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Resumo

Introdugdo: A glicoproteina laminina é normalmente encontrada em formas poliméricas que constituem o principal elemento formador
das membranas basais. Apresenta diversos dominios de reconhecimento celular, sendo capaz de induzir varias respostas bioldgicas.
Em situagBes patoldgicas, como crescimento tumoral ou inflamagdo, a matriz extracelular torna-se exposta a agdo de proteases que,
entre outros efeitos, podem degradar elementos da matriz. Objetivo: Neste estudo, serdo discutidos os referenciais tedricos que
norteiam a construgdo da hipdtese de que a protedlise de polimeros de laminina, no contexto da inflamagdo ou crescimento tumoral,
pode apresentar fungdo reguladora associada a manutengdo da satde tecidual. Metodologia: Trata-se de uma revisdo da literatura,
realizada a partir da selecdo e analise de artigos originais e de revisdo, publicados nos Ultimos dez anos, na base de dados Biblio.
Figuras Literatura Internacional em Ciéncias da Saude (PubMed). Resultado: A aplicagdo do descritor “Protedlise e membrana basal”
possibilitou a selegdo de 87 artigos. Entre estes, apenas 12 referiam a protedlise de elementos da membrana basal com descri¢do de
atividade bioldgica associada eles. A pesquisa, utilizando como descritor “Proteolysis and laminin”, permitiu a sele¢do de 70 artigos,
dos quais apenas 9 estavam associados a questdo de interesse. Entre os 9, 4 foram coincidentes com o resultado da primeira busca.
Assim, um total de 17 artigos foi selecionado, sendo apenas 11 encontrados e utilizados para a construgdo do embasamento tedrico
da hipdtese levantada. Conclusdo: O presente artigo apresenta o racional e o embasamento tedrico da construgdo da hipdtese de
que a protedlise de polimeros de laminina, no contexto da inflamagdo ou crescimento tumoral, pode apresentar fungdo reguladora
associada a manutencgdo da saude tecidual. Consequentemente, o artigo constitui-se em ponto de partida para o desenvolvimento
de novas pesquisas sobre o tema. O aprofundamento do conhecimento pode ser relevante no campo da biologia celular e do
desenvolvimento, como também no campo da bioengenharia, considerando a possibilidade do uso.
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Abstract

Introduction: The laminin is a glycoprotein usually found in polymeric forms that constitutes the main element of basement membranes.
This protein presents various cell recognition domains able to induce a variety of biological responses. In pathological conditions such
as tumor growth, or inflammation, extracellular matrix becomes exposed to the action of proteases which, among other effects can
degrade matrix elements. Objective: This review will discuss the theoretical frameworks that guide the construction of the hypothesis
that proteolysis of laminin polymers, in the context of inflammation or in tumor growth, may have regulatory function associated with
the maintenance of tissue health. Methodology: This is a literature review conducted by the selection and analysis of original and
review articles published in the last ten years in the bibliographic database — International Literature on Health Sciences (PubMed).
Result: The search using “Proteolysis and basement membrane” as a descriptor allowed the selection of 87 articles. Among these
only 12 characterized the proteolysis of the basement membrane with description of biological activity associated to fragments.
The search using “Proteolysis and laminin” as a descriptor allowed the selection of 70 articles, of which only 9 associated with the
matter investigated, but 4 overlap with the result of the first search. Thus, a total of 17 articles were selected, among which only 11
were found and used to build the foundation of the hypothesis. Conclusion: This paper presents the rationale and theoretical basis
for the construction of the hypothesis that the proteolysis of laminin polymers in the context of inflammation or tumor growth may
have regulatory function associated with the maintenance of tissue health. Consequently, the article is a point of departure for the
development of new research on the topic. The deepening of knowledge can be relevant in the field of cell and developmental biology
as well as in the field of bioengineering, considering the biotechnological use of bioactive fragments in tissue recovery.
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INTRODUGAO

As membranas basais constituem uma especializa-
¢do da matriz extracelular (MEC), com forma semelhante
a uma folha, e sdo compostas principalmente pelas pro-
teinas: laminina (LMN), colageno do tipo IV, fibronectina
e nidogen, e pelo proteoglicano perlecan (TANZER, 2006).
Virtualmente, todos os érgdos e tecidos, no animal adul-
to, tém uma arquitetura organizada, contendo células
aderentes a uma membrana basal (MB) subjacente. As
membranas basais (MB) encontram-se, portanto, na
interface entre as células parenquimatosas e os tecidos
de sustentacdo. Mais especificamente, sdo encontradas
abaixo da superficie basal de todos os epitélios, em torno
dos adipdcitos, das células musculares, nos glomérulos
renais e em torno dos vasos sanguineos (HOHENESTER;
YURCHENCO, 2013). Na vasculatura do sistema nervoso
central (SNC), é elemento importante na formagdo da
barreira hematoencefalica (ROBERTS; KAHLE; BIX, 2012).

Estudos mostram que moléculas de colageno tipo
IV e LMN sdo capazes de formar estruturas poliméricas
qgue criam uma rede de bloqueio resistente e insoluvel.
Dessa forma, as MB funcionam, a priori, como uma barrei-
ra mecanica para os solutos grandes, impenetravel para a
maioria das células em tecidos adultos. Entretanto, apre-
sentam fungGes moleculares que contribuem substancial-
mente para a organizacao, a estabilidade e a diferenciacdo
celular, sendo imprescindivel para a homeostase tecidual
(YURCHENCO; PATTON, 2009). AlteragGes na arquitetura
molecular, e consequentemente na permeabilidade, sdo
detectadas em processos inflamatdrios, quando, por
exemplo, leucécitos sdo recrutados a partir do capilar
para a defesa do corpo. Além disso, células tumorais
metastaticas entram na circulagdo por violar amembrana
basal no local do cancer primario e rompé-la novamente
ao entrar no parénquima de um tecido distante (ROBERTS;
KAHLE; BIX, 2012).

As alteracGes moleculares nas MB, que influenciam
principalmente na sua permeabilidade, sdo fundamental-
mente decorrentes de alteragdes na expressdo dos seus
constituintes moleculares e de processos de protedlise
que geram fragmentos de coldgeno, perlecan e LMN. Em
especial no SNC, sob condigGes patoldgicas, a expressao
e a protedlise de componentes MEC sdo alteradas devi-
do a um aumento da atividade das proteases, incluindo
as metaloproteinases de matriz (MMP), catepsinas e
outras (FUKUDA et al., 2004). A protedlise gera, além de
degradacdo da MB vascular, perturbacdes e disfungdo
da barreira hematoencefdlica (BHE). Diversas doengas
neuroldgicas, tais como esclerose multipla, doenga de
Alzheimer, acidente vascular cerebral, além de processos
inflamatorios e tumorais, tém sido associadas a alte-
ragdes e ou disfungdo da BHE (D’AVERSA, 2013; YANG;
ROSENBERG, 2011; ZLOKOVIC, 2008). Entretanto, embora
a protedlise de constituintes da MB possa produzir alte-
ragdes na arquitetura desses constituintes com perda no
controle do fluxo molecular e celular, evidéncias sugerem
que a geragdo de fragmentos proteicos possa apresentar
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influéncias positivas sobre os outros aspectos da saude
tecidual (ROBERTS; KAHLE; BIX, 2012).

Dessa forma, considerando que: 1) a LMN é o
principal componente protico das MB; 2) ela apresenta
multiplos dominios com diversas atividades bioldgicas, ja
bem caracterizadas (SUZUKI; YOKOYAMA; NOMIZU, 2005);
3) apresenta a capacidade de formar estruturas poliméri-
cas in vitro e in vivo (COLOGNATO; YURCHENCO, 2000); 4)
a arquitetura dos polimeros pode ser modificada in vitro,
por manipulagdo no meio de polimerizagao, e in vivo, por
variaces nas condicGes fisioldgicas e ou patoldgicas do
meio (FREIRE; COELHO-SAMPAIO, 2000; YURCHENCO et
al., 1985; ZHOU, 1990); e 5) em situacOes patoldgicas,
como inflamagdo e crescimento tumoral, os polimeros
tornam-se expostos a agdo de proteases (FUKUDA et al.,
2004). E possivel que os produtos gerados pela degra-
dacdo catalitica possam variar em fungdo da modulacdo
da catalise, pela organizagdo espacial diferencial dos po-
limeros. Portanto, o objetivo desta revisdo é associar os
conceitos que levam a construgdo da hipdtese de que a
forma polimérica pode influenciar na protedlise de LMN
e, consequentemente, de que a protedlise diferencial
dos polimeros de LMN, no contexto da inflamagdo ou
crescimento tumoral, pode apresentar fungdo reguladora,
associada a manutencgdo da saude tecidual.

METODOLOGIA

As buscas foram realizadas na base de dados bi-
blioFiguras Literatura Internacional em Ciéncias da Saude
(PubMed). Selecionaram-se artigos originais e de revisao,
publicados entre 2004 e 2014, a partir dos descritores:
Proteolysis and basement membrane (descritor 1), La-
minin proteolysis (descritor 2), Laminin fragmentation
(descritor 3) e Laminin and proteolysis (descritor 4). Os
artigos inicialmente selecionados com os descritores 1
e 4 foram submetidos a uma avaliagdo pela leitura dos
respectivos resumos. Subsequentemente, os artigos es-
pecificamente relacionados a protedlise de elementos das
MB, com descricdo de atividade bioldgica a eles associada,
foram submetidos a uma analise mais detalhada, sendo
utilizados na construgdo do embasamento da hipdtese
levantada.

RESULTADOS

A busca pelo descritor 1 permitiu a selegdo de
87 artigos. A leitura dos respectivos resumos resultou
na classificagdo em sete categorias: 12) Estudos sobre
aspectos gerais associados a eventos de invasdao da MB
por células tumorais; 22) Estudos sobre a expressao e
regulagdo da atividade de metaloproteases; 32) Estudos
que descrevem mecanismos associados a participagdo de
receptores em processos de invasdo tecidual; 42) Estudos
sobre aspectos estruturais de elementos da MB, tendo a
protedlise como ferramenta de analise; 52) Estudos que
descrevem alteragGes na expressdao de componentes da
MB associadas a patologias; 62) Estudos sobre protedlise
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de outras membranas ou de elementos ndo constituintes,
mas fixados a MB; 72) Estudos que referem atividade bio-
légica associada a produtos da protedlise de elementos
da MB (Figura 1). Assim sendo, a sétima categoria é a que
reune os 12 artigos diretamente associados a questao de
interesse. No entanto, entre os 12, apenas 4 descrevem
especificamente protedlise de LMN.
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Figura 1 — Classificagdo em categorias dos artigos selecionados

Legenda: Categorias utilizadas na classificagdo dos artigos obtidos se-
gundo o descritor “Proteolysis and basement membrane”: 19) Estudos
sobre aspectos gerais associados a eventos de invasdo da MB por células
tumorais; 29) Estudos sobre a expressdo e regulagdo da atividade de
metaloproteases; 39) Estudos que descrevem mecanismos associados a
participagdo de receptores em processos de invasdo tecidual; 49) Estudos
sobre aspectos estruturais de elementos da MB, tendo a protedlise como
ferramenta de andlise; 59) Estudos que descrevem alteragbes na expres-
sdo de componentes da MB associadas a patologias; 6¢) Estudos sobre
protedlise de outras membranas ou de elementos ndo constituintes, mas
fixados a MB; 79) Estudos que referem atividade bioldgica associada a
produtos da protedlise de elementos da MB.

Fonte: Elaboragdo dos autores.

Na tentativa de ampliar a literatura selecionada,
foram realizadas buscas com os: Laminin proteolysis (se-
guintes descritores descritor 2) e Laminin fragmentation
(descritor 3). Asbuscas ndo resultaram em sele¢do de
artigos. Uma tentativa mais ampliada com o descritor
Proteolysis and laminin (descritor 4) gerou a selegdo de
70 artigos, entre os quais apenas 9 foram relacionados a
LMN, com referéncia a atividade bioldgica de produtos
de sua protedlise. Entre os 9, 4 foram coincidentes com
a selecdo previamente realizada, utilizando o descritor 1
(Figura 2A). Portanto, um total de 17 artigos de interesse
foram selecionados, sendo 8 relacionados a protedlise
de outros elementos da MB (Figura 2B) e 9 relacionados

especificamente a LMN (Figura 2C). Entre os 17 selecio-
nados, apenas 11 foram encontrados e utilizados para
a construgao do embasamento da hipdtese levantada.

A

Descritor 1 Descritor 4 |

0 |4 <)

10

s B Outros C LMN
wy
ol g lementos
f":O 7 da MB N
p -
© s
Q
=] =
o a
| -
g 3
-3 2
= 1

0 . L

Sel En Sel En

Figura 2 — Relagdo entre artigos selecionados e encontrados

Legenda: Em (A) Total dos artigos selecionados e coincidentes, espe-
cificamente sobre protedlise de LMN, obtidos com as buscas reali-
zadas com o descritor 1- “Proteolysis and basement membrane” e o
descritor 4 — “Proteolysis and Laminin”. Em (B) Relagdo entre artigos
selecionados e encontrados obtidos a partir da busca com o descritor
1, excetuando os que versam diretamente sobre a protedlise de LMN.
Em (C) Relagdo entre artigos selecionados e encontrados obtidos a
partir da busca com os descritores 1 e 4 que versam diretamente sobre
a protedlise de LMN.

Fonte: Elaboragdo dos autores.

DISCUSSAO

ALMN, principal componente proteico das MB, na
realidade, engloba uma grande familia de heterotrimeros,
compostos pela associagdo de trés cadeias polipeptidicas
a, B ey. (BURGESON; CHIQUET; DEUTZMANN, 1994) As
trés cadeias polipeptidicas se associam, formando um
brago longo que compreende a porgao C-terminal das
diferentes cadeias e por 3 bragos curtos independentes,
compreendendo a porgao N-terminal de cada cadeia
(Figura 3).

Rev. Ciénc. Méd. Biol., Salvador, v. 13, n. 3 — especial, p. 370-376, set./dez. 2014



Protedlise como regulador da atividade bioldgica de polimeros de laminina: um evento molecular
a ser considerado na inflamagdo e na tumorogénese

al

Bl @-@~@® yI

Figura 3 — llustragdo da Estrutura da LMN-1

Legenda: llustragdo mostra os dominios globulares do brago
Longo (LG1-LG5) e os dominios globulares dos bragos curtos (LNs)

Fonte: Extraida de Colognato e Yurchenco (2000)

Até o momento, foram identificados 5 subtipos de
cadeias a, 3 de cadeias B e 3 de cadeias y. A associacdo
entre elas é responsavel por formar as 10 diferentes iso-
formas de LMN (AUMAILLEY et al., 2000; DURBEEJ, 2010).
As LMN sdo proteinas multidominios, com varios sitios de
ligacdo a diversos receptores celulares sendo, portanto,
capazes de induzir variadas respostas em diferentes tipos
celulares (SUZUKI; YOKOYAMAA; NOMIZU, 2005). Ao

pH7

Figura 4 — Polimeros de laminina

pH 4

contrério de varias outras proteinas, a LMN é capaz de
autopolimerizar, i. e., de formar estruturas poliméricas
organizadas, tanto in vivo quanto in vitro (COLOGNATO;
YURCHENCO, 2000). Os polimeros podem ser observados
porimunomarcagao: 1) Apds deposicdo, em vidro, da LMN
diluida em tamp3ao, contendo ions calcio; 2) Sobre a super-
ficie de células que as secretam; ou 3) /n vivo, em retina
de ratos recém-nascidos (Figura 4) (FREIRE et al., 2002).

Retina

Legenda: Imunomarcagdo para polimeros de laminina formados in vitro por dilui¢do da proteina em tampdo neutro (pH 7) ou
dcido (pH 4) ou in vivo na retina de animais neonatos. Barra de calibragdo equivale a 50 um e no inset a 10um.

Fonte: Freire e colaboradores (2002)

A arquitetura dos polimeros pode ser modificada
in vitro por manipula¢do, no meio de polimerizagdo, e
in vivo, por variages nas condicdes fisioldgicas e pato-
légicas do meio (COELHO-SAMPAIOQ, 2000; FREIRE et al.,
2004; FREIRE; ZHOU, 1990; YURCHENCO et al., 1985).
Esses polimeros de LMN podem se associar a receptores
celulares, incluindo as integrinas, provocando diferentes
vias de sinalizacdo, em fungdo da sua organizacdo tridi-

Rev. Ciénc. Méd. Biol., Salvador, v. 13, n. 3 — especial, p. 370-376, set./dez. 2014

mensional. Esse fato, provavelmente, deve-se a exposi-
¢do diferencial de sitios de reconhecimento celular que
impactam em sua atividade bioldgica. A outra explicagdo
é que caracteristicas fisicas distintas dos polimeros como
sua topografia, podem promover a mecanotransdugao
diferenciada. De fato, estudos evidenciam um padrdo de
resposta diferenciado em fun¢do da organizagdo polimé-
rica de LMN, tanto in vitro quanto in vivo (FREIRE et al.,
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2002, HOCHMAN-MENDEZ et al., 2014; MENEZES et al.,
2010; PALMERO et al., 2013). Em situag¢des patoldgicas,
como inflamagdo e tumorogénese, os polimeros tornam-
-se expostos a a¢do de proteases (FUKUDA et al., 2004).

Assim, é interessante considerar o efeito da poli-
merizagao no padrdo de protedlise da proteina. A visdo
de que a variagdo na organizagdo polimérica expGe do-
minios distintos leva a consideragdo da possibilidade de
que a polimerizagdo possa modular a atividade catalitica
das proteases. Considerando a diversidade de dominios
apresentados pela LMN, com atividades bioldgicas dis-
tintas, é possivel que sua degradagdo possa gerar efeitos
especificos em situagbes patoldgicas. Assim, diferentes
formas poliméricas sofreriam a acdo diferenciada das
proteases, tendo padrao de protedlise diversificado.
O que levaria a produgdo de fragmentos proteoliticos,
previamente identificados, ou novos, com atividade bio-
|6gica distinta da forma polimérica, como um todo, ou da
molécula intacta isolada. Sua protedlise diferencial pode
gerar fragmentos com atividade bioldgica potencializada
ou ainda nao caracterizada. Ou seja, com essa perspec-
tiva, fragmentos ainda ndo identificados poderiam ser
descobertos. Assim, parece ser interessante investigar
a protedlise de formas poliméricas de LMN, bem como
caracterizar a atividade desses fragmentos em diferentes
tipos celulares. A possibilidade ganha maior visibilidade,
considerando a possibilidade do uso da LMN na bioenge-
nharia tecidual para reparar tecidos danificados.

Alguns estudos com elementos da membrana
basal demonstram que a clivagem da matriz extracelular
(MEC) por protedlise desmascara locais cripticos e gera
novos fragmentos, com atividade biolégica funcionalmen-
te distinta daquelas apresentadas pelas moléculas intac-
tas. De fato, a protedlise da regido C-terminal do dominio
V de perlecan, apds acidente vascular cerebral, gera um
fragmento que atua como neuroprotetor e promotor de
reparagao pds-derrame cerebral (ROBERTS; KAHLE; BIX,
2012). Em outro contexto, o tratamento enzimatico de
perlecan por MMP-7, tal como ocorre no microambien-
te do tumor de préstata, atua como um interruptor da
invasividade, por alterar o comportamento das células
APC (BENDRIK et al., 2008). A clivagem proteolitica de
coldgeno IV por MMP-9 resulta no aumento da geracdo de
fragmentos antiangiogénicos que suprimem o crescimen-
to tumoral do cancro da mama (EGEBLAD et al., 2010).
Na barreira sangue-testiculo, ultraestrutura importante
para a espermatogénese, o peptideo [Cola3 (IV) NC1]
derivado do coldgeno, via protedlise limitada pela matriz
metaloproteinase-9 (MMP-9), afeta fun¢des da célula
de Sertoli, promovendo aumento da permeabilidade da
barreira (WONG; CHENG, 2013).

Alguns estudos relatam a protedlise da LMN como
associada a efeitos celulares positivos. Szymczak e colabo-
radores (2010) mostraram que a inibicdo de metalopro-
teases, em culturas de células, interferia na proliferagao
e diferenciacdo das progenitoras em rela¢do a linhagem
neuronal em um efeito dependente da presenca de LMN.

O dado sugeriu a participa¢do dos produtos de protedlise
da LMN na regulagdo da diferenciagao e proliferagdo de
precursores neurais (SZYMCZAK et al., 2010). Estudos re-
centes mostram que, em situa¢des de inflamacgdo cronica
ou aguda, as metaloproteases produzidas por neutroéfilos
ou macroéfagos — elastase de neutrdfilos (NE), a catepsina
G, a proteinase—3,e MMP -2, -8,-9, e -12 -, geram frag-
mentos de LMN-332, com atividade quimiotatica sobre
neutrdfilos (MYDEL et al., 2008). Rousselle e Beck (2013)
relatam que o processamento da cadeia y2 por MMP-
2, apo6s o residuo Ala-586 na jungdo do brago de curto
ao dominio do filamento helicoidal, gera a remocgdo de
todo o brago curto, resultando em um fragmento de 80
kDa. Essa clivagem expGe um local criptico na cadeia a3
que é pré-migratdrio para as células epiteliais da mama.
Além disso, a forma y2x 80 kDa tem sido associada com
os tecidos submetidos a remodelamento (revisado por
ROUSSELLE; BECK, 2013). Outras MMP, incluindo MMP-3,
-12,-13,-14,-19 e -20, podem clivar a cadeia y2, gerando
o fragmento y2x, com capacidade de induzir a migracao
de células epiteliais (revisado por ROUSSELLE; BECK,
2013). Mais recentemente, foi mostrado que fragmentos
proteoliticos originados pelo processamento do dominio
LG4-5 das cadeias a3, a4 e a5 apresentam ampla atividade
antimicrobiana e tém forte atividade quimiotatica para
células mononucleares. O estudo sugere o envolvimento
desses peptideos em situa¢des de inflamacgao, feridas
cronicas e infecgdo, no favorecimento da saude da pele
(SENYUREK et al., 2014).

Por outro lado, existem também relatos sobre
efeitos negativos associados a fragmentacdo da laminina.
Chen e colaboradores (2008) mostraram que a infusao de
um produto da digestdo de LMN por plasmina foi capaz de
potencializar a degeneragdo neuronal induzida por estimulo
ao receptor de Kainato (CHEN et al., 2008). Outro estudo,
desenvolvido por Nakashima (2005), sugere que a fragmen-
tacdo proteolitica da cadeia B3 de LMN-332 por MMP-14
promove a migracdo de células de carcinoma da prdéstata
(NAKASHIMA, 2005). Gu e colaboradores (2005) mostraram
que a MMP-9 degrada a LMN e que esta degradac¢do induz
a apoptose neuronal num modelo de isquemia cerebral
focal transiente em ratos (GU et al. 2005).

Embora a laminina seja uma proteina amplamen-
te estudada no contexto da morfogénese do sistema
nervoso central por modular o crescimento de neuritos
(ADLER; JERDAN; HEWIT, 1985; CHAMAK; PROCHIANTZ,
1989; EDGAR; MANTHORPE et al, 1983;TIMPL; THORNEN,
1988), promover orientagdo axonal (COHEN et al., 1987;
HAMMARBACK et al.; 1988; MCLOON et al., 1988), induzir
diferenciacdo (COHEN et al., 1986) e a proliferagdo de
células (DRAGO; NURCOMBE; BARTLETT, 1991; FRADE;
MARTINEZ MORALES; RODRIGUEZ TEBAR, 1996), pouco
se sabe sobre os efeitos dos fragmentos proteoliticos
gerados por metaloproteases sobre células do SNC. Além
disso, os estudos descritos acima ndo referem o efeito da
polimerizagdo sobre o padrao de protedlise. Esse fato au-
mentaria a diversidade das respostas induzidas por LMN.
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CONCLUSAO

A hipétese inicialmente tragada pode ser corrobo-
rada por dados da literatura e os estudos que dela podem
derivar apresentam, como impacto, a possibilidade de ge-
rar a identificacdo de elementos bioativos, apresentando
assim interesse biotecnoldgico e clinico.
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