes organicos, serve de carreador dos componentes
da mistura. A mistura é aplicada na fase mével que passa continuamente
pela fase estacionaria. Quanto maior a afinidade de uma substancia pelo
material da resina, determinada pelas propriedades de polaridade, carga
elétrica, tamanho e/ou complementaridade estrutural da substancia usada
como a fase fixa, maior seré o seu tempo de retencdo nesse material: na
ilustracéo, o componente representado em vermelho. Assim sendo, a medida
que a fase movel passa pela resina, arrastando consigo o material adsorvido,
ocorre o fracionamento, ou seja, a separagao dos componentes da mistura,
0s quais sao coletados separadamente. O tempo de retencao pode ser
alterado mudando-se as caracteristicas da fase moével (polaridade, por
exemplo).

Fase
estacionaria — o —
\ S ; ::
O O O & @
Resina

= Componentes da mistura

Essatécnica permite a separacéo e purificagéo, por exemplo, de proteinas
de uma mistura tao complexa quanto o citoplasma celular. No protocolo
descrito pelos pesquisadores, foi utilizada cromatografia liquida de coluna.
A Sepharose® DEAE referida no texto € a fase estacionaria e a fase movel
utilizada foi um gradiente de solugao aquosa tamponada de NaCl, em con-
centragbes crescentes, 0 que altera gradativamente a polaridade da fase
movel. Numa outra etapa dos trabalhos, os autores descreveram uma cro-
matografia de afinidade, em que a fase fixa foi Sepharose® derivatizada com
Ub, o que permitiu que a enzima E1 se ligasse especifica e fortemente a fase
estacionaria.

protedlise, eles demonstraram que
multiplas unidades de Ub podiam
conjugar-se com a protefna-alvo. Es-
sa sequéncia de trabalhos (Ciecha-
nover et al., 1980; Hershko et al.,
1980) incluiu ainda uma série de
detalhes sobre como ¢ a ligagao de
Ub as proteinas-alvo e, também, ante-
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cipou a existéncia de uma enzima que
remove da proteina-alvo a cauda de
poliubiquitina.

Entre 1981 e 1983, tendo ja sido
criada a hipotese sobre o sistema de
marcagao com Ub da protedlise ATP-
dependente, eles se dedicaram a elu-
cidacao completa do processo. Os
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trabalhos dessa época culminaram
com a purificagao e caracterizagao
das trés enzimas ubiquitinadoras (E1-
E3) e elucidaram o mecanismo com-
pleto de marcacao por Ub.

Os trabalhos desse periodo sao
ainda textos-referéncia para a descri-
¢ao do sistema. Eles utilizaram proto-
colos experimentais bastante elegan-
tes aquela época. Purificaram a enzi-
ma E1 por cromatografia de afinidade
ligando a Ub covalentemente a uma
coluna de Sepharose®. O lisado de
reticulécitos era aplicado a coluna,
sendo que a enzima E1 ficava retida
na coluna por ligagao a Ub; dessa
maneira conseguiram purificar e de-
monstrar o tipo de ligacao covalente
entre Ub e E1. Utilizando-se de meto-
dologia semelhante conseguiram
purificar as duas outras enzimas: E2
e E3. Neste caso, usaram como estra-
tégia eluicdes diferenciadas - lem-
brando que a eluicao consiste na
etapa cromatografica que usa um sol-
vente ou solugao para retirar o mate-
rial retido na coluna. Dessa maneira
isolaram as trés enzimas e demons-
traram que E2 liga-se a E1 na coluna
diferentemente de E3, que era eluida
da colunaisoladamente. Todos esses
passos estao descritos em publica-
¢Oes feitas por eles em 1981 e 1983
(Ciechanover et al., 1981; Hershko et
al., 1983).

Implicacoes fisiologicas e patologicas

O processo de degradacao de
proteinas sinalizado por ubiquitina
participa de inUmeros processos in-
tracelulares muito importantes para a
manutencao da homeostase ou da
defesa celular. Alguns exemplos sao
enumerados a segulir.

Sistema imunoldgico

Alguns dos peptideos gerados
dentro da célula pelo sistema Ub-pro-
teassoma sao utilizados pela célula
como antigenos de superficie celular
e séo reconhecidos pelos linfocitos T.
Se esses peptideos nao forem pro-
dutos de uma proteina humana, os
linfécitos T reconhecem o peptideo na
superficie celular como um antigeno,
um componente estranho, e
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desencadeiam o processo que levara
adestruicao daquela célula. Esse me-
canismo € muito importante em casos
de infecgéo viral. Uma célula infec-
tada com um virus tera como produ-
tos de hidrdlise peptideos originarios
de proteinas virais que seréo reconhe-
cidos pelos linfécitos T como estra-
nhos ao organismo e, portanto, a
célula sera destruida, evitando a con-
tinuidade da replicagao viral.

Resposta inflamatoria

As células possuem proteinas de-
nominadas fatores de transcrigcao.
Essas proteinas se ligam ao DNA e
induzem a transcricao de determi-
nados genes. Um desses fatores de
transcrigao, denominado NFkB, loca-
liza-se no citoplasma associado a
uma proteina que inibe sua atividade
junto ao DNA. Quando a célula é
infectada por uma bactéria, esse inibi-
dor sofre uma alteracéo estrutural, é
ubiquitinado e degradado pelo pro-
teassoma. Dessa maneira a proteina
NFkB fica livre e desloca-se para o
nlcleo, desencadeando atranscricdo
de inUmeros genes relacionados a
resposta inflamatoria que se constitui
em um processo vital de defesa.

Terapéutica anti-tumoral

Inibidores do proteassoma ou da
ubiquitinacéo protéica estao prestes
a serem introduzidos na terapéutica
anti-tumoral. Essa estratégia se ba-
seia no fato de que a inibi¢ao irrever-
sfvel do sistema Ub-proteassoma leva
a célula a morte celular programada
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Abstract: Nobel Prize in Chemistry 2004: ATP-Dependent Proteolysis of Ubiquitin-Marked Proteins - The Nobel Prize in Chemistry 2004 was awarded to three scientists that unveiled how the process
of ubiquitin-mediated cellular degradation of proteins occurs. This article reports how the studies of this process advanced, from the initial discoveries in the end of the seventies up to nowadays.
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