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Enzima TMPRSS?2

Um alvo promissor para a terapia da COVID-19

Filipa Leca Santos, Pedro A. Fernandes, Maria Jodo Ramos

Universidade do Porto

A enzima protease serina transmembranar 2 (TMPRSS2) é um elemento necessario a infe-
¢ao pelo virus SARS-CoV-2, o virus causativo da pandemia COVID-19. A TMPRSS2 é, por-
tanto, um alvo importante para novos farmacos que podem tratar a infegao por SARS-CoV-2.

Apds a Organizagdo Mundial de Saude declarar a COVID-19 uma pandemia, a 11 de margo
de 2020, a vida como se conhece sofreu muitas alteragdes. Até hoje, a humanidade sofreu
muitas perdas, tendo-se registado, em julho de 2021, cerca de 172 milhdes de casos de in-
fecdo por SARS-CoV-2, e destes, 3 milhdes ndo sobreviveram, tornando-se esta pandemia
uma ameaca mundialmente significatival. Como em qualquer pandemia, a melhor arma
para a combater é a Ciéncia. Através desta, surgiram as vacinas, que previnem, em média,
quatro a cinco milhdes de mortes por ano?.

E crucial ter em mente que um virus, como o SARS-CoV-2, sofre rapidas mutagées. Isto
significa que cada vez que o virus se instala num novo hospedeiro tem uma probabilidade de
sofrer uma mutagéo, que pode ou ndo ser mais patoldgica ou mais infeciosa. Os virus mu-
tantes mais contagiosos tornam-se dominantes na populagio dando origem a novas estir-
pes virais. Em apenas um ano de pandemia, ja se desenvolveram a estirpe inglesa, a brasi-
leira, a sul-africana e a indiana. Constata-se pois, que este virus é propicio a mutagoes e que
apesar do muito esforco e dedicagao por parte de todos os investigadores, algumas dessas
alteragGes gendmicas acabam por beneficiar o virus e, consequentemente, prolongar a sua
permanéncia na populagdo, com o risco de fazer com que todas as vacinas ja criadas e
aprovadas possam vir a ser ineficientes, ou menos eficientes, contra as novas variantes.
Assim sendo, é muito importante controlar a propagacgao do virus para que a probabilidade
de mutagdes seja o mais diminuta possivel. Visto isto, quanto mais conhecimento e estraté-
gias forem adquiridas maior sera a vantagem do ser humano no combate a pandemia atual.

Muitos foram os temas ja abordados e investigados. No entanto, ainda ha varios cami-
nhos por explorar; um deles é o estudo da enzima protease serina transmembranar 2, mais
conhecida por TMPRSS2. Apesar de esta enzima n&o pertencer ao SARS-CoV-2, foi cons-
tatado que ela tem um papel fundamental na infegdo do hospedeiro, e, por esse motivo,

podera ser uma potencial via ao combate da pandemia atual.

Enzima TMPRSS2
As proteases sdo enzimas que clivam ligagdes peptidicas, que sdo as ligages formadas
entre os aminoacidos que constituem as proteinas®. O processo é chamado clivagem pro-

teolitica, um mecanismo comum de ativagdo ou inativacio de enzimas®.
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As proteases serina sdo endopeptidases — clivam as partes internas das proteinas- e
apresentam um residuo de serina no centro ativo que atua como nucleéfilo. As proteases
serinas sdo caracterizadas por um centro ativo que contém trés aminoacidos altamente
conservados - serina (Ser), histidina (His) e aspartato (Asp) - formando a chamada triade
catalitica*. Com base na sua preferéncia para substratos, as proteases serina subdividem-
-se em varios tipos, tais como tipo tripsina ou quimotripsina, entre outros®. A protease
serina transmembranar 2 (TMPRSS2) é uma protease serina transmembranar do tipo II5,
codificada pelo gene TMPRSS?2. Esta enzima pertence ao tipo tripsina e, estas enzimas,
normalmente, clivam ligacdes peptidicas que envolvem aminoacidos de lisina ou arginina*.

Estrutura da enzima TMPRSS2

De acordo com o Universal Protein Resource “UniProtKB” database’, a enzima TMPRSS?2
¢ constituida por 492 aminoacidos. Contém um dominio transmembranar do tipo II; um
dominio recetor LDL (do inglés low-density lipoprotein) classe A (LDLRA), aminoacidos
112-149, que contém um centro de coordenacgao para um ido Ca?*; um dominio recetor rico
em cisteina (SRCR), aminoacidos 150-242, que esta envolvido na ligagdo a outras molécu-
las na superficie celular ou no meio extracelular; um dominio de protease serina, aminoa-
cidos 256-489, e um local de clivagem, aminoacidos 255-256%¢, que o dominio protease se-
rina tem de (auto)clivar para que a enzima se torne ativa. O dominio protease serina possui
uma triade catalitica essencial para a atividade proteolitica constituida pelos aminoacidos
serina441, histidina296 e aspartato345, localizados numa cavidade que liga o substrato e
denominada de centro ativo da enzima®.

A regido N-terminal da enzima encontra-se localizada no citoplasma e, junto a este, si-
tua-se o dominio transmembranar hidrofdébico que pode interagir com componentes citoes-
queléticos e moléculas de sinalizacdo, podendo ser importante para o correto transporte
intracelular do péptido®. J4 os dominios LDLRA, SRCR e o dominio protease serina locali-
zam-se no espaco extracelular. Os dominios LDLRA e SRCR constituem um dominio deno-
minado de haste, que pode participar em interagdes proteina-proteina®. O dominio catalitico
cliva recetores de membrana celular, fatores de crescimento, citoquinas e componentes da
matriz extracelular®. Este dominio sofre autoclivagem, secregdo no epitélio e interage com
as proteinas da superficie celular, a matriz extracelular e as proteinas das células vizinhas®.
Na FIGURA 1, pode-se observar um esquema ilustrativo da proteina TMPRSS2.

FIGURA 1. Esquema da proteina TMPRSS2 com 492 aminodcidos - TM é o dominio transmembranar, LDLRA é o dominio
recetor LDL classe A, SRCR é o dominio recetor rico em cisteina. H, D e S s&o a triade catalitica de aminoacidos His, Asp
e Ser, essenciais para a atividade proteolitica.

Em termos de estrutura tridimensional, apenas a estrutura do dominio rico em cisteinas

e dominio protease serina foram determinados na estrutura depositada na base de dados
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Protein Data Bank, com o cédigo 7MEQ8. A estrutura terciaria destes dominios é constitui-
da por hélices-a, folhas-p, hélices 3.10, pontes-f, ganchos (em inglés turns) e enrolamen-
tos desordenados (em inglés random coils) (FIGURA 2A)). Na FIGURA 2B), pode-se observar

a representagao de tais dominios.

FIGURA 2. A) Representagao da estrutura secundaria dos dominios resolvidos da enzima TMPRSS2: hélices-a a roxo,
folhas-p a amarelo, hélices 3.10 a azul, pontes-B a bronze, ganchos a ciano e enrolamentos desordenados a branco.
B) Representagao dos dominios protease serina e rico em cisteinas, e do local de clivagem para auto-ativagao da enzima
TMPRSS2. 0 dominio recetor rico em cisteina a verde, dominio protease serina a vermelho e local de clivagem para auto-
-ativagdo a amarelo. Os restantes residuos encontram-se a azul.

A triade catalitica (His296, Asp345 e Ser441) localiza-se no centro ativo com a Ser441
de um lado e a His296 e o Asp345 do outro lado da cavidade onde se liga o substrato, sendo
esta importante no encaixe do aminoacido a clivar®. Os residuos Asp435, Gly462 e Gly472
criam nesta cavidade um local carregado negativamente e a combinagdo de Ser441l,
Gly462 e Gly472 formam uma cavidade hidrofébica profunda para acomodar aminoacidos
hidrofébicos do substrato®. A cavidade oxianidnica caracteristica das enzimas proteases
serina é formada por Gly439 e Ser441. O local de ligacdo do substrato é formado pelos
residuos Ser460, Trp461 e Gly462, que se espera que formem uma folha antiparalela com
a estrutura de base dos residuos P1-P3 dos seus substratos®. Na FIGURA 3A), é evidenciado
o centro ativo da protease serina e os aminoacidos que formam a cavidade onde se liga a
regido clivavel do substrato. Esta estrutura é estabilizada por cinco pontes dissulfureto,
onde as pontes formadas por Cys172-Cys231 e Cys185-Cys241 encontram-se no domi-
nio SRCR e as pontes formadas por Cys281-Cys297, Cys410-Cys426 e Cys437—-Cys465
encontram-se no dominio protease serina®, FIGURA 3B).

A) B)

FIGURA 3. A) Centro ativo da protease serina mostrando a triade catalitica (verde) e aminoacidos que formam a cavidade
de que liga a regido clivavel do substrato (ciano) e as duas pontes dissulfureto Cys281-Cys297 e Cys437-Cys465 (amarelo).
B) Representacao das ligagGes dissulfureto (amarelo) que sdo responsaveis pela estabilizagao da estrutura da proteina.
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Funcao

Em termos de fungao, a enzima TMPRSS2 tem sido associada a processos fisioldgicos e
patoldgicos tais como digestdo, remodelacgdo de tecidos, coagulagdo do sangue, fertilida-
de, respostas inflamatorias, invasdo de células tumorais, apoptose e dor®. No entanto, a
sua funcao especifica permanece ainda desconhecida®.

Papel da enzima TMPRSS2 na infecao viral pelo SARS-CoV-2

Para que o virus SARS-CoV-2 infete uma célula, a proteina de espicula (do inglés spike)
necessita de se ligar a um recetor da célula hospedeira humana denominado ACE2 (do
inglés Angiotensin Converting Enzyme 2)°®. Apds a ligagdo entre ambas, ha a necessi-
dade de ocorrer clivagem da proteina de espicula, por parte da enzima TMPRSS2, para
que a fusdo entre as membranas celulares viral e hospedeira tenha lugar (FIGURA 4). A
clivagem da proteina de espicula expde uma regido denominada “péptido de fusdo”, que
permite a entrada viral. Este processo envolve uma mudanga estrutural na proteina de
espicula. Apds a entrada, o genoma viral, que tem a forma de RNAmensageiro, ¢é liberta-
do no citoplasma celular do hospedeiro. Estas alteragdes conformacionais e o processo
de fusdo requerem a acao de proteases celulares, cuja disponibilidade é uma etapa li-
mitadora de velocidade na entrada do coronavirus®. Em particular, as proteases serina
transmembranares do tipo II sdo ancoradas nas membranas citoplasmaticas e a enzima
TMPRSS2 é uma delas. A protease pulmonar TMPRSS2 cliva a proteina de espicula em
multiplos locais, para que a fusdo entre as membranas celulares viral e hospedeira pos-
sa ocorrer?®, Este evento provoca a diminuigdo da sensibilidade viral a inibi¢cao através da

neutralizacdo de anticorpos, ou seja, conferindo resisténcia ao processo'°.

FIGURA 4. Processo de infegdo viral através da interagdo das proteinas de espicula do virus SARS-CoV-2 com as proteinas
TMPRSS2 e ACE2, evidenciando a clivagem da proteina de espicula pela TMPRSS?2 e a sua interagdo com ACE2, nos pulmaes.

Como a enzima TMPRSS2 subsiste dentro e fora do pulmao, pode contribuir para a pro-
pagacéo extrapulmonar do virus, o que justifica uma maior exploragéo desta enzima como
um potencial alvo para limitar a propagacao viral e, consequentemente, a infecciosidade.
De facto, ja foram realizados testes in vitro e in silico que demonstraram que a inibicao
da TMPRSS2 diminui a infecdo da célula hospedeira, e por isso, a comunidade cientifica
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tem insistido na procura e desenvolvimento de inibidores para esta enzima para que estes
possam ser administrados em humanos!! !2. Assim, sera possivel combater a infegao pelo
virus SARS-CoV-2 de forma eficaz.
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