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* Muito embora o termo massa molecular relativa (M) esteja sendo hoje corretamente utilizado no lugar
de peso molecular, adotaremos o termo peso molecular (PM) para a classificacio das fosfatases acidas
quanto aos seus valores de M,. Diversos autores utilizam ainda hoje o termo peso molecular assumindo-se
como subentendido seu significado como A/, (PRICE & STEVENS, 1989; ZHANG & VAN ETTEN, 1990;
DEUTSCHER, 19%90).
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RESUMO

A fosfatase acida de BPM do rim bovino foi purificada 1.640 vezes até a
homogeneidade, com rendimento de 7%, através de um procedimento envolvendo
fracionamento com sulfato de aménio, tratamento acido e cromatografia de troca-
10nica em SP-Sephadex com eluigio por ion-afinidade. Os critérios de pureza
utilizados foram a A.E., PAGE, SDS-PAGE, filtragdo em gel (Superdex HR 70) e
analise da composigdo de aminodcidos. A enzima purificada (A.E. de 100 pmol
min-1 mg-1) é composta por uma cadeia polipeptidica simples e possui M, de 13,6
e 17,8 kDa, como determinado através da filtragio em gel e SDS-PAGE,
respectivamente. A composigdo parcial -de aminoécidos (Cys ¢ Trp nfo foram
determinados) foi obtida apés a hidrélise acida da proteina purificada seguida da
analise dos residuos de aminodcidos e evidenciou a existéncia de, pelo menos, 152
residuos de aminoécidos. O estudo do efeito do pH na atividade enzimatica revelou
uma faixa de pH 6timo de 4,5 a 5,5. A enzima apresentou uma atividade maxima a
60°C ¢, nesta temperatura, maior estabilidade no pH 5,5. A atividade da enzima foi
relativamente pouco sensivel a diversos compostos, reagentes redutores de tidis e
ions metalicos, exceto pela inibigdo por Zn?t e CuZt ¢ pela ativagdo por
guanosina. O estudo de inibidores demonstrou insensibilidade ao tartarato e
fluoreto e inibigdo por vanadato (Ki, 0,465 uM), piridoxal-5-fosfato (Ki, 2,18 uM),
fosfato inorgéanico (Ki, 0,769 mM), pCMB e molibdato de amdnio. A energia de
ativagdo para a hidrolise do p-NPP, determinada pelo grafico de Arrhenius, foi de
43,31 ki.mol-l. A anilise da capacidade da enzima catalisar a reagdo de
transfosforilagdo demonstrou que diversos alcoois atuaram como aceptores de
fosfato neste tipo de reagdo, tendo se destacado o glicerol € o metanol como os
melhores aceptores. Dos substratos testados, o p-NPP, B-Naftil-P, a FMN e a Tyr-P
foram os Gnicos hidrolisados significativamente com Ky de 0,14; 0,4, 03 ¢ 7,9
mM, respectivamente. A faixa de pH 6timo para a hidrélise da Tyr-P e FMN foi de
5,6a5,5.
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SUMMARY

A low molecular weight bovine kidney acid phosphatase was purified 1640-
fold to homogeneity, with 7% recovery, by a procedure involving ammonium
sulfate  fractionation, acid treatment, and SP-Sephadex ion-exchange
chromatography with ion-affinity elution. The following homogeneity criteria were
used: specific activity, PAGE, SDS-PAGE, gel filtration (Superdex HR 70) and
amino acid composition. The purified enzyme (specific activity 100 umol
mL-lmg-1) contained a single peptide chain and had a relative molecular mass of
13.6 and 17.8 kDa as determined by gel filtration chromatography and SDS-PAGE,
respectively. The -partial -amino - acid composition of this enzyme, after acid
hydrolysis, showed at least 152 amino acid residues. The amino acid Cys and Trp
were not determined. The p-NPP hydrolysis reaction catalyzed by this enzyme had
a broad pH optimum of 4.5-5.5 and maximal activity at 60°C. In this temperature
the enzyme was more stable at pH 5.5. Reducing thiol compounds, metal ions and
other different compounds did not affect significantly the enzyme activity except
for the inhibition by Zn2* and Cu2t and activation by guanosine. The enzyme was
also inhibited by vanadate (Ki, 0.465 uM), pyridoxal-5-phosphate (Ki, 2.18 pM),
inorganic phosphate (Ki, .769 mM), pCMB and ammonium molybdate. Both
tartrate and fluoride were very weak inhibitors. An activation energy value of 43.31
kJ.mol-1 was determined from Arrthenius plot for the hydrolysis of p-NPP reaction
catalyzed by the enzyme. Both glycerol and methanol increased significantly the
acid phosphatase activity, acting as good acceptors in the transphosphorylation
reaction also catalyzed by the enzyme. The apparent K,, values obtained, at 37°C
and pH 5.0, for the best substrates were 0.14 mM, 0.4 mM, 0.3 mM and 7.9 mM
for p-NPP, B-Naphtyl-P, FMN and Tyr-P, respectively. At the same conditions, a
pH optimum value of 5.0-5.5, was obtained for the FMN- and Tyr-P-directed acid
phosphatase reaction.
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1. INTRODUCAO
1.1. Aspectos Gerais

A fosfatase acida (FAc) ou ortofosfato monoéster fosfohidrolase (E.C.
3.1.3.2) € amplamente distribuida na natureza e sua atividade se caracteriza pela

hidrélise de uma grande variedade de ésteres ortofosfato e também por reagdes de
transfosforilagdo.

Essas duas rea¢des podem ser esquematizadas da seguinte maneira:

Hidrolise:

Enzima

e R(POBI—E‘F%O ....................... Rm +P04I_%

Transfosforilagio:
ROPO3H, + R OH =™ o ROH+ R OPOsH,

* Aceptor: Alcool

Uma retrospectiva histérica nos mostra que a atividade da fosfatase acida foi
identificada por ROCHE (1931) ao observar a presenga, em eritrocitos, de uma
enzima capaz de hidrolisar a ligagdo ésterfosfato do monofenilfosfato e
monoalquilfosfato com um pH 6timo entre 5,6 e 6,0, diferentemente da fosfatase de
globulos brancos que catalisa esta reag@o com um pH étimo de 8,8 a 9,0.

Por um longo periodo, a distingdo entre fosfatases acidas e alcalinas foi
bascada no pH otimo. Posteriormente, outras caracteristicas mais intrinsecas do
mecanismo de reagdio serviram para melhor diferenciar essas duas enzimas. Assim,
além dos substratos usuais, observou-se que as fosfatases alcalinas catalisam a
hidrolise de monoésteres S-substituidos de 4cido fosforotidico do tipo RSPO3Nay
junto & ligago S-P, produzinde ortofosfato e o correspondente tio-alcool. Por sua
vez, as fosfatases 4cidas catalisam a hidrélise de monoésteres O-substituidos de
acido fosforotidico do tipo ROPO;SKH, produzindo o alcool e o 4cido tiofosforico
(NEUMAN, 1968). Outro aspecto observado é a insensibilidade das FAcs i
presenga de cations mono e divalentes no meio de reagio (CHAIMOVICH &
NOME, 1970), ao contrério das fosfatases alcalinas, as quais requerem metais para
sua atividade, principalmente 0 Mg2+ (REID & WILSON, 1971). Esses fatos nos
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permitem visualizar mecanismos de reagdo diferentes para as duas enzimas,
sugerindo o requerimento de um atomo de oxigénio entre o radical e o fosfato para
a atividade da fosfatase acida.

As FAcs tem sido estudadas dos mais diferentes pontos de vista. O grafico
abaixo nos mostra a variagdo do niamero de publicagbes sobre as fosfatases acidas
ao longo dos tltimos 13 anos.

Levantamento MEDLINE - Fosfatase Acida

L — . e

800

500

400

300

N° de Publica¢des

200

100

Os numeros foram extraidos do Medline, que engloba o Index Medicus e o
Index Dental Literature, e restringiu-se ao periodo compreendido entre 1980 e
1992. Neste 13 anos, cerca de 6.400 trabalhos foram publicados e indexados nas
obras acima citadas. E preciso ressaltar que este é um niimero parcial pois o
Medline nAo abarca todos os periddicos onde se publica sobre fosfatase acida,
como por exemplo o Chemical Abstracts e o Biological Abstracts.

Entretanto, ndo existem revisOes bibliograficas recentes sobre as FAcs. As
ultimas foram descritas no artigo de HOLLANDER (1971) e na tese de
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doutoramento de TAGA (1979).

Desta maneira, no presente trabalho, julgamos conveniente destacar alguns
aspectos da literatura, direcionando-os aos eventos mais relacionados aos nossos
propositos.

1.2. Distribuicio da Fosfatase Acida

Os estudos acerca da fosfatase acida demonstraram que esta enzima €
amplamente distribuida tanto no reino vegetal (BARBER et alii, 1971; KNOX &
HESLOP, 1971; MEYER et alit, 1971; KUBICZ, 1973; JACOB & SONTAG,
1974; UEHARA et alii, 1974; PARK & VAN ETTEN, 1986; ULLAH & GIBSON,
1988; PANARA, PASQUALINI & ANTONIELLI, 1990), em animais (BALDIJAO

BAXTER & SUELTER, 1985; WAHEED et alii, 1988; ZHANG & VAN ETTEN,
1990) e em microrganismos (FITZGERALD, 1952; TSUBOI et alii, 1957, BOER
& STEIN-PARVE, 1966; MATSUMURA, 1968; YOSHIDA & TAMIYA, 1971;
DIBENEDETTO & COZZANI, 1975; SHIMADA, SHINMYO & ENATSU, 1977;
LOVELACE; DWYER & GOTTLIEB, 1986; McLAUGHLIN, 1986; HASSAN &
COOMBS, 1987, SCHELL, STIERHOF & OVERATH, 1990).

A investigagio da fosfatase acida em microrganismos € particularmente
importante em tripanossomastideos, mais especificamente em espécies de
Leishmania, responsaveis por significante morbidade e¢ mortalidade no mundo.
Através de tecnicas histoquimicas, demonstrou-se que as formas promastigotas
contém abundante atividade fosfatasica, localizada assimetricamente na membrana
externa da c€lula (GOTTLIEB & DWYER, 1981). REMALEY et alii (1985a),
identificaram 3 fosfatases acidas da fragio de membrana de promastigotos de L.
donovani todas com M, acima de 100 kDa e distintas quanto a sensibilidade a
inibidores (especialmente complexos polianidnicos de molibdénio), quanto ao p/ e
especificidade para o substrato. Estudos de localizagdo citoquimica em L. mexicana
amazonensis (PIMENTA & De SOUZA, 1986), ¢ imunoquimica em L. donovani
(BATES; HERMES & DWYER, 1989), mostraram que o estigio amastigoto
também produz uma fosfatase acida solivel, mas a identificagio da FAc localizada
na membrana plasmatica, neste estgio é controversa.

Evidéncias de um possivel papel fisioldgico para a fosfatase acida de
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membrana foi sugerido por REMALEY et alii (1984 ¢ 1985b), os quais
demonstraram que uma preparagdo de fosfatase acida pura inibia a produgfio do
anion superdxido e do peréxido de hidrogénio, tanto quanto diminuia o consumo de
O3 pelos neutréfilos humanos estimulados. Sugere-se ainda (DAS et alii, 1986) que
a capacidade de desfosforilar um segundo mensageiro intracelular envolvido na
ativagio do sistema fagocitirio (o inositol trifosfato), poderia comprometer a
resposta da célula hospedeira a infecgio.

Quanto ao reino vegetal, existem muitos relatos sobre a identificagdo e
purificagdo de FAc em tecidos de plantas como em folhas de trigo (ROBERTS,
1956), milho (SLACK; HATCH & GOODCHILD, 1969), tabaco (SHAW, 1966),
em plantas superiores (BOROUGHS, 1954), tiber de batata doce (UEHARA;
FUIIMOTO & TANIGUCHI, 1974), no latex da Hevea Brasiliensis (JACOB &
SONTAG, 1974), em escutelo de semente de mitho em germinagdo (ROSSI et alii,
1981), na membrana tilacéide de Sorghum vulgare (RENGASAMY; SELVAN &
GNANAM, 1981), em semente de amendoim (BASHA, 1984), de girassol (PARK
& VAN ETTEN, 1986), de algoddo (BHARGAVA & SACHAR, 1987), de soja
(ULLAH & GIBSON, 1988), no pélen de Brassica campestris e Lilium regale
(STROTHER et alii, 1985), na camada aleurénica (GABARD & JONES, 1986) e
coledptilos da cevada (PASQUALINI et alii, 1992), na parede celular de células de
tabaco em cultura (KANEKO; KIKUTI & KUBOTA, 1990), em culturas de
endosperma de milho (MIERNYK, 1992).

A importincia do estudo das FAcs em plantas decorre da possivel
participagfio desta enzima no metabolismo do fésforo, elemento essencial para o
crescimento e desenvolvimento normais dos orgdos das plantas (BASHA, 1984). A
localizagfio desta enzima em plantas, no citoplasma e na parede celular, tem sido
confirmada por métodos citoquimicos e sua atividade encontra-se aumentada
durante a germinagdo ou deficiéncia de fosfato inorginico (GABARD & JONES,
1984 ¢ LEE, 1988). As enzimas da parede celular tém sido associadas a hidrélise de
determinados substratos oferecidos externamente 4 célula em tecidos ndo
danificados. As FAcs extracelulares de raiz poderiam tomnar acessivel para a
absorgdo uma quantidade adicional de fosfato inorgénico a partir de sua liberagéo
da matéria orgénica do solo. Neste caso, identificou-se em laboratorio, que certos
ésteres fosfato (inositol hexafosfato, inosina monofosfato e glicerofosfato) seriam
fontes efetivas de fosfato para o crescimento do trigo, arroz, rabanete (LEE, 1988).
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As fosfatases acidas em plantas tém sido detectadas em formas moleculares
multiplas, algumas delas apresentam-se como glicoproteinas. Estes fatores
explicam, ao menos em parte, as variadas propriedades cinéticas apresentadas. A
purificagdo e caracterizagdo das isoformas nos érgdos de plantas é necessaria, a fim
de permitir o estudo do possivel papel desta enzima nestes tecidos.

A revisdo da literatura realizada por TAGA em 1979 destaca a ocorréncia da
FAc em diversos tecidos animais tais como: prostata, placenta, corpoe luteo,
testiculo, wtero, cérebro, figado, tiredide, coragio, rim, bago, glindulas salivares,
osso, dente, periodonto, gengiva, pele, nervos e ginglios nervosos. No sangue, ela
pode ser detectada tanto nos eritrécitos e leucécitos, como no plasma onde,
algumas vezes, € utilizada para o diagnéstico de algumas doengas. E encontrada

pancreas € na mucosa do intestino delgado. Na cauda de girino, parece estar
relacionada com a metamorfose. De modo geral, é encontrada nos fluidos
corporais: plasma e liquido intersticial (ROSENBLIT et alii, 1974), liquido sinovial
(BECKMAN et alii, 1971) e liquido amnidtico (HERAK et alii, 1970); nas
secre¢des, como saliva (LURA, 1947; DENTAY & RAE, 1949: NAKAMURA et
alii, 1970; BENEDEK-SPAT, 1973), leite (ANDREWS & PALLAVICINI, 1973) e
sémen (GONZALEZ & NEISEL, 1973) onde é de grande importincia na medicina
legal para a identificagio de manchas suspeitas (HOEHN et alii, 1971); e nas
excregdes, como urina, provavelmente por contaminagio pelo sémen (SCHMIDT,
1961) e meconio (ELIAKIS & COUTSELINIS, 1971).

Células de origem mesenquimal, que estiio ativamente envolvidas na digestiio
intra e/ou extra celular, bem como células epiteliais, contém elevados niveis de
atividade da fosfatase acida. A distribuigo e propriedades da FAc de células de
origem mesenquimal, indicam uma interrelagiio entre células mononucleares e
multinucleares ativamente envolvidas em algum processo digestivo (EGGERT &
GERMAIN, 1980). No interior celular sio encontradas invariavelmente nos
lisossomos (sendo considerada como um marcador lisossomal por DE DUVE et alii
em 1955 e DE DUVE, WATTIAUX & BAUDHUIN, 1962), mas também no
citoplasma (DE ARAUJO; MIES & MIRANDA, 1976) e, segundo alguns autores,
nos microssomos (LIN & FISHMAN, 1972), aparelho de Golgi (JONESCU &
JONESCU, 1970; FREILICH, 1971; NYQUIST & NOLLENHAUER, 1973;
COLEMAN; SCHOFIELD & McDONALD, 1980) e membrana celular (HIMENO
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et alii, 1989 e 1991).

Utilizando a fosfatase acida como uma ferramenta para o estudo
histoquimico dos tecidos, ISACSSON (1986), avaliou a distribuigio da fosfatase
acida em glandula salivar de ratos, utilizando o wa-naftil fosfato como substrato.
Seus resultados mostraram uma forte atividade fosfatisica na glandula parétida
acinar ¢ nos ductos secretores proximais das células, em oposigiio & auséncia de
atividade nas glindulas mucosas menores. Relataram ainda que o fluoreto e o
molibdato inibem completamente a atividade da fosfatase acida em todas as
estruturas analisadas. Posteriormente, HARRISON, AUGER & BADIR (1988),
identificaram, histoquimicamente, atividade de fosfatase acida em glandulas
salivares parotida ¢ submandibular. Foi ainda utilizada na identificagio de
osteoclastos (HERMANNS, 1987; AKISAKA et alii, 1989), fibroblastos secretando
ou reabsorvendo colageno (YAJIMA, 1988), em células esperméticas de Ceratis
capitata, onde a enzima estaria, possivelmente, envolvida no metabolismo do
fosfato. Parece claro que as enzimas hidroliticas, em particular, participam
ativamente do processo de diferenciagdo das células espermaticas (BAO &
DOLDER, 1990).

Em 1983, LILJA, LINDSKOG & HAMMARSTROM, analisaram a
degradagdo tecidual causada por movimentagdo dentiria ortoddntica em ratos.
Verificaram nas primeiras 10 horas de tratamento ortoddntico, que as células
contendo fosfatase acida mudaram de uma distribui¢io nfo especifica para se
concentrarem nas zonas de pressdo. A alta atividade encontrada estaria relacionada
com a reabsorgio Ossea e a remodelagdo do ligamento periodontal.

1.3. Formas Isoenzimaticas

A FAc ndo apenas ¢ amplamente distribuida na natureza, como também
existe sob diversas formas isoenzimaticas em um mesmo tecido, isoformas estas
distintas quanto a M, especificidades quanto a substratos, sensibilidade a
inibidores, p/, presenga e niimero de carboidratos ligados & cadeia polipeptidica.

Em raiz de trigo foram detectadas 3 FAcs solaveis no citoplasma: FAc-1
(64,0 kDa), FAc-2 (52,0 kDa) e FAc-3 (28,0 kDa) ¢ 2 ligadas a parede celular:
FAc-4 (62,0 kDa) e FAc-5 (30,0 kDa). As fosfatases ligadas & membrana somente
foram extraidas, em parte, ap6s a incubagéio com NaCl. Todas as isoformas foram
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separadas por filtragio em gel e cromatografia de troca-idnica. A ndo especificidade
quanto ao substrato levou alguns autores (HASEGAWA; LYNN & BROCKBANK,
1976), a sugerir o envolvimento das fosfatases de membrana na mobilizagio de
fosfato a partir do fosfato orgénico do solo. A fosfatase acida do tiber de batata foi
purificada e caracterizada por KRUZEL & MORAWIECKA (1982), os quais
demonstraram também a existéncia de carboidratos em sua estrutura. A analise da
composig8o de aminoacidos revelon que 38% dos residuos eram constituidos por
Asp, Ser, Glu e Gly, podendo os dois primeiros estar envolvidos na formagiio das
ligagdes glicosidicas entre a proteina e a estrutura de carboidratos (KUBICZ;
MORAWIECKA & KRUZEL, 1974). Analisando o perfil enzimatico da FAc em
raiz de cevada, PANARA; PASQUALINI & ANTONIELLI (1990), identificaram 5
formas: 2 soluveis (S € Sp) e 3 ligadas a parede celular (W, W5 € W3), extraidas
em tampao contendo NaCl. As fragBes correspondentes a S| e Wo apresentaram
uma M, de 76,0 kDa, as fragdes Sy e W3 de 25,0 kDa e a Wy de 166,0 kDa. Um
aspecto interessante quanto a formas multiplas da FAc ocorre em sementes de
Vigna sinensis (BISWAS & CUNDIFF, 1991). Quando da germinagéo da semente,
ocorre um aumento significativo na atividade de algumas isoformas, bem como
outras somente s3o sintetizadas apds 24-48 horas do inicio da germinagfo. Neste
tecido, 4 FAcs foram separadas e parcialmente purificadas e apresentaram as
seguintes M,: FAc-I - 150,0 kDa; FAc-II - 99,0 kDa; FAc-III - 48,0 kDa; FAc-1V -
62,0 kDa. Os autores sugeriram que estas enzimas esteriam envolvidas com a
renovagdo de diferentes compostos fosforilados.

Embora diversos pardmetros cinéticos para cada isoforma tenham sido
estabelecidos, o significado fisiolégico das mesmas é incerto. Sabe-se que o fosfato
estd envolvido em uma variedade de reagSes durante o desenvolvimento celular
como a formagdo de acidos nucleicos, fosfolipideos, agiicares fosfatados, entre
outras. Dessa maneira, a atividade fosfatdsica durante a germinacdo deveria ser
maior, a fim de reciclar o fosfato nas células embrionarias em proliferago. Isto
seria obtido pela célula aumentando a quantidade da enzima ou através de
isoformas com diferentes afinidades pelos substratos nas condigdes existentes na
célula., conferindo uma vantagem a mais ao embrifo em germinacio do que a
existéncia de apenas uma simples enzima. Em fung#o das propriedades bioquimicas
comuns, BISWAS & CUNDIFF, 1991, sugerem que esta classe de enzimas possa
ser controlada pelo mesmo gene estrutural .
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Em mamiferos, o que normalmente ocorre € algo similar ao observado por DI
PIETRO & ZENGERLE (1967) que evidenciaram 3 isoenzimas na placenta
humana denominando-as I, II e IIl. Segundo seus calculos, as mesmas teriam M, >
200,0; > 105,0 e > 35,0 kDa, respectivamente. As isoenzimas de APM (I e 1I) eram
bastante 1nespecificas com relagdo ao substrato, possuindo padrdes de ativagio e
inibi¢gdo exatamente opostos a isoenzima IIl ¢ assemelhando-se bastante &s enzimas
lisossomais. A isoenzima IIl, atipica em relagéio as primeiras (DI PIETRO, 1968),
exibia uma reatividade inesperada sobre o 17-B-estradiol-3-fosfato, com menor Ky,
e maior Vmax do que com o p-NPP, substrato padriio para quase todas as fosfatases
acidas. Ressalta-se que essa ¢ uma das primeiras referéncias a uma atividade
especifica da isoenzima IIl na literatura, onde uma fosfatase acida de BPM
apresentou uma clara preferéncia por determinado substrato, que ndo o classico p-

NPP. Tanto a isoenzima I como a II, de APM, ndo hidrolisaram o 17-B-estradiol-3-

fosfato.

Duas isoenzimas da fosfatase acida, E; (> 100,0 kDa) e Ep (< 40,0 kDa),
foram purificadas a partir da tibia e f€mur de ratos recém-nascidos (ANDERSON &
TOVERUD, 1979). As caracteristicas de Ej (sensivel ao tartarato), assemelham-se
as FAcs de APM dos tecidos moles, sugerindo que se localizam nas vesiculas de
Golgi e nos lisossomos de osteoblastos. Muito embora Ep (insensivel ao tartarato)
tenha sido fortemente inibida por pCMB, difere das FAcs de BPM dos tecidos
moles em fungdio da especificidade de substratos, uma vez que hidrolisa
preferencialmente ADP e ATP. Esta isoenzima pode ser responsavel pela maioria,
se ndo toda atividade fosfatasica detectivel nos lisossomos, nas dobras da
membrana celular € nos vaciolos de osteoclastos. Destaca-se o estimulo da
atividade enzimatica da E; em presenga de Fe2™ (principalmente quando associado
a presenga de ascorbato), mesmo em meio neufro, 0 que seria importante se a
enzima desempenhasse sua fungdo biolégica em pH fisioldgico normal, fungio esta
que estaria correlacionada a reabsor¢éo 6ssea (ANDERSON & TOVERUD, 1982).

FUNIMOTO et alii (1984) relataram a existéncia de isoformas da FAc e sua
distribui¢do em varios tecidos de mamiferos como rim, figado, cérebro, pancreas,
bago, intestino e estdmago de bovinos; rim e figado de ratos; rim de porco, coetho,
cachorro e cobaia. Este polimorfismo também foi identificado em lisossomos de
fibroblastos humanos, onde diferengas qualitativas e quantitativas na composi¢do
da FAc foram observadas entre o compartimento pré-lisossomal e os lisossomos,
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através da analise ultra-estrutural. O estudo mostrou que a fosfatase acida
encontrada nos pré-lisossomos de fibroblastos humanos em cultura pode ser
distinguida citoquimica, bioquimica e imunologicamente daquela presente nos
lisossomos (KELLY et alii, 1989).

DISSING & SVENSMARK, em 1990, purificaram e caracterizaram as
isoenzimas A, B e C de eritrocitos humanos, codificados por trés alelos (ACP1*A,
ACP1*B e ACP1*C), cada um deles gerando duas isoenzimas, f e s. As 6
isoenzimas (Af, As, Bf, Bs, Cf; Cs) possuem M, aproximado de 18 kDa. Os estudos
cinéticos e fisico-quimicos apontam diferengas significantes entre as isoenzimas fe
s. Contudo, apesar de geneticamente diferentes, as isoenzimas f exibiram
propriedades similares, se ndo idé&nticas, tendo o mesmo ocorrido entre as
isoenzimas s. Os autores sugerem que as isoenzimas f ¢ s possuem diferentes
fungdes na célula.

PANARA et alii (1992), estudando comparativamente diversos tecidos em
mamiferos, identificaram miltiplas formas da fosfatase éacida. Seus resultados
indicaram que a fosfatase acida de APM é preferencialmente expressa em tecidos
que estio em proliferagio celular. Por outro lado, a de BPM parece ser
caracteristica dos tecidos altamente diferenciados como nervos, misculos e
eritrocitos.

Tem sido observado que muitas das FAcs conhecidas sdo glicoproteinas
heterogéneas cuja multiplicidade se deve, em parte, as varia¢bes nos residuos de
carboidratos. Em 1985, KUBICZ; WAHEED & VAN ETTEN, isolaram e
caracterizaram uma FAc de APM do figado de bagre (um dimero de M, de 82,5
kDa), possivelmente uma metaloenzima, em duas isoformas distintas quanto ao pl
O conjunto de resultados sugere que as diferentes conformagdes das isoenzimas
podem ser influenciadas pelas unidades de carboidratos. A importancia das cadeias
oligosacaridicas foi ainda reforgada por MRSA et alii (1989) apés verificarem que
formas glicosiladas da fosfatase acida secretada por levedura (S. cerevisae) foram
significativamente mais estaveis que as formas ndo glicosiladas. Alguns estudos
buscaram ainda verificar distintas bioatividades de diferentes glicoformas
(JANSKA; KUBICZ & SZALEWICZ, 1989), heterogeneidade oligosacaridica
(KUBICZ et alii, 1990; KUBICZ; SZALEWICZ & CHRAMBACH, 1991),
composi¢do de aminodcidos e propriedades imunoquimicas das glicoformas
(SZALEWICZ et alii, 1992). Entretanto, somente em poucos casos a relagdo entre a
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multiplicidade de isoformas enzimaticas e variagdes de carboidratos foi reforgada
pela analise de carboidratos, como relatado para as fosfatases 4cidas de préstata
humana (OSTROWSKI et alii, 1976), de prostata canina (SAINI & VAN ETTEN,
1978, McTIGUE & VAN ETTEN, 1982) e de figado de carpa (JANSKA &
KUBICZ, 1985).

Assim, de maneira geral, as fosfatases 4cidas de animais podem ser
classificadas em 4 classes, de acordo com a M, e sua localizagio subcelular, a saber:
FAc-1, 200,0 kDa, associada a fragdo microssomal; FAc-II, 100,0 kDa, de origem
lisossomal; FAc-Ill, 40,0 kDa ¢ FAc-IV, de 8,0 a 18,0 kDa, ambas soliveis no
citoplasma (FILBURN, 1973; DE ARAUJO; MIES & MIRANDA, 1976; BAXTER
& SUELTER, 1984).

Porém, quanto as caracteristicas fisico-quimicas e cinéticas podem se

enquadrar em 3 grupos. As fosfatases acidas de APM (> 100,0 kDa), normalmente
sdo inibidas por tartarato ¢ fluoreto e insensiveis a agentes bloqueadores de grupos
-SH ¢ ao formaldeido. Apresentam ao menos uma histidina essencial & catalise,
localizada préximo ou no sitio ativo (VAN ETTEN & McTIGUE, 1977; TAGA,
1979; SKINNGSRUD & NUSTAD, 1982). As fosfatases acidas de BPM (< 20,0
kDa), apresentam grupos -SH reduzidos proximos ou no sitio ativo, implicados no
mecanismo de catdlise (BALDIJAO et alii, 1975). S3o apontadas como isoenzimas
importantes no metabolismo de células diferenciadas nfo proliferantes do tecido
nervoso (CHAIMOVICH & NOME, 1970), em ertrocitos (WHITE &
BUTTERWORTH, 1971) e em células musculares (BAXTER & SUELTER, 1985).
Apresentam marcante inibigio por agentes bloqueadores de grupos -SH, metais
pesados e sdo insensiveis ao tartarato e fluoreto. Suas atividades sdo independente
de metais e exibem, em relagdo s outras classes, wmna maior especificidade quanto
ao substrato (FILBURN, 1973). Uma terceira classe de fosfatases acidas
compreende as enzimas de PMI (entre 30,0 e 60,0 kDa). Apresentam uma baixa
especificidade quanto a substratos embora possa-se identificar uma atividade
significativa sobre nucleotideos fosfatados, piridoxal-5-fosfato, B-glicerofosfato e
NADP™'. A sensibilidade ao tartarato e fluoreto é varidvel, mas ions metalicos e
pCMB interferem fracamente (PANARA; ANGIOLILLO & PASCOLINI, 1989;
VINCENT & AVERILL, 1990a). As FAc de APM e de PMI normalmente sio
glicoproteinas e, especialmente a FAc de PMI, possui um niicleo metilico em sua
estrutura (HARA et alii, 1984; BURMAN et alii, 1986; JANSKA et alii, 1986).

DN———
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Uma rara exceg¢do nos estudos de isoformas enzimaticas é o relato de ANDREWS
& PALLAVICINI (1973), os quais identificaram apenas uma FAc no leite bovino,
Porém, os autores ressaltaram que, em fungfio da técnica empregada no primeiro
passo de purificagio (troca anidnica), nio se podia excluir a existéncia de outra(s)
isoenzima(s) que ndo teria(m) se adsorvido a resina.

1.4. Purificagiio, Caracteristicas Fisico-Quimicas e Cinéticas

Desde a identificagdo da fosfatase acida por ROCHE em 1931, um niimero
imenso de trabalhos tem se referido a purificagio da fosfatase acida de diversas
fontes porém, a grande variabilidade de formas iscenzimaticas com caracteristicas
proprias, impediu a utilizagdo de uma técnica tnica para sua purificagio. Assim, de

APM e PMI, cujos estudos fogem do objetivo de nosso trabalho, destacamos na
Tabela I algumas das referéncias mais significativas.

Quanto as FAc de BPM, um dos primeiros trabalhos de purificagdo foi
realizado por HEINRIKSON em 1969, a partir do figado bovino (M, de 16,0 kDa).
A enzima foi purificada 4300 vezes, com um rendimento de 15% e uma AE. de 52
UE/mg. Exibiu um pH étimo em torno de 5,5 e a atividade permaneceu estavel na
presenga de fosfato ou EDTA, mesmo em solugdes diluidas, mas instivel em
presenga de Mg2t ou 2-mercaptoetanol. Os tnicos substratos hidrolisados em uma
taxa consideréavel foram o p-NPP, a FMN e a glicose-6-fosfato. Uma vez que a
enzima se liga a uma resina de troca catibnica e pode ser eluida pela agfio do
fosfato inorgémico (inibidor competitivo e produto da reagio catalisada pela
enzima), o0 autor sugere que o sitio ativo da FAc de BPM possua uma regido
catidnica, como proposto para a ribonuclease,

CHAIMOVICH & NOME (1970) purificaram a FAc de BPM do cérebro
bovino (13,0 kDa) através de uma modificagio da técnica de HEINRIKSON
(1969). A enzima foi purificada mais de 800 vezes, com um rendimento de 32% e
A.E. de 25 UE/mg. Estudos do efeito do pH revelaram uma larga faixa de pH étimo
(de 4,8 a 5,8); diversos metais divalentes foram testados e apresentaram leve
inibigdo ou nenhum efeito, com excegdio do Cu2* ¢ Hg2t, fortemente inibidores. O
EDTA nio teve efeito e a inibigdo por Hg2t NEM e pCMB, esta altima, revertida
pela adigdo de 2-mercaptoetanol, levaram os autores a sugerir que algum grupo -SH

acordo com a isoenzima de interesse e a fonte de ‘estudo, langou-se mio de .
procedlmentos especxﬁcos Com relag:ao a purificagfo e caracterizagiio de FAcs de
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seria importante para a atividade enzimatica. Estudos de inibigdo e transfosforilagdo
para o metanol usando dois diferentes substratos, realizado por BALDIJAO et alii
(1975), indicaram que a FAc de BPM do cérebro bovino forma uma fosforl-
enzima, sendo que o passo de fosforilagio ndo poderia ser o limitante da
velocidade. Os estudos de inibigdo com pCMB e DTNB indicaram a existéncia de 2
grupos -SH livres essenciais a atividade catalitica. Relataram ainda que o substrato
niio protegia contra a agdio do pCMB, ao contrario, causava inicialmente um
aumento na inibig¢do. Este efeito foi visto como uma mudanga da estequiometria da
inibi¢do, causada pela exposi¢do de um dos grupos -SH na presenga do substrato. A
aparente inibigdo ocorreria através da transferéncia interna do inibidor, de um
grupo -SH para outro. Posteriormente, o papel desses grupos SH foram mais
detalhadamente estudados (BITTENCOURT & CHAIMOVICH, 1976),
concluindo-se que um dos grupos -SH da FAc de BPM do cérebro bovino estaria
envolvido em uma interagdo sensivel a forca ibnica com outro(s) grupo(s) que
afetaria(m) sua reatividade.

TABELA 1. Relacao de fosfatases dcidas de APM e BPM purificadas de
diversas fontes.

REFERENCIA FONTE TECIDO APM PMI
ROBINSON & GLEW, 1980 Humano baco X
DAVIS; LIN & AVERILL, 1981 Humano bago X
RUSCIANO et alii, 1988 Humano prostata X
HAYMAN et alii, 1989 . Humano osteoclastoma X
KUBICZ, WAHEED & VAN ETIEN, 1985 Peixe figado X

KATO et alii, 1986 Rato 0550 X
BINGHAN & GARVER, 1990 Bovino glandula mamaria X
JACOB & SONTAG, 1974 Seringueira Fatex X
RENGASAMY,; SELVAN & GNANAM, 1981 Sorgo membrana tilacoide X
ROSSI et alii, 1981 Milho escutelo X
SUGIURA et alii, 1981 Batata Doce tiber X

PARK & VAN ETTEN, 1986 Girassol semente X
HEFLER & AVERILL, 1987 Batata Doce tiber X

ULLAH & GIBSON, 1988 Soja cotilédone X
KANEKOQ:; KIKUTI & KUBOTA, 1990 Tabaco folha X
MIERNYK, 1992 Milho endosperma X
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A menor das 3 formas da fosfatase acida do figado bovino foi purificada
mais de 9.000 vezes por LAWRENCE & VAN ETTEN (1981) e mostrou-se
homogénea a analise em diversos métodos. A M, foi calculada em 14,4 (Sephadex
G-75), 16,1 (SDS-PAGE) e 16,5 kDa (composi¢do aminoacidos). O estudo revelou
diferengas significantes em relagio a purificagiio anteriormente publicada por
HEINRIKSON (1969); revelou também propriedades comuns as FAc de BPM de
outras fontes, incluindo o efeito de inibidores ¢ a existéncia de um residuo de
cisteina essencial a atividade. Os autores sugeriram ainda que o grupo sulfidrilico
atuava formando um intermediario fosfo-enzima e discutiram que a cisteina do sitio
ativo funcionava ndo apenas como um catalisador nucleofilico na enzima mas
imaginaram-na envolvida na manutengio da estrutura. TAGA & VAN ETTEN

'(1982) purificaram até a homogeneidade a FAc de BPM do figado humano, a qual

apresentou uma cadeia polipeptidica unica e M, de 14,4 kDa (SDS-PAGE). A
analise de aminoacidos revelou 6 residuos de cisteina, 2 de metionina ¢ 3 de
histidina. A enzima catalisou ainda a hidrélise do acetilfosfato com uma velocidade
8 vezes maior que a referida para a acilfosfatase de eritrocito humano. No mesmo
ano, LAIDLER; TAGA & VAN ETTEN, trataram a fosfatase acida de figado
humano com varios reagentes especificos para grupos sulfidrilicos. A analise global
dos resultados € consistente com a interpretagio de que existem 6 grupos
sulfidrilicos livres sendo, ao menos um, essencial 3 atividade enzimatica.

Em 1984, BAXTER & SUELTER relataram um aumento de 80% na
atividade fosfatasica do musculo peitoral distréfico de aves, o qual foi devido a
forma citossélica de BPM. A forma lisossomal ndo apresentou aumento
significante. No ano seguinte, 0s mesmos autores purificaram a enzima de baixo
peso do musculo distréfico. Esta apresentou-se em duas formas, A e B, diferentes
sob diversos aspectos como o p/, especificidade quanto ao substrato € no efeito
causado pela guanosina (somente a forma B ¢ ativada). Ambas enzimas
hidrolisaram FMN, mas somente a forma A hidrolisou a fosfo-tirosina no pH 5,0;
no pH 7,0, somente a FMN e o 4-metil-umbeliferilfosfato foram hidrolisados
significativamente. Entretanto, nenhuma das isoenzimas foi capaz de atuar sobre a
cadeia leve de miosina fosforilada. Os autores verificaram que em tecidos com alta
taxa catabolica a atividade da FAc de BPM era maior e sugeriram um papel ativo
dessas enzimas nestes processos catabolicos (BAXTER & SUELTER, 1985).
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Reforgando a hipétese daqueles autores, CHERNOFF & LI relataram em 1985, um
dos primeiros estudos relacionando a atividade PTPP (fosfotirosina-proteina
fosfatase) com as fosfatases acidas. Esta enzima de 15,0 kDa, purificada por
CHERNOFF & LI em 1983, nio era retida em DEAE-celulose e apresentava
semelhangas com a FAc de BPM de outros tecidos (SHIBKQO & TAPEL, 1963;
HEINRIKSON, 1969; HOFFMAN & DI PIETRO, 1972; DE ARAUJO, MIES &
MIRANDA, 1976; TAGA & VAN ETTEN, 1982). Baseados em publicagdes
anteriores CHERNOFF & L1 (1985) propuseram que qualquer fosfatase capaz de
hidrolisar o p-NPP, independente da forma molecular, localizagio celular ou
tecidual, possuiria uma atividade proteina fosfatase altamente especifica para
proteinas tirosina fosforiladas. Esta atividade poderia representar uma fungdo
biologica das fosfatases acidas. Outro aspecto abordado foi a forte inibigio na

APM. Entretanto, como verificaram uma inibigdo pelo molibdato mais intensa que
com o vanadato, sugeriram maiores estudos a fim de verificar qual deles seria um
inibidor mais especifico das PTPPs,

Em 1988, WAHEED et alii, purificaram até a homogeneidade uma fosfatase
acida da placenta humana ndo identificada por DI PIETRO e ZENGERLE em
1967. Utilizando uma modificagdo do processo empregado por TAGA & VAN
ETTEN em 1982, os autores obtiveram um alto rendimento (43%) possivelmente
devido a eliminaglo da precipitagdo isoelétrica e de repetidas cromatografias de
troca idnica no processo de purificagio. O estudo da especificidade do substrato
mostrou que a enzima era capaz de hidrolisar preferencialmente a Tyr-P em relagdo
a outros aminoécidos fosforilados, bem como a angiotensina I, banda 3 de
eritrécitos e a tirosina quinase p40. Duas caracteristicas sfo muito interessantes
nesta fosfatase acida. A primeira € a inibigo da enzima por DNA e a ligagdo entre
ela e uma matriz DNA-celulose no pH 5,0 e ndo no pH 7,5, o que sugeria que esta
ligagdo era do tipo eletrostdtico. A segunda caracteristica ¢ a presenga de 20% de
aminoacidos hidrofobicos na composigdo da enzima, o que poderia explicar a
formagdo de agregados proteicos em solugdes com baixa concentragio de proteinas
ou em presenga de moderada ou alta concentragio de sais (glicerol a 10-20%
previnia este efeito). Como consequéncia, ocorreria perda da atividade enzimatica
pela formagdo de ligagdes dissulfeto intermolecular entre os grupos tiélicos. Estes
agregados inativos tiveram sua atividade completamente reativada ap6s tratamento
com guanidina-HCl 4M contendo DTT 10 mM seguido de didlise contra tampéo
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acetato 10 mM, pH 5,0.

A atividade fosfo-tirosinica da FAc de BPM citossolica foi demonstrada
novamente em 1989 por RAMPONI et alii. A enzima purificada do figado bovino
atuou sobre o receptor (32P)-autofosforilado do fator de crescimento epidermal,
EGF, (Kp de 4 nM). O o-vanadato e pHMB (p-hidroximercuribenzoato)
significativamente inibiram a reagfo, sugerindo o requerimento de grupos
sulfidrilicos para a atividade PTPP. A enzima apresentou atividade em uma larga
faixa de pH (5,5 a 7,5) e restrita & Tyr-P e ao receptor (32P)-autofosforilado do
EGF, ndio hidrolisando caseina-Ser—(32P), Ser-P ou Thr-P. Os autores sugeriram
que a FAc de BPM citossélica poderia ter um papel regulador na sinalizagdo
transmembrana dependente do receptor do EGF. Nesse mesmo ano, este grupo

detgminguasequéaciadeammeécidgs cgmp]etadestaenzma’Cﬁmpastade S —

residuos de aminoécidos, tendo o grupo amino-terminal acetilado (esta acetilagdo
tem sido postulada como caracteristica de proteinas sintetizadas em polissomos
livres no citoplasma), 8 residuos cisteina na forma tiol livre e a arginina como
residuo carboxi-terminal. A M, calculada pela seqiiéncia foi de 17,9 kDa. Duas
cisteinas (12 e 17) foram detectadas no ou préximas do sitio ativo através da reaggo
com (14C)-iodoacetato na presenga € auséncia de fosfato inorganico (CAMICI et
alii, 1989). Contudo, os autores sugeriram que a Cys-12 era a maior responsavel
pela inativagdo da enzima uma vez que apresentou uma reatividade com o
iodoacetato 3,5 vezes maior que a Cys-17. Ndo foi identificada homologia
seqiiencial com duas isoenzimas de acilfosfatases conhecidas e nem com a fosfatase
acida purpura ou com a Uteroferrina, as quais apresentam o grupo N-terminal livre.

Em 1990, SAEED et alii, purificaram a fosfatase acida de BPM do cérebro
bovino (17,4 kDa) através de um processo envolvendo o uso de cromatografia de
afinidade composta do 4cido p-aminobenzilfosfonico em suporte de agarose. Este
tipo de cromatografia ji havia sido utilizado com sucesso anteriormente por
DISSING, DAHL e SVENSMARK (1979) para a purificagio da fosfatase acida de
BPM de eritrocitos humanos. A purificagdo da FAc de BPM de cérebro bovino por
esta técnica resultou em um rendimento de 14,8%, com uma A.E. de 110 UE/mg. A
enzima consistia de uma cadeia polipeptidica simples e possuia propriedades
cinéticas similares as outras FAc de BPM de outros tecidos, destacando-se a
ativagdio da enzima por compostos como a guanosina e certos alcoois. Este tipo de
ativagio fol anteriormente estudada por TANIZAKI; BITTENCOURT &
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CHAIMOVICH (1977), os quais demonstraram que os nucleotideos de purina ndo
se ligam & enzima livre, mas sim ao intermediario enzima-substrato. A ativagéo
pelo glicerol resultou de uma reagdo de transfosforilagio que competiu
favoravelmente com a reago de hidrolise do intermediano fosfo-enzima. SAEED
et alii (1990) relataram pela primeira vez a forte inibi¢do competitiva da enzima
pelo piridoxal-5-fosfato (Ki de 7 pM), enquanto a piridoxamina-5-fosfato
apresentou um Ki muito maior (13,7 mM), o que sugeria a existéncia de pelo
menos um residuo de lisina no sitio ativo. Estudos com compostos especificos
(iodoacetato e 1,2-ciclohexanediona) revelaram ainda que a enzima devia possuir
a0 menos uma cisteina e arginina no sitio ativo. Com relagfo a especificidade de
substrato destacaram que a FMN foi o tnico substrato fisiologico hidrolisado em

uma taxa consideravel e a hidrolise da Tyr-P reforgava a possibilidade da enzima

- estar envolvida na desfosforilagéo de proteinas fosforiladas em tirosina.

Ainda em 1990, DISSING ¢ SVENSMARK, purificaram seis isoenzimas
(As, Bs, Cs, Af, Bf, Cf) da fosfatase acida de eritrocitos humanos (ACP1) até a
homogeneidade. O processo de purificagdo envolveu uma cromatografia de troca
ibnica e duas cromatografias de afinidade (acido p-aminobenzilfosfonico-
Sepharose). O rendimento obtido foi de 34% com uma A.E. de 36 e 49 UE/mg de
proteina, para as formas fe s, respectivamente. A M, das isoenzimas foi estimado
entre 17 e 18 kDa, sendo que o da forma f era ligeiramente superior ao da forma s.
Estas duas formas apresentaram ainda significantes diferengas quanto a alguns
pardmetros cinéticos e fisico-quimicos. As isoenzimas f, geneticamente diferentes,
apresentaram caracteristicas idénticas ou similares entre si, o mesmo ocorrendo
com as isoenzimas s.

No mesmo ano, ZHANG ¢ VAN ETTEN, purificaram a fosfatase acida de
BPM de coragéio bovino, com um rendimento de 31% e AE. de 114 ¢ 86 UE/mg ¢
K;s de 0,38 € 14 mM para o p-NPP e Tyr-P, respectivamente. Devido a semelhanga
das caracteristicas fisico-quimicas e cinéticas com as fosfatases 4cidas de coragio
bovino (CHERNOFF e LI, 1985), de placenta humana (WAHEED et alii, 1988) e
de cérebro bovino (RAMPONI et alii, 1989) os autores propuseram que o papel
fisiologico desta enzima serta o de agir como uma PTPP. Baseados na
especificidade para derivados Tyr-P e na potente agfio inibitoria do vanadato,
reforgaram a hipotese de que esta inibigio seletiva pelo vanadato dever-se-ia a
formagdo de um éster tirosina-vanadato, similar ao substrato (ou ao estado de
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transi¢do). O éster tirosina-vanadato seria um inibidor mais potente das PTPP, do
que o vanadato sozinho. Isto foi reforgado pela observacdo de que a constante de
equilibrio para a esterificagio da tirosina-vanadato € muitas vezes maior que a
constante de equilibrio para éster de serina- e treonina-vanadato. Relataram ainda
que a velocidade global de hidrélise do p-NPP na presenca de um aceptor
nucleofilico (alcool) aumentava sensivelmente em relagdo ao controle, composto
apenas pela agua como nucledfilo, enquanto o nivel de fosfato inorginico
produzido permanecia relativamente constante. Estudos mecanisticos e cinéticos
detalhados sobre a reagéio de hidrolise catalisada pela fosfatase acida de BPM do
coragdo bovino foram desenvolvidos por ZHANG & VAN ETTEN em 1991. Estes
autores concluiram que a quebra do intermediario fosfo-enzima era o passo
limitante da reagdo, confirmando a hipotese sugerida anteriormente (HICKEY &

1975; TANIZAKI; BITTENCOURT & CHAIMOVICH, 1977).

Concomitantemente, DISSING, JOHNSEN e SENSABAUGH (1991),
determinaram a seqiiéncia de aminoacidos das isoenzimas Bf e Bs codificadas pelo
alelo ACP1*B. Elas exibiram estruturas primarias similares, mas ndo idénticas,
com uma umica cadeia polipeptidica de 157 residuos, acetilada no residuo de
alanina N-terminal. Ambas isoenzimas nfo apresentaram glicosilagdo e os pesos
moleculares estimados foram de 17.9 ¢ 17.8 kDa para as isoenzimas f e s,
respectivamente. Os autores ressaltaram a grande homologia entre a isoenzima Bs e
a fosfatase acida citossolica do figado bovino. Nenhuma homologia foi encontrada
com outras proteinas sequenciadas, estabelecendo que esta fosfatase acida de BPM
seria produto de uma familia de genes distintos.

ZHANG:; DAVIS & VAN ETTEN (1992) realizaram estudos de modificagdo
covalente € inativagdo dirigida ao sitio ativo com a finalidade de identificar os
residuos presentes no sitio ativo da PTPP de BPM do coragdo bovino. A re-analise
de diversos experimentos anteriormente realizados deveu-se ainda a constatagdo de
que o tampdo cacodilato era um inibidor competitivo da enzima do figado bovino.

- Os resultados obtidos sugeriram que ao menos um residuo de arginina, dois de

cisteina € um de histidina estariam proximos ou no sitio ativo. O estudo revelou que
a histidina do sitio ativo podia ter duas fungGes: durante a fosforilagdo da enzima,
ela podia atuar como um acido, doando um proéton para o grupo que sai, facilitando
a partida do fenol ou alcool. Ou ainda, na desfosforilagio do intermediario

. VAN, ETTEN, 1972; OSTROWSKI & BARNARD’ }973; BALDIJAO et alii, s
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fosfoenzima, a histidina agiria como uma base, auxiliando o ataque nucleofilico de
uma molécula de dgua. Ainda em 1992, CHIARUGI et alii postularam diferentes
papéis para quatro cisteinas presentes na PTPP do figado bovino. Estes
expressaraim a enzima como uma proteina associada a proteina ligadora de maltose
em E. coli. Os autores concluiram que Cys-12 e 17 estavam envolvidas diretamente
no sitio ativo da enzima ¢ sugeriram que Cys-62 e 145 possuiam apenas papel
secundario na atividade catalitica desta enzima.

A fim de facilitar uma detalhada anilise da estrutura e fungdo da PTPP de
BPM do coragido bovino, WO et alii (1992), a clonaram, sequenciaram, e a
expressaram em E. coli. A enzima expressa era solivel e cataliticamente ativa,
sendo facilmente isolada e purificada. A proteina recombinante apresentou M, de

-18,0 kDa (SDS-PAGE) ¢ reagdo cruzada com o anticorpo-obtido contra as enzimas-—

do coragdo bovino e placenta humana. A seqiiéncia de aminoacidos da regido N-
terminal da proteina expressa, apos a remogdo da metionina, mostrou-se idéntica 3
da enzima isolada diretamente do tecido bovino exceto pelo fato de que esta Gltima
possuia como N-terminal, uma alanina acetilada. Levando-se em conta os limites de
erro experimental, os autores concluiram que as propriedades cinéticas da proteina
recombinante e nativa eram as mesmas. As andlises acerca de um intermediario
covalente resultaram na identificagio de um cisteinil fosfato. Estes resultados em
conjunto com os de ZHANG; DAVIS & VAN ETTEN (1992), levaram este grupo
de pesquisadores a propor um modelo de estrutura do sitio ativo e seu mecanismo
de reagdio. O sitio ativo da enzima conteria uma bolsa hidrofébica composta, ao
menos, por outros quatro grupos funcionais: um residuo de arginina, um de
histidina e dois de cisteinas. A bolsa hidrofobica define um importante elemento na
especificidade do substrato uma vez que substratos com estruturas aromaticas sfo
preferencialmente ligados (ZHANG & VAN ETTEN, 1990). A fungio do residuo
de arginina seria, presumivelmente, o de providenciar uma interag¢fio idnica com o
fosfato e, assim, ancorar ¢ orientar o substrato. O residuo de cisteina com pKa de
7.5 (medido em presenga de iodoacetamida ou epoxidos especificos para o sitio
ativo) atuaria como nucledfilo do sitio ativo fosforilado durante o "turnover” da
enzima. Podendo ainda participar em uma estrutura de par i6nico tipo His/Cys-,
no complexo enzima-substrato. O residuo de histidina poderia atuar como um acido
em potencial doando um préton para o oxigénio do grupo que sai (fenol),
facilitando sua liberagdo. Por outro lado, na desfosforilagio o residuo de His atuaria
como uma base, auxiliando o ataque nucleofilico da 4gua uma vez que a ligagdo
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cisteinil-fosfato isolada nio era muito reativa. O aumento na velocidade de reagio,
comparada com a quebra espontinea de uma ligagfio tiol fosfato, poderia ser
devido, a0 menos em parte, aos efeitos de orientagdo e polarizago causado pela
arginina, uma vez que poderia se esperar que isto facilitasse o ataque nucleofilico
da fosfoenzima pela 4gua. O esquema cinético pode ser descrito por uma sequéncia
ordenada uni-bi com no minimo quatro passos (ZHANG & VAN ETTEN, 1991):

| ] K2 K3 K4
E+pNFP ¢ EepNPP 3  E-P ¢ EoP ¢ E+P
K K2 pNFenol ¥-3 K4

Muito embora avangos tenham sido obtidos no desenvolvimento de técnicas

cinéticas, quase nada se sabe de definitivo com relagfio ao seu papel fisiologico e
substratos naturais. Um dos primeiros substratos sugeridos como fisioldgicos foi a
FMN, a qual teria modificada sua permeabilidade através das membranas celulares,
pela agdo da FAc de BPM (TAGA & VAN ETTEN, 1982). Apesar de diversos
autores relatarem a hidrolise da FMN pela FAc de BPM (TAGA & VAN ETTEN,
1982; SAEED et alii, 1990), poucos trabalhos estudaram mais a fundo esta
caracteristica. ZHANG & VAN ETTEN (1990) utilizaram a FMN e alguns
analogos como substratos, apesar de serem formalmente ésteres alquil fosfatos.
Demonstraram claramente que o substrato deve possuir algum tipo de grupamento
aromatico ligado a sua estrutura. A distincia entre a estrutura aromatica e o grupo
inorgdnico também € importante e até a presenga de um grupo hidroxil adjacente
pode ser favoravel. Em 1992 FUCHS; SHEKELS & BERNLOHR caracterizararam
cineticamente a atividade FMN-fosfatase da isoforma f da FAc de adipécitos. Esta
isoenzima também apresenta uma atividade PTPP. Para este fim os autores
utilizaram FAc de BPM codificada pelo gene humano ACP1 e clonado como uma
proteina associada (GST-HAAPB), capaz de hidrolisar in vitro a Tyr-P, fosfo-
ALBP (proteina fosforilada do adipocito ligadora de lipidio) e FMN. Os resultados
mostraram que a atividade catalitica sobre a FMN foi maior do que sobre a Tyr-P
ou fosfo-ALBP; a atividade FMN-fosfatase esta localizada, em sua maioria (90%),
no extrato solivel e seu perfil de eluig¢do coincide com o da atividade da FAc de
BPM codificada pelo gene ACP1.

Muito embora a presenga do fosforo nas proteinas seja conhecida ha cerca de
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~de purificagdo da fosfatase icida de BPM e no estudo de suas caracteristicas
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100 anos, sua importincia tem crescido desde a descoberta da regulagéo de enzimas
pela fosforilagdo reversivel. O interesse atual remonta aos trabalhos de KREBS,
FISCHER & LARNER no periodo de 1955 a 1970, quando descobriram que o
controle neural ¢ hormonal do metabolismo do glicogénio nos musculos
esqueléticos era mediado por mudangas no estado de fosforilagdo das enzimas
glicogénio fosforilase, fosforilase quinase e glicogénio sintetase. Estas
permaneceram como os unicos exemplos deste fendmeno até os anos 60 quando a
situagdo mudou rapidamente apés a descoberta da proteina quinase dependente do
AMP-ciclico. Como resultado, um crescimento extraordinarioc e ainda acelerado
nesta area exibe dezenas de enzimas e incontaveis outras proteinas reguladas desta
maneira.

A firme associagfio do fosfato a proteina ocorre de variadas formas. A mais
comum envolve a esterificagdo do fosfato a Ser e Thr com quantidades menores
ligadas & Lys, Arg, His, Asp, Glu e Cys. A ligagdo a residuos de Tyr ocorrem com
frequéncia bem menor, normalmente de 0,01 a 0,05% do contetdo total de fosfo-
aminoacido de uma célula normal (HUNTER & SEFTON, 1980), entretanto, estes
valores crescem para 1 a 3% quando as células sfio infectadas por virus (SEFTON
et ali, 1981; FRANK & SARTORELLI, 1986). A fosforilagio reversivel de
proteinas € agora reconhecida como sendo o maior mecanismo de controle de
eventos intracelulares em células eucaridticas (KREBS & BEAVO, 1979; COHEN,
1982, COHEN, 1989). Processos tdo diversos quanto o metabolismo, contragio,
transporte € secregao através da membrana, transcrigfo e tradugio de genes, divisio
celular, fertilizagdo e mesmo a memoria, sio todos regulados por esta versatil
modificagdo pos-tradugio. A fosforilagdo (ou desfosforilagio) de residuos de Ser,
Thr e Tyr disparam mudangas conformacionais em proteinas especificas, alterando
suas propriedades bioldgicas. O nivel de fosforilagio em qualquer momento, reflete
a atividade relativa de proteinas quinases e fosfatases que catalisam o processo de
interconversio.

As estruturas e fungdes de algumas proteinas quinases e seus mecanismos de
regulagdo sdo bem conhecidos. Algumas sdo especificas para determinado substrato
enquanto outras fosforilam uma variedade de proteinas intracelulares. A atividade
de proteinas quinases sdo controladas por diversos meios, mais freqiientemente por
segundo mensageiros € efetores alostéricos e pela fosforilagdo (MILLER,
BENORE-PARSONS & WHITE, 1982, HUNTER & COOPER, 1985;
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CARPENTER, 1987, BUDDE & CHOLLET, 1988, LORD et alii, 1991;
VALLANCE & WHETTON, 1991; LEDBETTER et alii, 1991; COHEN, 1992).
Similarmente a0 que ocorre com as proteinas quinases, as Ser/Thr-proteinas
fosfatases tem sido alvo de intensos estudos com relagio a sua estrutura,
especificidade de substrato e regulagio em células eucaridticas, mostrando
inclusive que os procedimentos empregados para a identificagio e quantificagfo das
proteinas fosfatases em células animais sdo também aplicaveis a plantas superiores
(DEANA et ali, 1982; POLYA & HARITOU, 19838; COHEN, 1989;
MacKINTOSH & COHEN, 1989; MacKINTOSH, COGGINS & COHEN, 1991;
YUPSANIS et alii, 1993). A despeito da grande importincia da fosforilagdo (e
desfosforilag¢do) de Ser/Thr-proteinas, muita atencdio tem sido focalizada na
fosforilagdo da Tyr em proteinas celulares por quinases especificas. Este tipo de
fosforilagdo tem sido relacionado com a regulagio de atividades celulares incluindo
proliferagdo, diferenciagdo e transformagdio. Diversos estudos relataram que o
conteddo de Tyr-P aumenta em até 500 vezes apos a transformagdo causada por
retrovirus oncogénicos onde proteinas necessarias para a transformagio neoplésica
de diversos virus tumorogénicos exibiram atividade Tyr-quinase (BISHOP, 1985).
A identificagdo de Tyr-quinases ndo-virais, especialmente receptores de fatores de
crescimento, também reforgam a importéncia da fosforilagdo de residuos de Tyr na
fisiologia de células ndo transformadas (HUNTER & COOPER, 1985;
CARPENTER, 1987). Assim, a fim de que o sistema de fosforilagdo da Tyr sirva
como um importante mecanismo fisiologico de regulagdo, o processo deve ser
reversivel, isto €, o processo de remogdo do fosfato do residuo de Tyr tem que
existir. A atividade enzimitica responsavel pela desfosforilagio de proteinas
fosforiladas em tirosina é desempenhado pelas fosfo-tirosina proteinas fosfatases
(PTPP). E razoavel esperar que o nivel de proteinas fosforiladas em tirosina na
célula, resulte do balango da atividade tanto de Tyr-quinases quanto das PTPP
(POT & DIXON, 1992; WALTON & DIXON, 1993).

Dentre diversos trabalhos que reforgaram esta relagdo entre as Tyr-quinases e
-fosfatases, destacam-se dois relatos. KLARLUND (1985) demonstrou que, em
cultura de células NRK-1, a inibigdo da atividade PTPP através da acio do
vanadato resultava na indugdo da transformagido celular. O efeito foi dose-
dependente, reversivel e ocorren em outras trés linhagens de células de
camundongo. Resultados semelhantes foram obtidos por KREMERSKOTHEN &
BARNEKOW (1993), utilizando células de fibroblasto de embrifio de galinha.
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FRANK & SARTORELLI (1986) demonstraram que, apesar da atividade Tyr-
quinase total aumentar marcadamente durante a diferenciagio granulocitica e
monocitica, esta atividade foi contrabalangada por uma grande elevagio da
atividade PTPP, sendo muito maior nas células maduras do que nas células HL-60
indiferenciadas, sugerindo que esta mudanga é importante para a maturagio.

A analise do efeito indutor do vanadato na acumulagfio de fosfo-tirosina
juntamente com a ativagio de consumo de O; em células HL60 diferenciadas e
permeabilizadas, demonstrou que estes efeitos dependem da presenga de NADPH
(TRUDEL, PAQUET & GRINSTEIN, 1991). Tragos de superéxido (produzido
pela mitocondria ou membrana microssomal) converteria o vanadato em V(41)-00
e V(4+)-OOH em presenca de NADPH, os quais parecem ser as espécies
biolégicamente - ativas. Os peréxidos do vanadato sio potentes inibidores “da
atividade PTPP, possivelmente pela formagio de um analogo do estado de transigio
(STANKIEWICZ & GRESSER, 1988), o que resultaria no acumulo de proteinas
fosforiladas em Tyr em fungdo da agSo continua de proteinas quinases
constitutivas. A fosforilagdo de proteina(s) envolvida(s) na ativagio da NADPH-
oxidase promoveria um grande aumento na respiragio, gerando mais superéxido. O
superéxido produzido pelo estimulo da oxidase iria por sua vez aumentar a
concentragdo de V(4H)-00 e V4H-0O0H, amplificando fortemente a fosforilagdo e
conseqiientemente o consumo de Op. Destaca-se ainda o efeito sinergistico entre o
vanadato € a agua oxigenada mimetizando os efeitos da insulina, como por
exemplo, o estimulo da fosforilagdio em diversas proteinas. Quando combinados,
estes compostos apresentavam efeitos maiores do que a soma de seus efeitos
individuais, os quais parecem ser secundarios a inibigio da atividade PTPP
(KLARLUND, 1985; STANKIEWICZ & GRESSER, 1988; TRUDEL, PAQUET &
GRINSTEIN, 1991; GORDON, 1991).

As PTPP foram identificadas em diversos tecidos de mamiferos ¢ plantas,
apresentando-se sob diversas formas com seu M, variando de 15 kDa a mais 100
kDa; de maneira geral sdo fortemente inibidas por Zn2*, vanadato e molibdato. No
entanto, a sensibilidade a presenga de Mn2*, Ca2*, Mg2* e EDTA varia dentre as
diversas formas de PTPP. A mesma diversidade ¢ encontrada com relagio a
dependéncia de grupos tidlicos onde algumas formas sfio fortemente dependentes
destes comnpostos (SHRINER & BRAUTIGAN, 1984). Quanto ao pH étimo,
porém, normalmente a atividade ¢ maxima em meio neutro (CHERNOFF & LI,
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1983 e 1985). Em fungio da existéncia de diversos tipos de PTPP com
propriedades distintas, diversas técnicas de purificagdo ¢ de ensaio da atividade
foram estabelecidas (USHIRO & COHEN, 1980; LIN, 1980; CHERNOFF & L1,
1983; CILARI, BRUNATI & MORET, 1986; CHENG & TAQ, 1989; LAU,
FARLEY & BAYLINK, 1989; HUNTER, 1989; TROWBRIDGE, 1991; MILLAR
& RUSSEL, 1992; POT & DIXON, 1992). A anilise das diferengas entre este
grupo de enzimas e as Ser- Thr-fosfatases, bem como as similaridades entre as
proteinas com atividade especifica sobre proteinas fosforiladas em residuos de Tyr,
demonstram claramente que as PTPP consistem de uma classe separada de enzimas
(CHARBONNEAU et alii, 1988; TONKS et alii, 1988; TONKS, DILTZ &
FISCHER, 1988a e b; CHARBONNEAU et alii, 1989; COOL et alii, 1989).

—.Um relato excitante com relagdo a este aspecto foi apresentadopor LEIS & - —

KAPLAN (1982). Estes identificaram uma fosfatase acida na membrana plasmaética
do astrocitoma humano com marcada especificidade sobre proteinas fosforiladas
em tirosina, ndo hidrolisando B-glicerofosfato, o-fosforilcolina, 5'-AMP, 0-Ser-P ou
o-Thr-P. Posteriormente, diversos autores relataram a identificagdo e purificagéo de
fosfatases acidas com especificidade para Tyr-P e/ou proteinas-P em diversos tipos
de tecidos como na membrana tilac6ide de cloroplastos do trigo (YANG; DANKO
& MARKWELL, 1987), no osso (LAU; FARLEY & BAYLINK, 1987), na
placenta humana (WAHEED et alii, 1988), no soro de pacientes com céncer de
prostata (NGUYEN; CHAPDELAINE & CHEVALLER, 1990), em Pseudomonas
pseudomallei e Pseudomonas cepacia (KANAI & KONDO, 1991). Recentemente,
VINCENT & AVERILL (1990b), analisaram a seqiiéncia de aminoicidos de
algumas fosfo-proteinas fosfatase e fosfatases 4cidas parpura humana e
encontraram regides de homologia entre as sequéncias, Concluiram através de seus
resultados e outros estudos analiticos, que as fosfo-proteinas fosfatase 1, 2A e 2B
sdo, provavelmente, metaloenzimas contendo ferro ou zinco, com sitios ativos
estruturalmente iguais ou muito semelhantes aqueles apresentados pelas fosfatases
acidas purpura.

Atualmente o progresso neste campo defronta-se com dois problemas
basicos. Primeiro, o desconhecimento dos verdadeiros substratos fisiologicos destas
enzimas € seus possiveis efetores/inibidores. Segundo, pelas dificuldades para sua
purificagdo, muitas vezes resultando na obten¢do de pequena quantidade da enzima,
nem sempre homogénea, dificultando a realizagfio dos estudos cinéticos e fisico-

PR—



Introdugie -24-

quimicos. Estes problemas sio também sentidos com relagdo ao estudo destas
enzimas em plantas, onde a identificacdo da atividlade PTPP ocorre mais
escassamente que nos tecidos de mamiferos.

1.5. Importincia do Estudo da Fosfatase Acida

Como amplamente abordado nos itens anteriores, a fosfatase acida mostra-se
ubiquamente distribuida na natureza e em diversas formas moleculares com
caracteristicas distintas. Além deste aspecto, a literatura é rica em relatos
associando a atividade enzimética alterada (quer aumentada, quer diminuida) em
diversos processos patologicos, especialmente aqueles envolvendo processos
infecciosos, inflamatérios ou tumorais. Exemplificando podemos citar que os niveis

_ou a atividade enzimitica da fosfatase icida de APM ou PMI encontra-se

aumentada no extrato de tecido gengival de pacientes com periodontopatias (KINA,
1987); no soro de pacientes com carcinoma de prostata (HUDSON, TSUBOI &
MITTELMAN, 1955), de pacientes com desordens renais (KUMAR & GUPTA,
1971), de pacientes com doenga de Gaucher (ROBINSON & GLEW 1980), de
pacientes com leucemia reticulo endotelial (KETCHAM et alii, 1985); na saliva de
pacientes com cédncer bucal (POLICE & D'ALISE, 1961); no liquido sinuvial de
pacientes com artrite reumatdide (BECKMAN et alii, 1971); no fluido uterino
humano, podendo ser um indice de infertilidade (SINGH, 1991); a fosfatase acida
serve também para o acompanhamento do tratamento da osteoporose em pacientes
submetidos a ovariectomia (STEPAN et alii, 1989). Pode ainda ser utilizada como
marcador histoquimico para estudo de osteoclastos (COLE & WALTERS, 1987);
como marcador da viruléncia de populagdes de promastigotos de Leishmania
donovani (SINGLA; KHULLER & VINAYAK, 1992) e como marcador do
processo de mielinizagdo em cérebro de rato em desenvolvimento (NG; CHAN &
TAM, 1993); como marcador de macréfagos ativados (SCHINDELMEISER:
GULLOTTA & MUNSTERMANN, 1989).

O interesse no estudo da FAc de BPM se deve a sua possivel participagio
nos processos de proliferagdo, crescimento e diferenciagio celular uma vez que
algumas isoenzimas séio capazes de catalisar a hidrolise de proteinas fosforiladas
em residuos de Tyr. Contudo, sua fungfo biolégica ainda ndo foi determinada nem
tampouco seus substrato fisiolégico. A compreengdo mais profunda do papel
representado pela fosfatase acida nestes processos somente sera possivel apos um
estudo mais detalhado das propriedades cinéticas dessas enzimas, o que contribuiria
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para o esclarecimento de seu mecanismo de agdo. Os resultados até hoje obtidos
permitem sugerir o envolvimento desta enzima com o metabolismo de
fosfolipideos, na regulagio das enzimas que necessitam de piridoxal-fosfato, no
transporte de esterdides, no metabolismo da vitamina Bg, no metabolismo 6sseo e
dental, na espermatogénese (SCHMIDT, 1961; TAGA, 1979), na metamorfose,
durante a redugdo e perda da cauda dos urodelos (BENSON, 1972) e de girinos
(FILBURN & VANABLE, 1973; ROBINSON, 1972).
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2. PROPOSICAO

Em fungdo das variadas caracteristicas apresentadas por FAc de BPM nos
diferentes tecidos onde foi detectada, nfo ha uma técnica Winica para sua
purificagdo, sendo necessario estabelecer metodologias especificas a cada tecido
em estudo. Algumas publicagdes t&ém relatado técnicas de purificagdo caras com o
uso de cromatografias de afinidades, as quais nem sempre sio disponiveis aos
laboratérios com recursos hmitados. Além disso, a analise da literatura nos revela a
existéncia de poucos trabalhos voltados para o estudo da FAc de BPM, em especial
a do rim bovino. HEINRIKSON relatou em 1969 a obten¢iio da FAc de BPM com
uma aparente homogeneidade e A.E. de 45 UE/mg de proteina. Nenhum outro

publicaram a purificagfo e caracterizagdo de duas isoenzimas da FAc de PMI do
rim bovino. Para efeito de comparagio de algumas propriedades, também
purificaram as isoenzimas de APM e BPM. Neste trabalho, os autores analisaram o
perfil destas isoenzimas nos diversos orgios de bovinos, comparando com o de
rato, coelho, suino, ciio e cobaia. A atividade relativa entre as 3 formas revelou que
em diversos orgdos de bovinos, inclusive o rim, cerca de metade da atividade
enzimética era proporcionada pela FAc de BPM. De toda atividade apresentada no
extrato de rim, cerca de 50% localizava-se no cortex renal, 15% na medula e 30%
na papila. FUJIMOTO et ali realizaram a purificagdo através da mesma técnica
empregada por HEINRIKSON, 1969. Nio apresentaram os dados de uma tabela de
purificagdo, ndo sendo possivel calcular o rendimento ou atividade especifica.

Assim, a auséncia de um trabalho especifico e profundo sobre a purificagio e
caracterizag@o da Fac de BPM do rim bovino, aliada a detecgio de uma possivel
atividade PTPP, nos conduziram ao estudo desta enzima. O presente trabalho tem
como objetivo a purificagio da fosfatase acida de BPM do rim bovino e sua
caracterizag8o por parametros eletroforéticos, fisico-quimicos e cinéticos. O projeto
visa abordar dois pontos fundamentais como a utilizagdo de uma metodologia
simples e de baixo custo para a purificagiio da fosfatase acida de BPM constituido
de fracionamento com sal neutro, precipitagio isoelétrica, uso de colunas
cromatograficas de troca idnica e exclusdo molecular. A enzima purificada sera
caracterizada quanto a seus pardmetros cinéticos, como Vmax , Ky, especificidade
de substrato, inibidores, efeito da temperatura e do pH, estabilidade térmica aliada
ao estudo de possiveis efetores de sua atividade e de provaveis aceptores de fosfato.

. parametro._foi _investigado.  Posteriormente, FUJIMOTO _et. alii, .em 1984, . .. ... ..
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. Material
3.1.1. Obtencgdo do rim bovino

O rim bovino foi obtido do frigorifico Mondelli, Bauru (SP), removido logo
apos o sacrificio do animal, transportado para o laboratério em gelo moido, Iimpo e
estocado a -20 OC,

3.1.2. Reagentes

Resinas para as colunas cromatograficas: SP-Sephadex C50-120 e Sephadex

~ G25 (Sigma Chemical Co.); Superdex HR 70 10/30 (Pharmacia).

Reagentes para eletroforese: Acrilamida, N'-N'-Metilenebisacrilamida,
TEMED, Persulfato de Aménio, Azul de Bromofenol, Riboflavina, Coomassie
Brilliant Blue, Fast Blue BB e 8-Naftil Fosfato (Sigma Chemical Co.).

Substratos: p-Nitrofenil Fosfato, B-Naftil Fosfato, Flavina Mononucleotideo,
Tirosina Fosfato, Serina Fosfato, Treonina Fosfato, B-Glicerofosfato, AMP, D-
Glicose-1-Fosfato, Piridoxal-5-Fosfato, Acido-6-Fosfoglicurdnico (Sigma Chemical
Co.).

Inibidores: Molibdato de Amé&nio, Fluoreto de Sédio, EDTA (E. Merck
Darmstadt), o-Vanadato, m-Vanadato, pCMB, Piridoxal-HCl (Sigma Chemical
Co.).

Reagentes para preparo dos tampdes: Acido Acético, Glicina (E. Merck
Darmstadt); Hepes, Imidazol, Glicil-glicina, Tris (Sigma Chemical Co.).

Reagentes redutores de tidis: Ditiotreitol, Glutationa Reduzida, 2-
mercaptoetanol (Sigma Chemical Co.).

PadrGes para determinagio da A4,: para filtragio em gel (Pharmacia) e SDS-
PAGE (Sigma Chemical Co.).

Todos os demais reagentes utilizados possuiam grau analitico. As solugdes
foram preparadas com agua bi-destilada e deionizada.

[E A ———
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3.2. Métodos
3.2.1. Determinaciao da Atividade Enzimatica

Para a determinagdo da atividade, a menos que se indique especificamente, a
enzima foi diluida em tampdo acetato 100 mM, pH 5,0, imediatamente antes do
ensaio, ¢ mantida a 4°C.

A atividade enzimatica foi determinada através de dois métodos: formagéo
do p-Nitrofenol, utilizando o p-NPP como substrato e determinando-se a
quantidade de fosfato liberado, utilizando-se outros fosfatos organicos como
substratos.

a) Determinacdo do p-Nitrofenol (p-NFenol)

Para um volume final de 2,0 mL, a reag#o foi iniciada pela adi¢do da enzima
a um meio contendo 100 mM de tampido acetato de sodio, pH 5,0, e 5 mM do p-
NPP. A paralisagdo ocorreu pela adig@o de 1,0 mL de NaOH 1,0 N, apos incubagdo
por 2 min a 37°C. Nos controles a enzima foi adicionada apds a colocagio do
NaOH.

A formag@o do p-Nitrofenol foi determinada espectrofotometricamente pela
leitura da absorgdo a 405 nm (espectrofotdmetro DU-2, Beckman), tomando-se o
valor de 17.800 M-l cm-1 como coeficiente de extingdo molar da forma do p-
nitrofenéxido (CHAIMOVICH & NOME, 1970). A reagdo ocorre segundo o
seguinte esquema:

E

p-Nitrofenil Fosfato p-Nitro Fenol

Meio
Alcalino

Y
Abs 405 nm

(ESQUEMA 1)

Uma Unidade de Atividade Enzimatica (UE) ¢ definida como a quantidade
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de enzima necessaria para produzir 1 pmol de p-Nitrofenol por minuto.

A Atividade Enzimitica Especifica (A.E.) é expressa como Unidade de
Atividade Enzimatica por miligrama de proteina (A.E. = UE/mg).

b) Determinagdo do Fosfato Inorgdnico

A velocidade da reagio também foi determinada pela quantificagio do
fosfato liberado durante a hidrélise do substrato, como descrito por LOWRY &
LOPES (1945). A reagdo procedeu essencialmente como descrito em (3.2.1.a),
exceto pela paralisagio do ensaio com 1,0 mL de molibdato de aménio 3% (em
acetato de sodio 0,2 M, pH 4,0). A coloragio foi desenvolvida pela adigdo de acido
ascorbico 1% (em acetato de sédio 0,2 M, pH 4,0). Nos controles a enzima foi
adicionada apos a paralisagio com molibdato de amonio 3% em todos os ensaios.
Ap6s 30 min a temperatura ambiente, mediu-se a absorbincia a 700 nm.
Coeficiente de extingdo molar do azul de molibdénio: 4.000 M-I.cm-1. Este
método baseia-se na seguinte reagdo:

Meio

Molitjda:ito + Fosfato > Acido‘ ’
Aménio Acido Fosfo-Molibdico
Acido + Redutor , Azul iie'
Fosfo-Molibdico (Ascorbato) Mclibdénio
{Abs 700 nm)
(ESQUEMA 2)

3.2.2. Determinacio de Proteina

A proteina foi quantificada pelo método de LOWRY como descrito por
HARTREE (1972). A reagdio foi iniciada pela adigdo de 2,0 mL do Reagente C a
0,2 mL da Amostra. Ap6s 10 min, adicionou-se 0,2 mL do Reagente de Folin (1:1).
A leitura da Absorbéncia foi realizada a 660 ou 750 nm ap6s 30 min de espera a
temperatura ambiente. Como padrio utilizou-se a albumina de soro bovino.
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. Reagente A - Carbonato sodio 2% em NaOH 0,1 N

. Reagente B - CuS04.5H»0 0,5% em Citrato de Sodio 1%
. Reagente C - 1 mL Reagente B + 50 mL Reagente A

. Reagente de Folin-Ciocalteau (diluido 1:1 em H»O)

O perfil proteico obtido das colunas cromatograficas foi estabelecido através
da leitura direta da Axgg (LAYNE, 1957).

3.2.3. Tratamento das Resinas

A resina de troca idnica SP-Sephadex C50-120 e a de filtragdo em gel

Sephadex G-25 foram hidratadas com 4gua deionizada e, posteriormente, tratadas

com o tampdo de equilibrio adequado de acordo com FISHER (1969).
Imediatamente antes da montagem da coluna a suspensdo contendo a resina foi
deaerada.

3.2.4. Concentracio da Solugio Proteica

As soluges proteicas (concentragdo proteica maior que 1,0 mg/mL) foram
concentradas por precipitagio com sulfato de amdnio solido a 60% de saturagiio. A
concentragdo de solugdes diluidas nas etapas finais de purificagio foi realizada por
ultrafiltragdo sob pressio de nitrogénio em wum aparelho AMICON R.402,
utilizando-se membranas Millipore do tipo UM-10 e PM-10.

3.2.5. Purificacio da Fosfatase Acida de BPM do Rim Bovino
As etapas abaixo descritas foram realizadas a 4 0C.

O rim bovino, fresco ou descongelado (1,5 kg), cortado em fatias e moido
em um processador de carnes doméstico (Britinia), foi homogeneizado em tampio
acetato 300 mM, pH 5,0 (homogeneizador Omni-mixer, 3 min, veloc. max.), na
proporg¢do de 1,0 g de tecido para 4,0 mL de tampdo. A solugdo final obtida
permaneceu sob agitagfio por 60 min. Em seguida, centrifugou-se 0 homogeneizado
a 10.000 x g, por 20 min. Desprezado o precipitado, coletou-se o sobrenadante, o
qual foi filtrado em gaze dobrada 4 vezes. O efluente obtido constituiu o extrato
limpido.
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Fracionamento com Sulfato de Aménio

Realizou-se o fracionamento a 30% de saturagio adicionando-se sulfato de
amodnio s6lido (164 g por litro de solugio) ao extrato que permaneceu sob agitagio
lenta por 2 horas. Em seguida, centrifugou-se a 10.000 x g, por 20 min. O
precipitado foi desprezado e coletou-se o sobrenadante ao qual adicionou-se sulfato
de aménio até 60% de saturagio (181 g por litro de solugdo). Adicionado
paulatinamente todo o sal, a solugio foi deixada sob agitagio lenta por 2 horas.
Apds este periodo, centrifugou-se novamente a solugdo a 10.000 x g por 20 min.
Desta vez o sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspenso, no menor
volume possivel, em tampdo acetato 10 mM, pH 35,0, contendo cloreto de sodio 250
mM.

Precipitagdo Isoelétrica

A solugio obtida na fase anterior adicionou-se acido acético glacial 2 M
(frio), sob agitagdo, até atingir o pH 4,15. Imediatamente apés, centrifugou-se a
15.000 x g por 20 min e desprezou-se o precipitado. O pH do sobrenadante foi
reajustado a pH 5,0 pelo acréscimo de tampdo Tris 2 M (firio), sob agitagdo.

Concentragdo com Sulfato de Aménio

A solugdo fracionada pela variagdo no pH foi concentrada com sulfato de
aménio sélido a 60% de saturagdio (361 g por litro). Apds 2 horas sob agitagdo, a
solugdo foi centrifugada a 10.000 x g por 20 min. O sobrenadante foi desprezado e
o precipitado ressuspenso em tampio acetato 10 mM, pH 5,0 contendo EDTA 5
mM e 2-Mercaptoetanol 1 mM, no menor volume possivel. A suspensio foi
clarificada por centrifugagio a 20.000 x g por 20 min.

Cromatografia em SP-Sephadex - |

A amostra clarificada (300 mL) foi aplicada a uma coluna de SP-Sephadex
(4,5 x 16,5 cm) previamente equilibrada com tampio acetato 10 mM {pH 5,0). A
lavagem da coluna ocorreu com o mesmo tampdo até Apgo praticamente igual a
zero. A eluigdo da atividade se deu aplicando-se tampio fosfato 300 mM (pH 6,0).
Foram coletadas fragbes de 25,0 mL, sob um fluxo de 4,0 mL/min (bomba

E—
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peristaltica BP-100, Incibras). As fragoes eluidas com o tampdo fosfato contendo
mais do que 0,1 UE/mL foram reunidas e a solugfo resultante foi concentrada com
sulfato de amonio sélido a 75% de saturagdo e centrifugada a 6.000 x g por 30 min.
O precipitado foi ressuspenso em tampdo acetato 10 mM (pH 5,0).

Cromatografia em SP-Sephadex - 11

A fragdo da etapa anterior (14,6 mL) foi aplicada a uma segunda coluna de
SP-Sephadex (2,5 x 9,0 cm) previamente equilibrada com tampdo acetato 10 mM,
pH 5,0, contendo sulfato de amdnio 100 mM. A coluna foi lavada com o mesmo
tampdo até Ajg( praticamente igual a zero. A enzima foi eluida como descrito
anteriormente ¢ as fragdes (20,0 ml.) contendo atividade superior a 0,1 UE/mL

__foram reunidas (pool IV) e concentradas por ultrafiltragio (Material e Métodos, -

3.2.4). Para estudos posteriores a enzima foi armazenada a -20°C em presenga de
glicerol 50% e 2-mercaptoetanol 10-3 M.

3.2.6. Estudos Eletroforéticos
Eletroforese em pH 4,3 - Condi¢des Nao Desnaturantes

Foi realizada conforme descrito por REISFELD et alii (1962), utilizando-se
o tampdo acetato pH 4,3 no gel de separacdo. A eletroforese em disco foi
realizada em uma coluna de gel de poliacrilamida (PAGE), consistindo de 2
partes: (1) gel de concentragiio com poros de maior didmetro; e (2) gel de corrida
com poros de menor didmetro onde ocorre a separagéo eletroforética da proteina.
As condigOes de preparo dos géis, bem como das solugGes s3o essencialmente as
descritas por REISFELD et alit (1962). A eletroforese foi executada aplicando-se
uma corrente de 5 mA por tubo, até que o marcador ("front") estivesse proximo da
extremidade inferior do gel. Ao final, os géis foram imediatamente removidos do
tubo de vidro com auxilio de uma seringa onde a agulha é passada suavemente
entre o gel e a parede do vidro, em movimentos circulares tomando o cuidado de
ndo quebrar o gel, ao mesmo tempo em que se injetou uma fina camada de agua
ou tampdo de corrida entre o gel e o tubo.

O gel foi corado como descrito por VESTERBERG (1972). A solugéio
corante era constituida de 0,3 g de "Coomassie Brilliant Blue", dissolvido em uma
solugdo contendo 75,0 mL de metanol, 186,0 mL de 4gua deionizada e, em
seguida, adicionados 9,0 g de acido sulfosalicilico e 30,0 g de 4&cido
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tricloroacético. O tempo de colorag8o variou, para todos os sistemas, de 1 a 2
horas; ao final deste periodo os géis corados para proteina e atividade foram
descorados por lavagens em solugéo contendo 80,0 mL de acido acético e 250 mL
de etanol por litro de solugdo, de acordo com VESTERBERG (1972). A
estocagern dos géis se deu em uma solugdo de acido acético 7% dentro de tubos
longos e de pequeno didmetro com tampa plastica de rosca.

Detecgdo de Atividade Enzimdtica no Gel de Eletroforese

A ecletroforese para a detecgdio da atividade enzimatica no gel de
poliacrilamida fot realizada através de uma modificagio do método de ALLEN &
GOCKERMAN (1964). O gel de separagio foi preparado na concentragio final

_de 7,5% em tampdo Histidina-NaOH 50 mM, pH 7.5. O tampdo dos eletrodos foi

Histidina 10 mM, sendo o pH ajustado para 7,5 com Tris. Apos a polimerizagio
do gel (40 min) realizou-se uma pré-corrida em cémara fria (4°C) por cercade 4 a
5 horas. Esta pré-cormrida teve por finalidade eliminar o persulfato de amdnio e,
principalmente, a obteng3o de uma diferenga de potencial entre 300 a 400 volts e
uma corrente de 5 mA por tubo. Ao final da pré-corrida, trocou-se o tampio dos
eletrodos € a amostra foi colocada em tampdo (Histidina-Tris) contendo 10% de
glicerol. A corrida propriamente dita foi iniciada com uma corrente de 5 mA por
tubo e teve uma duragfo de 4 horas. Entretanto, apds as primeiras 2 horas, trocou-
se a solug@o tampdo dos eletrodos antes de prosseguir a corrida pelas dltimas 2
horas.

A atividade enzimatica foi demonstrada no gel de acordo com a técnica de
GOMES (1978) usando B-Naftil fosfato (50 mM) e Fast Blue BB (1 mg/mL) em
tampdo Tris-Maleato (100 mM), pH 6,0. O gel foi incubado no sistema descrito
acima a 37°C até¢ o aparecimento da coloragio. Esta variou conforme a
concentraglo de enzima utilizada na comrida. Os géis foram descorados como
descrito nos item anterior.

3.2.7. Determinacio da Composicio de Aminoicidos

Uma aliquota de 200 pl da enzima (1,76 mg/mL) foi aplicada a uma coluna
de Sephadex G-25 (11 x 1,5 cm), previamente equilibrada com tampdo acetato
100 mM, pH 5,0, com o objetivo de remover o glicerol e o 2-mercaptoetanol
presentes na amostra. Em seguida, a amostra (cerca de 200 pg) foi liofilizada e
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submetida a hidrélise com HCI 6,0 N, contendo algumas gotas de fenol, por um
periodo de 24 horas a 110°C e analisada pelo analisador de aminoéacidos
automatico Beckman, modelo 7.300. Todo o procedimento foi realizado em
duplicata.

3.2.8. Determinagdo da Massa Molecular
a) Filtragdo em Gel (Superdex HR 70)

A M, da enzima pura foi determinado por filtragdio em Superdex HR 70
10/30, acoplada a um sistema FPLC da Pharmacia, equilibrada em tampdo acetato
de sodio 100 mM, pH 5,0, contendo 2-mercaptoetanol 1,0 mM. A coluna foi
calibrada com as seguintes proteinas de A, conhecida: Quimotripsinogénio A
(25,60 kDa), Ovalbumina (43,0 kDa), Albumina de Soro Bovino (66,3 kDa) e
Azul de Dextrana (2.000,0 kDa).

b) Eletroforese em Gel de Poliacrilamida contendo SDS

A mobilidade eletroforética em condigbes desnaturantes foi determinada
por eletroforese em gel de poliacrilamida (10,0%) contendo SDS de acordo com a
técnica de WEBER & OSBORNE (1969). As seguintes proteinas de M, conhecida
foram utilizadas como padrdes: Lisozima (14,3 kDa), B-Lactoglobulina (18,4
kDa), Tripsinogénio (24,0 kDa), Pepsina (34,7 kDa) e Albumina de Soro Bovino
(66,3 kDa).

Os géis de poliacrilamida na concentracéo de 10,0% de acrilamida e 0,3%
de bisacrilamida, foram preparados emn tampao fosfato de sddio 200 mM (pH 7,2),
contendo 1,0% de SDS e colocados a polimerizar em tubos de 8,0 x 0,6 cm. Os
dois compartimentos do aparetho de eletroforese foram preenchidos com o tampéo
do gel diluido 1:1 com agua deionizada. As amostras para a corrida foram
preparadas tomando-se 1 volume de cada amostra (0,5 mg.mL-1) e 9 volumes do
tampédo fosfato de sédio 10 mM, pH 7,0, contendo 1,0% de SDS, 1,0% de 2-
mercaptoetanol, azul de bromofenol 0,05% em agua e 1 gota de glicerol sendo
incubadas por 5 min a 100°C. Estas amostras de proteinas foram cuidadosamente
pipetadas em cada tubo € a corrida eletroforética, com uma corrente elétrica de 8
mA por tubo, teve duragdo de 4 horas e foi realizada a temperatura ambiente.

A coloragdo dos géis foi realizada durante 2 horas com uma solugio
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contendo 1,25 g de "Coomassie Brilliant Blue" em uma mistura de 454 mL de
metanol 50% e 46 mL de 4cido acético glacial. A descoloragdo foi obtida apds
lavagens sucessivas em uma solugdo contendo 75 mL de acido acético glacial, 50
mL de metanol e 875 mL de agua deionizada.

3.2.9. Determinacio dos Parametros Cinéticos

Os parimetros cinéticos da reagdo catalisada pela FAc de BPM do rim
bovino foram determinados utilizando-se o p-NPP como substrato (Material e
Métodos 3.2.1.a), incubando-se 10 min. Todos os ensaios cinéticos, sem excegio,
foram feitos, ao menos, em quadruplicata.

3.2.10. Estudos de Inativagio Térmica

A inativagio térmica da enzima foi realizada a diferentes valores de pH e na
temperatura de 60°C. Cerca de 17,6 pg de enzima foram pré-incubadas nas
condigdes acima descritas €, a intervalos de tempo definidos; aliquotas de 500 pl
foram retiradas e colocadas em gelo moido. Logo apéds, a atividade enzimatica foi
determinada conforme descrito em Métodos (3.2.1.a) sendo a concentragio final da
enzima 0,88 pg por tubo.

3.2.11. Efeito de Compostos na Atividade

O efeito de diversos compostos na atividade da FAc de BPM do rim bovino
foi verificado como descrito em Material e Métodos (3.2.1.a ou b), a 37°C por 10
min. A atividade na auséncia do composto foi tomada como 100%.

3.2.12. Determinacdo da Energia de Ativagio

A energia de ativagdo (Ea) foi determinada através do grafico de Arrhenius:

1
log V. x—.

3.2.13. Estudos de Transfosforilagio

O ensaio foi realizado utilizando-se o p-NPP como substrato coforme
descrito em Métodos (3.2.1.a, b e 3.2.9.) na presenga e auséncia de possiveis
aceptores. A transferéncia do fosfato para o aceptor, catalisada pela enzima, pode
ser verificada quantificando-se o fosfato inorginico (Pi) produzido pela hidrélise

Unitame
BIWIOTEDS CEHTRAL
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do substrato na auséncia ou presenga do aceptor em potencial. Nas mesmas
condi¢Ges, também quantificou-se a formagdo do p-NFenol. Se o composto
acrescido ao meio de ensaio efetivamente receber o fosfato do substrato por
transfosforilagdo catalisada pela enzima, havera uma diferenga entre o nivel de p-
NFenol (que expressara a maxima capacidade de hidrélise da enzima) e o de Pi no
meio de reacdo pois, uma parte do fosfato sera transferido para o aceptor. A
atividade de transfosforilagdo é dada, entdo, pela razio entre o p-Nitrofenol e Pi
produzidos nas mesmas condigbes experimentais. A transferéncia sera tanto maior
quanto menor a concentragio do Pi acumulado no meio de reagéo.

3.2.14, Estudos de Especificidade

A atividade da enzima sobre substratos em potencial foi testada
quantificando-se o fosfato liberado como descrito em Material em Métodos
(3.2.1.b). A atividade sobre o p-NPP foi tomada como 100%.
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4. RESULTADOS
4.1. Purificacio

A fosfatase acida de rim bovino (1,5 kg) foi purificada cerca de 1640 vezes,
com uma atividade especifica de 100 UE/mg e um rendimento de 7%. N#o se notou
diferengas no rendimento ou processamento do rim fresco, recém colhido, e aquele
estocado a -20°C. A Tabela Il exibe um resumo dos passos fundamentais para o
processo de purificagio.

Algumas condigdes para a extragio da fosfatase acida do tecido foram
testadas variando-se a relagéo entre 0 volume do tampio/grama de tecido de 1 a 5.
O pH foi estabelecido em 5,0 em fungfo da experiéncia anteriormente adquirida
pelo laboratério no estudo de fosfatase acida e nos relatos da literatura. Escolhida a
condigio Otima (4:1), obtinha-se com regularidade uma atividade enzimética de
cerca de 0,7 U/ml no extrato, o que correspondia, em média, a 2,4 UE/grama de
tecido de rim bruto, com uma atividade enzimatica especifica de 0,061 UE/mg de
proteina (Tabela 1). A quantidade de proteina no extrato correspondia a
aproximadamente 5% da quantidade de rim utilizado.

A etapa de fracionamento com sulfato de aménio apresentou, em média,
cerca de 10% de perda na atividade enzimatica da fosfatase acida em relagdo ao
extrato sem contudo promover aumento significante na AE.. Este passo associado
a precipitagio acida e concentragio com sulfato de amdnio resultava em uma
grande perda da atividade enzimatica, cerca de 60%. Porém, esta perda sempre era
acompanhada pela redugéio em até 70% da proteina total existente no extrato mas a
A.E. apenas passava de 0,061 para 0,097 UE/mg.

A primeira cromatografia em SP-Sephadex (Figura 1) apresentou um pico de
atividade durante a lavagem da coluna (tamp#o acetato 100 mM, pH 5,0) o qual é
coincidente com um pico de grande concentragiio proteica (pool I). Durante a
eluigdio com tampdo fosfato (300 mM), outro pico de atividade foi obtido
juntamente com um pequeno pico de proteina (pool H).

De maneira similar ao passo anterior, a segunda cromatografia em SP-
Sephadex (Figura 2) mostrou-se reprodutivel nas diversas purificagdes. O equilibrio
da resina com um tampdo de maior forga idnica (sulfato de aménio 100 mM)
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proporcionou a resolugdo de dois picos de atividade enzimética, um destes eluido
por tampao fosfato (300 mM), o qual coincidiu com um pequeno pico de proteina

{pool IV).
4.2. Estudo Eletroforético

A analise através da eletroforese em condigdes ndo desnaturantes permitiu
detectar a presenga de apenas uma banda proteica quando utilizamos o método
descrito no item 3.2.6 em pH 4,3, com a amostra de proteina pura obtida no ultimo
passo do processo de purificagio (Figura 3, Géis A e B). Esta banda proteica
coincidiu com a banda de atividade enzimatica detectada na eletroforese em pH 7,5
(Figura 3, Gel D), reforgando o grau de pureza da proteina e correlacionando a

_ atividade enzimatica com a banda proteica (Figura3).

4.3. Determinacio da Composi¢io de Aminoacidos

A analise preliminar da composigio de aminoacidos nos propiciou a
obten¢iio do nimero de residuos de aminoacidos existentes na fosfatase acida do
rim bovino. Estes dados sdo resumidos na Tabela III. A M, minima obtido € de 16,7
kDa, em fungio da nfo determinagdo do nimero de residuos de Cys e Trp.

4.4. Determinac¢io da Massa Molecular

A M, da enzima pura foi determinado por filtragio em Superdex HR 70
10/30. O calculo da M, foi obtida através do grafico semi-log do M, x Kay, sendo o
Kay obtido através da seguinte equagao:

V., -V

K — R 1]
rid Vc N Vo
(EQUACAO 1)

onde, VR = volume de retengdo da amostra;
Vo = volume morto da coluna;

Vc = volume da coluna.
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TABELA 11 Purificacdo da Fosfatase Acida de Rim Bovino.

Para a purificacio, 1,5 kg de nm bovino foram utilizados.

FRACAO VOL. ATIV. PROT. AE. PURIF. REND.
(mL) UE/mL mg/mlL (UE/mg) (x) (%)

Extrato 4.740,0 0,77 12,7 0,061 1,0 100,0
Sulfato de Aménio 550,0 5,95 68,0 0,087 1,4 89,7
30-60%

Precipitagdo 750,0 1,88 237 0,097 1,6 38,3
Isoelétrica

SP-Sephadex - | 14,6 25,40 4,2 6,1 99,2 10,4
SP-Sephadex - 11 5,2 49,17 0,5 100,0 16400 7.0
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A 280 mm A 4056 nm
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FIGURA 1. Cromatografia em SP-Sephadex - L.

A amostra clarificada apos a concentragio com sulfato de amdnio foi aplicada & primeira coluna de
SP-Sephadex C-50 (4,5 x 16,5 cm) equilibrada com tampio acetato 10 mM (pH 5,0). Utilizou-se o
mesmo tamp#o para a lavagem da coluna ¢ o tampio fosfato 300 mM (pH 6,0) para a eluigio. As
fragdes (25,0 mL) foram monitoradas a 280 nm para proteina (L1)e a 405 nm para a atividade (+).
As fragoes com mais de 0,1 UE/mL foram reunidas (linha sélida do segundo pico de atividade, pool

II) e concentradas com sulfato de amdnio a 75% de saturagio.
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FIGURA 2. Cromatografia em SP-Sephadex - I1

O sobrenadante limpido do passo anterior foi aplicado a uma segunda coluna de SP-Sephadex (2,5
x 9,0 cm) equilibrada com tampdo acetato 10 mM (pH 5,0) contendo sulfato de aménio 100 mM. A
coluna foi lavada e a atividade eluida conforme descrito na Figura 1. As fragBes (20,0 mL) foram
monitoradas a 280 nm para proteina ((J) e 405 nm para a atividade (+) e, aquelas contendo mais de
0,1 UE/mL, foram reunidas (linha sélida no segundo pico de atividade, pool IV) e concentradas por

ultrafiltragdo sob pressdo de nitrogénio.
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O Vg e V¢ foram obtidos, respectivamente, através do volume de retengéo
do Azul de Dextrana (9,05 mL) ¢ do manual de especificagdes técnicas do
fabricante da coluna (24,0 mL).

O perfil do cromatograma exibe um pico de atividade Gnico e simétrico,
ligeiramente deslocado de um pequeno pico de proteina. Na fragdo de maior
atividade, a A.E. era de 100 UE/mg de proteina (Figura 4). A Apg( detectada na
fragdo n® 9 corresponde ao Azul de Dextrana, utilizado como referéncia para o Vo
A regressfo linear dos pontos obtidos no grafico do log da M, contra 0 Kav nos
permitiu estimar a M, em 13,6 kDa (Figura 5).

A M, da FAc também foi determinado através da mobilidade da enzima em
gel de poliacrilamida sob condigdes desnaturantes, verificando-se a presenga de

" uma unica banda bem definida, mésmo em presénga de concentragdes crescentesde T

proteina (Figura 6), o que também evidencia a homogeneidade da amosfra. A
regressdo linear dos pontos obtidos no grifico do log da M, contra a mobilidade
eletroforética relativa nos permitiu estimar a M, da fosfatase acida em 17,8 kDa.
Este valor foi obtido através do grafico do log da M, x Mobilidade (Figura 7),
calculado a partir da seguinte equagdo:

Comprim. gel antesx Migragdo Proteina

Mobilidade = - :
Migragdo corante  Comprim. gel ap0s

Descoloragio

(EQUACAO 2)
4.5. Estudos Cinéticos

A reaglio de hidrélise do p-NPP pela fosfatase dcida de BPM do rim bovino
exibe uma relagfo de proporcionalidade entre a quantidade de produto liberado € o
tempo de incubagfo a qual mantém-se com certeza até 20 minutos de incubagio
(Figura 8). A partir deste ensaio, os demais experimentos foram realizados com um
tempo de incubagdo de 10 minutos.

A formagdo do produto, para um tempo de incubagdo fixo, € diretamente
proporcional & concentragdo de enzima adicionada. Esta relagio ¢ seguramente
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linear at€ 1,0 pug de enzima/tubo, correspondendo a 2,3 unidades Absorbancia a 405
nm (Figura 9).

O estudo da influéncia do pH na atividade da enzima revelou um pH 6timo
de 5,0 porém, dois aspectos devem ser ressaltados neste ensaio. Primeiro, entre os
valores de pH 3,0 e 5,5, a variagdo na quantidade de produto liberado é minima
(aproximadamente de 10% entre o pico € os extremos), evidenciando muito mais
um platd de atividade do que um pH étimo; segundo, a alta atividade obtida nos
valores de pH 2,8 e 3,0 com tamp&o glicina (Figura 10).

TABEL A IIl. Composi¢io de Aminoacidos da Fosfatase Acida de Rim
Bovino.

Hidrolise por 24 horas a 110°C em HCI 6,0 N. O resultado é a média aritmética de duas anslises.

Aminoacido Numero Integral de Residuos
Asp 20
Thr 7
Ser 7
Glu 17
Pro 8
Gly 12
Ala 10
Cys N.D.
Vai 13
Met 3
He 7
Leu 12
Tyr 5
Phe 5
His 5
Lys 10
Arg 11
Trp N.D.

Total: 152

A R g e
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FIGURA 4. Cromatografia de Exclusio Molecular - Superdex 75 HR
10/30.

Uma aliguota de 50 pl da fosfatase acida de rim bovino nativa (1,76 mg.mL-1) foi submetida 3
cromatografia em uma coluna de filtragio em gel equilibrada com tampio acetato 100 mM, pH 3,0,
contendo 1,0 mM de B-mercaptoetanol. A eluigdo foi realizada com o mesmo tampéo ¢ as fragdes
(1,0 mL) foram monitoradas a 280 nm para proteina ({J) ¢ a 405 nm para atividade (+). A coluna
foi pré-calibrada com os seguintes marcadores de M,: (1) Azul de Dextrana 2000 W, > 2.000
kDa), (2) Albumina de Soro Bovino (66,3 kDa), (3) Ovalbumina (43,0 kDa), (4)
Quimotripsinogénio A (25,6 kDa).
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FIGURA 5. Determinagio da A7, da Fosfatase Acida por Filtracio em
Gel.

A M, foi determinado por regressdo linear simples através dos pontos obtidos das coordenadas M, x
Kay, este ultimo calculado conforme descrito no texto (Resultados), a partir dos dados da Figura 4.

Entre parenteses estio indicados as M, das proteinas.
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FIGURA 7. Determinagio da M, da Fosfatase Acida por PAGE-SDS.

A M, foi determinado por regressio linear simples através dos pontos obtidos das coordenadas M, x
Mobilidade, conforme descrito no texto (Resultados). Os padrdes de M, utilizados foram: Lisozima,
B-Lactoglobulina, Tripsinogénio, Pepsina e Albumina de Soro Bovino, cujas M, estio indicados
entre parenteses.
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FIGURA 8. Influéncia do Tempo de Incubaciio na Atividade da Fosfatase

Acida.

O ensaio foi realizado conforme descrito em Material e Métodos (3.2.1.a) utilizando o p-NPP como

substrato. A reacdo foi iniciada pela adicio de 0,293 ug de enzima.

RSN Syt




Resultados -50-

Absorbéncia 405 nm

e Cwew W e W W
T WS YW WS WSS W W W W W W W W W MR W W W W W TR W W TR N W W VW W W T W e O W TR e e e

FIGURA 9. Influéncia da Concentraciio de Enzima na Atividade da
Fosfatase Acida.
O ensaio foi realizado conforme descrito em Material € Métodos (3.2.1.a) utilizando o p-NPP como

substrato. A reagfo foi iniciada pela adigio de enzima.
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FIGURA 10. Influéncia do pH na Atividade da Fosfatase Acida.

O ensaio foi realizado conforme descrito em Material e Métodos (3.2.1.a} utilizando o p-NPP como
substrato. A reagdo foi iniciada pela adigio de enzima. Os tampdes utilizados na concentragdo de
100 mM (@) foram: Glicina (pH 2,5-3,0), Acetato (pH 4,0-5,5), bis-Tris (pH 6,0-6,5), Imidazol
(pH 7,0-7.5) e Glicil-glicina (pH 9,0); o tamp3o citrato (100 mM, M) foi utilizado na faixa de pH
entre 2,5e 5,5.
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O efeito da concentragio do substrato foi analisado utilizando uma
concentragdo de p-NPP entre 0,01 e 10,0 mM. O grafico da velocidade contra
concentragdo do substrato (S) apresenta uma curva tipica de Michaelis-Menten
(hipérbole retangular) e podemos notar que o estado estacionario € atingido com
uma concentragio de p-NPP de cerca de 2,0 mM, quer medindo-se o p-NF ou o Pi
liberados, como esperado (Figura 11). Os parimetros cinéticos, Ky, € Vmax, foram
obtidos através do programa Enzfitter ¢ a curva de Vmax x S e 1/Vmax x 1/S
(grafico de LINEWEAVER-BURK, 1934) obtidas a partir dos pontos calculados.
Um aspecto relevante ¢ a similaridade de resultados independentemente do método
de ensaio empregado, seja a medida do p-NFenol ou do fosfato inorganico
liberados, conforme pode ser observado na tabela IV.

A andlise do efeito da temperatura na atividade enzimatica revelou-se muito
interessante. O ensaio foi realizado em pH 5,0 e iniciado pela adigdo de enzima. O
grafico da velocidade em fungdo da temperatura exibiu um crescimento significante
da atividade até atingir a temperatura 6tima de 60°C. A partir deste ponto a queda

‘na velocidade é vertiginosa (Figura 12). Tomando-se como referéncia a velocidade

na temperatura de 37°C (mais proxima do fisioldgico), chama a atengdo que, a
60°C, esta € cerca de 2,3 vezes maior. A 65°C a velocidade € praticamente igual a
da temperatura fisiologica. A 68°C e a 8°C a velocidade corresponde a 40% e 20%,
respectivamente (Figura 12).

Estudou-se a seguir a influéncia do tempo de incubagio na temperatura
6tima, indicada na Figura 12. O grafico da velocidade em fungio do tempo de
reagdo realizado a 60°C (Figura 13) revela que a formago do produto ¢ linear nos
primeiros 5 minutos. A partir dai ha uma diminui¢do na velocidade até a formacdo
de um patamar entre 10 e 15 minutos, seguido de uma diminuigdo na velocidade.

Estudos de inativagdo térmica da FAc foram realizados pré-incubando-se a
enzima, em diferentes valores de pH, a 60°C por diferentes intervalos de tempo.
Apds a pré-incubaglo, 0,88 pg de enzima foram utilizadas para medir a atividade
residual (Figura 14). Neste estudo wverificamos que a desnaturagfio térmica da
enzima ocorre rapidamente, sendo a estabilidade méaxima observada no pH 5,5.
Neste pH, ap6s 10 minutos de pré-incubagiio, a atividade residual manteve-se ao
redor de 64%. Outro aspecto digno de destaque € a atividade residual verificada no
pH 2,8 (tampdo glicina), praticamente idéntica dquela observada no pH 5,2 (tampio
acetato). Basta verificar que nestes valores de pH, apds 10 minutos de pré-
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) incubagfo, a atividade residual foi de 36% e 35%. Nas mesmas condigdes, nos
; valores de pH 3,2 ¢ 4,2, a atividade residual era de 22% e 3%, respectivamente. No
' pH 7.5 (tampéo imidazol), a atividade residual foi menor que 5% ap6s 10 minutos
' de pré-incubagio (Figura 14).

; A Figura 15 mostra o efeito de ions metalicos na atividade da fosfatase acida.

| A atividade residual, relativa a0 ensaio na auséncia de ions, revelou um efeito

) negativo muito pequeno com relagdo ao Nat, Kt, Ca2t, Ba2Zt, Mn2t ¢ Fel+,

' moderado em presenga do Zn2t e muito forte em presenga do Cu2*. :
' Especificamente em relagio ao Zn2+ ¢ Cu2+, na concentragdo de 1,0 mM, houve
inibi¢do de 40 € 98% da atividade, respectivamente. Destaca-se que o EDTA nio
promoveu um efeito significante na atividade da enzima, na concentragio utilizada

(5. mM),

r Com a fosfatase acida purificada, foram também estudados os efeitos de
* reagentes redutores de tidis (Figura 16). Observou-se que nenhum dos compostos
' testados apresentou qualquer efeito na atividade, n3o havendo diferenga
estatisticamente significante entre o controle e os grupos teste.

) Estudou-se ainda o efeito de varios outros compostos na atividade da
) fosfatase acida. Observando-se a Figura 17 nota-se que, dos diversos compostos
* testados, apenas o piridoxal-5-fosfato e o SDS apresentaram um efeito
' significativamente negativo na atividade. Por outro lado, a guanosina promoveu
' uma incremento de, aproximadamente, 175% na atividade enzimatica enquanto o
triton X-100 promoveu uma ligeira ativagio.

f Diversos inibidores em potencial da fosfatase dcida de BPM foram testados
) (Figura 18). A andlise dos resultados revelou um pequeno efeito inibitério de altas
‘ concentragdes de fluoreto e tartarato na atividade. Concentragdio micromolar de
‘ piridoxal promoveu reduzida inibi¢do da atividade. Por outro lado, nesta mesma
| faixa de concentragdo o molibdato de amédnio, o- e m-vanadato promoveram
sensivel inibigdo da atividade. A maior inibigdo foi obtida em presenga de pCMB,
onde 10 uM do composto promoveu inibi¢do total. O fosfato, produto da reagio
catalisada pela fosfatase acida, na concentragdo de 10 mM, promoveu uma inibigio
da ordem de 60%. Dos compostos mencionados na Figura 18, foram selecionados e
estudados com mais detalhes o fosfato inorginico, piridoxal-5-fosfato e o-vanadato.
Com relagéo ao fosfato inorgéinico, o grafico dos duplos reciprocos mostrou tratar-
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se de uma inibigdo competitiva reversivel (Figura 19). A regressdo linear dos
pontos obtidos no grafico da inclinagdo destas retas contra as concentragbes do
inibidor proporcionaram, na intersecgdo com o eixo da concentragdo do inibidor, o
valor da constante de inibigdo, Ki, de 0,769 mM (Figura 19, B). Este valor
corresponde a cerca de 5 vezes a K. O tipo de inibigdo da fosfatase acida de BPM
por piridoxal-5-fosfato foi classificado de competitivo reversivel como
demonstrado pelo grafico de Lineweaver-Burk (Figura 20). A constante de inibig8o
obtida por meio do grafico da inclinagdio das retas contra concentragdes de PSP
corresponde a 2,18 puM (Figura 20, B). O efeito do vanadato foi classificado como
competitivo reversivel como demonstrado na Figura 21. A constante de intbigdo foi
obtida por meio do grafico da inclinagdo das retas a concentragdo do inibidor
(Figura 21, B). O resultado obtido reflete o menor Ki dentre os inibidores testados,

resumidas na Tabela V. Esta tabela mostra também os valores de Ki provenientes
da equagdo que pode ser obtida do grafico de Lineweaver-Burk.

A energia de ativagio (Ea) da reagdo catalisada pela fosfatase acida foi

determinada através do grafico de Arrhenius, log me;i-; (Figura 22), utilizando-se

os valores obtidos da Figura 12. Da inclinagfo da reta calculou-se a Ea, obtendo-se
um valor de 43,31 kJ.mol"1.

Com a enzima purificada, estudou-se também a sua capacidade de
transfosforilagdo. A capacidade de promover a transferéncia do fosfato do substrato
para outro composto fo1 verificada medindo-se a velocidade inicial na presenga de
possiveis aceptores, ap0s a adigio da enzima. A transferéncia do fosfato pode ser
evidenciada através da razio entre os produtos formados: p-NFenol/Pi. Quanto
maior o valor desta relagdo, maior a concentragio de Pi transferido para o aceptor.
Conforme pode-se constatar na Tabela VI, os melhores aceptores sdo, em ordem
decrescente, Glicerol, Metanol, Manitol, Sorbitol e Etanol

A atividade relativa da fosfatase acida sobre diversos substratos revela uma
seletiva especificidade da enzima. Dos substratos testados, esta somente hidrolisou
significativamente B-Naftil-P, a FMN e a Tyr-P, sendo que estes dois fltimos sfo
potenciais substratos fisiologicos. Os demais substratos testados apresentaram
atividade relativa inferior a 10% (Figura 23).
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FIGURA 11. Influéncia da Concentracio do Substrato na Atividade da
Fosfatase Acida.
O ensaio foi realizado conforme descrito em Material e Métodos (3.2.1.a e b) utilizando o p-NPP

como substrato. A reagdo fol iniciada pela adi¢io de 0,176 pg de enzima.
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TABELA 1V. Parimetros Cinéticos da Reacio Catalisada pela Fosfatase
Acida.

Os parAmetros cinéticos para a formagdo do produto (p-NFenol ou Fosfato Inorgénico, Pi} foram
determinados utilizando-se o programa Enzfitter a partir dos dados da Figura 11.

Produto Ky Vmax
e e M) pmokaminz Y
p-NFenol 0,142 (+0,008) 49,1 (x0,7)
Pi 0,137 (x0,015) 46,1 (+1,2)

e N Tt



Resultados ~57-

T T I T I T T = 250 i
1.5 |
- 200 TS
é 1.2 R
©
o E
-4 150 a4
< 59 L ©
© Q
- e
- , 5
R SRS S . ] 100 ...... @ ...........................................
<« 0.6 !
f ©
O ® T
W >
L 3 b <150 O
= O ® =
@
®
GG H I i ] | ] | O

O 10 20 30 40 50 60 70 80

Temperatura (°C)

FIGURA 12. Influéncia da Temperatura na Atividade da Fosfatase
Acida.

O ensaio foi realizado conforme descrito em Material e Métodos (3.2.1.a) utilizando o p-NPP como
substrato. A reacdo foi iniciada pela adigio de 0,22 pg de enzima.
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FIGURA 13. Efeito do Tempo de Incubaciio na Atividade da Fosfatase
Acida.

O ensaio foi realizado conforme descrito em Material € Métodos (3.2.1.a) utilizando o p-NPP como
substrato porém, a temperatura do ensaio era de 60°C. A reagfo foi iniciada pela adigio de 0,22 pg

de enzima.
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FIGURA 14. Inativacio Térmica da Fosfatase Acida a Diferentes
Valores de pH.

A enzima (17,6 pg) foi pré-incubada nos valores de pH acima indicados, a 60°C, por diferentes
intervalos de tempo e, em seguida, colocada no gelo. O ensaio foi realizado conforme descrito em
Material € Métodos (3.2.1.a) utilizando o p-NPP como substrato, sendo a reagdo iniciada pela
adigiio de 0,88 pg de enzima,
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FIGURA 15. Efeito de fons Metilicos na Atividade da Fosfatase Acida.
Os jons metalicos e o EDTA foram acrescentados ac meio de ensaio nas concentragies acima
indicadas e a atividade residual foi determinada conforme Material e Métodos (3.2.1.a). A atividade

relativa foi calculada como uma percentagem daquela obtida na auséncia do ion.
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FIGURA 16. Efeito de Reagentes Redutores de Tidéis na Atividade da
Fosfatase Acida.

Reagentes redutores de tibis, nas concentragdes acima indicadas, foram adicionados ao meio de
ensaio. A atividade residual em relagfio ao ensaio na auséncia dos compostos foi determinada como
descrito em Material € Métodos (3.2.1.a), utilizando o p-NPP como substrato. A reagdo foi iniciada
pela adigio de 0,176 pg de enzima,
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Composto
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Gligese 0,16M
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FIGURA 17. Efeito de Compostos Variados na Atividade da Fosfatase
Acida.

Diversos compostos foram adicionados ao meio de reagfio e a atividade residual foi calculada como
uma percentagem daquela obtida na auséncia do composto. A reagdo foi iniciada pela adigio da

enzima (0,22 pg) ¢ o produto foi quantificado como descrito em Métodos (3.2.1.a).
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m-Vanadatoc 10uM
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FIGURA 18. Efeito de Inibidores na Atividade da Fosfatase Acida.
Os inibidores em potencial foram adicionados ao meio de reagdo ¢ a atividade residual foi calculada
como uma percentagem daquela obtida na auséncia do composto. A reagio foi iniciada pela adigdo

da enzima (0,22 pg) € o produto foi quantificado como descrito em Métodos (3.2.1.a).
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FIGURA 19. Grifico dos Duplos Reciprocos da Inibicio da Fosfatase
Acida por Fosfato Inorginico.

A reagdio foi realizada na auséncia ¢ na presenga de concentragdes crescentes de fosfato. A atividade
foi determinada como no Material ¢ Métodos (3.2.1.a) utilizando 0,22 pg de enzima/tubo e p-NPP
como substrato. A Ky, aparente foi calculada através do programa Enzfitter. B: grifico da

inclinagdo das retas contra a concentragio do inibidor.
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FIGURA 20. Griafico dos Duplos Reciprocos da Inibicio da Fosfatase
Acida por Piridoxal-5-fosfato.

A reagio foi realizada na auséncia e na presenga de concentragdes crescentes de piridoxal-5-fosfato.
A atividade foi determinada como no Material e Métodos (3.2.1.a) utilizando 0,22 pg de
enzima/tubo € p-NPP como substrato. A Ky, aparente foi calculada através do programa Enzfitter.

B: grafico da inclinagdo das retas contra a concentragdo do imbidor.
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FIGURA 21, Grafico des Duplos Reciprocos da Inibicio da Fosfatase
Acida por o-Vanadato.

A reagdo foi realizada na auséncia e na presenga de concentragdes crescentes de o-Vanadato. A
atividade foi determinada como no Material e Métodos (3.2.1.a) utilizando 0,22 pg de enzima/tubo
¢ p-NPP como substrato. A Ky aparente foi calculada através do programa Enzfitter. B grafico da

inclinagio das retas contra a concentragdo do imbidor
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TABELA V. Constantes de Inibi¢io da Fosfatase Acida de BPM.

Inibidor Ki (M)} Ki (M)2
Fosfato 7,69x10-4 7,59 x 10-4
Piridoxal-5-fosfato 2,18x10-6 3,29 x 106
o-Vanadato 4,65x10-7 4,40 x 10°7

(1) valores determinados dos graficos inclinagdo x [inibidor], Figuras 19, 20 ¢ 21

(2) valores determinados a partir da formula Ki= ., onde Ki, Kp ¢ Ky sdo,

i
Kp_

Km

respectivamente, as constantes de inibigdo, constante de Michaelis na presenga do inibidor ¢

constante de Michaelis.

[ ——— s
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FIGURA 22. Determinacio da Energia de Ativacio pelo Grifico de
Arrhenius.
O grafico de Arrhenius foi construido utilizando os dados obtidos na Figura 12.



Resultados  ~69~

TABELA VI. Avaliagio da Capacidade da Fosfatase Acida de Catalisar
Reacdes de Transfosforilacio em Presenga de Alcoois.

A transferéncia do fosfato foi medida através da razio entre a concentragio do p-Nitrofenol (p-NF)
no meio de ensaio, apds paralisada a reag8o, € a concentragio do Fosfato Inorgénico (Pi) nas
mesmas condi¢des. A quantificagio do p-NFenol foi realizada conforme Material € Métodos
(3.2.1.a) e a do Pi (3.2.1.b). A reagdo foi iniciada pela adigio de 0,44 pg de enzima.

e TR W W W W W W OW W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W

Composto p-NF Pi p-NF/Pi Ativid. _

o wWE)UE) Rel(%)
AUSENTE 40,9 37,0 1,105 100
Metanol 10% 72,2 274 2,635 177
Etanol 10% 48,0 38,9 1,234 117
Glicerol 0,15 M 46,8 37,5 1,311 114
Glicerol 2,0 M 84,3 17,0 4,956 - 206
Sorbitol 0,15 M 46,4 36,6 1,261 113
Manitol 0,15 M 48,9 34,6 1,413 120
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Contudo, ao analisarmos a relagio Vmax/K,,, instrumento mais preciso para
se determinar a especificidade de uma enzima pelo substrato, notamos que a
afinidade para a FMN e Tyr-P ndo € tdo grande como para o p-NPP, especialmente
no caso da Tyr-P, mas foram os tnicos substratos fisiologicos testados pelos quais
a enzima demonstrou afinidade significativa (Tabela VII).

Considerando-se que a FMN e a Tyr-P sfio dois possiveis substratos
fisiologicos da FAc de BPM do rim bovino, estudou-se a atividade enzimatica
destes substratos a diferentes valores de pH. A Figura 24 permite visualizar o efeito
do pH na velocidade de hidrélise da FMN, Tyr-P e compara-lo com o descrito para
o p-NPP (Figura 10). Destaca-se que o patamar de atividade sobre a FMN e Tyr-P
estende-se de 5,0 a 5,5, enquanto que o relativo a hidrélise do p-NPP se estende de

4,5 a5,5. Outro aspecto interessante € que o produto formado pela hidrolise do p-

NPP e da Tyr;P'no pH3,0 (tampdo glicina) corresponde a aproximadamente 80%
daquele formado no pH 5,0 (tamp@o acetato) para a hidrolise desses mesmos
substratos, fato este néo observado quando se utiliza a FMN como substrato.
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FIGURA 23. Especificidade da Fosfatase Acida.

A formacgio do produto foi quantificada através da liberagdo do Pi, como descrito em Material ¢
Métodos (3.2.1.b). A reagdo foi inciada pela adi¢do de 1,76 ug de enzima, ¢ a concentragio final
dos substratos era de 5,0 mM.
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TABEL A VII. Especificidade para Substrates (pH §,0).

A K4 ¢ 2 Vmax foram caleuladas através do grafico dos Duplos Reciprocos utilizando o programa
Enzfitter. As atividades sobre o p-NPP ¢ FMN foi quantificada como descrito em Matenal e
Métodos (3.2.1.b). A atividade sobre Tyr-P ¢ B-Naftil-P foram detectadas pela leitura direta a 293
e 346 nm utilizando um Coeficiente de Extingio Molar de 2.411 ¢ 2.780 M1 cml,
respectivarnente (ZHANG & VAN ETTEN, 1991). As reagdes sobre p-NPP, B-Naftil-P, FMN e
Tyr-P foram iniciadas pela adigio de 0,44, 0,44, 0,88 ¢ 7,0 pg de enzima, respectivamente.

Substrato Ky (mM) Vmax (UE/mg) Vmax/K,,

p-NPP 0,142 27,92 196,6
B-Naftil-P 0,401 24,92 62,1
FMN 0,302 31,16 103,2
Tyr-P 7,891 17,69 2,2

Obs.: outros substratos testados como o a~Glicero-P, B—Glicero-P, AMP, D-Glicose-P, Piridoxal-

5-P, Acido 6-fosfoglicurdnico, Pirofosfato, nio apresentaram atividade significante.
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FIGURA 24. Efeito do pH na Atividade da Fosfatase Acida sobre o p-
NPP, FMN e Tyr-P.

As atividades sobre o p-NPP ¢ FMN foi quantificada como descrito em Material € Métodos
(3.2.1.2) € (3.2.1.b) respectivamente. A atividade sobre Tyr-P foi detectada pela leitura direta a 293
nm utilizando um Cocficiente de Extingdo Molar de 2.411 M~} em™! (ZHANG & VAN ETTEN,
1991). As reagdes sobre p-NPP, FMN ¢ Tyr-P foram iniciadas pela adigio de 0,44, 0,88 ¢ 7,0 ug

de enzima, respectivamente.
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5. DISCUSSAO

Como amplamente destacado na introdugdo, o estudo da fosfatase acida
reveste-se de grande importincia, especialmente a de BPM, uma vez que estd
relacionada a diversos eventos celulares (proliferagdo, crescimento, diferenciagéo e
controle do metabolismo) e ainda n&o se conhece seu substrato fisioldgico. A fim
de que seja possivel qualquer tipo de estudo mais profundo sobre a atividade desta
enzima, sua purificagio até a homogeneidade ¢ crucial. Desta forma, neste trabalho,
realizamos a purificagio da fosfatase acida de BPM do rim bovino e a
caracterizagdo de algumas propriedades fisico-quimicas e cinéticas. A fim de obter
a quantidade de material necessaria ao estudo, 1,5 kg de rim bovino foram
processados gerando grande volume de solugdo proteica. A purificagdo da enzima

pode ser realizado em 7 dias de trabalho ininterrupto e os resultados mostraram-se

bastante repetitivos nas diversas preparagdes realizadas tanto quando utilizavamos
o rim fresco como o congelado a -20°C.

A metodologia empregada resultou na obtengdo de uma proteina purificada
cerca de 1600 vezes e uma AE. de 100 UE/mg de proteina. O rendimento deste
processo foi de 7% em relagio ao extrato cru (Tabela II), similar ao de outros
trabathos de purificagio envolvendo a fosfatase acida de BPM e ¢ bastante
significativo quando se considera a utilizagio de técnicas classicas e de custo
reduzido ao invés de cromatografias de afinidade as quais apresentam um
rendimento maior porém, a um custo também maior. Uma exceglo € o relato de
SAEED et alii (1990) o qual, mesmo utilizando um passo de cromatografia de
afinidade (4cido p-aminobenzilfosfonico-agarose) conseguiram um rendimento de
15%. Este rendimento é pequeno quando comparado a técnica empregada nos
ultimos anos pelo grupo de VAN ETTEN e que se resume a precipitagBes
sucessivas com sulfato de amdnio, cromatografia em SP-Sephadex (com eluigdo
por ion-afinidade) e duas cromatografias de exclusdo molecular sucessivas. O
rendimento médio deste procedimento é da ordem de 30 a 40%, contudo, necessita
de um tempo de processamento cerca de 3 vezes maior do que o gasto por ndés.
Embora o rendimento por nés obtido tenha sido menor, deve-se ainda considerar
que a atividade da fosfatase acida de BPM corresponde a cerca de 40-50% da
atividade total no extrato (FUIIMOTO et alii, 1984). Assim, a recuperagio da
fosfatase 4cida de BPM em relagio &quela existente no extrato sena,
aproximadamente, de 15%.

e TR A s e e
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A etapa onde ocorreu a maior perda da atividade enzimatica foi a seqiiéncia
precipitagdo acida-concentragdo com sulfato de aménio (Tabela II). Porém, apesar
da grande perda da atividade registrada na fase de Precipitagio Acida, este passo
mostrou-se extremamente importante por evitar a deposigfo de proteinas insoliveis
na resina. Outros procedimentos, como a precipitagdo com acetona ou alcool, bem
como a eliminagdo pura e simples deste passo, produziram resultados insatisfatérios
e com recuperagdo da atividade ainda menores que o obtido com a precipitagdo
isoelétrica. Esta perda ja havia sido relatada anteriormente (LAWRENCE & VAN
ETTEN, 1981; TAGA & VAN ETTEN, 1982) sendo, inclusive, da mesma ordem
(50%). Contudo, a solugdo proteica clarificada ap0s esta etapa permitiu a obtengdo
de um comportamento repetitivo e adequado na cromatografia de troca-iénica no
passo seguinte, além de reduzir em cerca de 70% o contetido proteico indesejavel

~da solu¢do em .rel.agﬁg.ae..extratg.(Tabe].a. H)... ............................................. e

Entretanto, ¢ durante a cromatografia em coluna de troca catibnica que
realmente conseguimos aumentos significativos na A.E.. Sem diavida alguma, o
principal responsavel por este aumento foi a eluigio da enzima, adsorvida a uma
resina de troca catidnica, com fosfato (inibidor competitivo das FAcs). Esta técnica
permitiu que uma grande quantidade de proteina ndo ficasse retida na coluna e que
outras, fracamente ligadas, fossem eluidas durante a lavagem da coluna com o
proprio tampdo de equilibrio. Normalmente as FAcs séo eluidas de colunas de troca
i0nica através de mudangas no pH ou na forga idnica porém, ndo ha como tornar
este tipo de procedimento seletivo para a FAc de BPM. Assim, para eluir a enzima
sem soltar também outras proteinas indesejaveis, langou-se mio da utiliza¢do de um
tampdo contendo uma concentragdo saturante de um inibidor competitivo. A
ligagdo do inibidor competitivo, no caso o fosfato, altera a carga liquida da enzima
(e possivelmente sua estrutura conformacional) a qual n3o fica mais retida a coluna.
Presumivelmente esta troca no tampé&o tem pequeno ou nenhum efeito em outras
proteinas (LAWRENCE & VAN ETTEN, 1981). Além disso, € possivel utilizar
condigbes que sdo mais favoraveis a estabilidade da enzima, evitando a didlise ¢
aplicando facilmente as fragGes ativas de uma coluna & outra. Quando a enzima
ativa € eluida da coluna, usualmente esta em presenca de concentragio saturante do
inibidor competitivo, condigdo onde a instabilidade da enzima é minimizada. Este
efeito protetor do fosfato é amplamente citado, tendo diversos autores mostrado que
o fosfato minimiza o efeito inibitorio de iodoacetato e iodoacetamida (TAGA &
VAN ETTEN, 1982; SAEED et alii, 1990).
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O perfil cromatografico obtido na cromatografia em SP-Sephadex I (Figura
1) evidenciou a existéncia de dois picos de atividade fosfatasica. O primeiro pico
(Pool I) correspondente & proteina néo retida na coluna foi guardado para estudo
posterior. Possivelmente trata-se de uma fosfatase acida de APM (TAGA, 1979) em
fungio da sensibilidade ao inibidor tartarato e insensibilidade ao pCMB (néo
mostrado), caracteristica desta classe de fosfatase acida (FUJIMOTO, 1984). A
eluigio com o tampio fosfato permitiu a obtengdo de outro pico (Pool 1I) altamente
definido e coincidente com o pico de proteina. Um estudo preliminar com os
inibidores tartarato e pCMB (resultados ndo apresentados) nos revelaram que a
atividade do Pool Il era resistente ao tartarato e sensivel ao pCMB (atividade
residual de 93,9% e 6,1%, respectivamente), refor¢gando que o Pool 1I consistiria,
em sua maior parte, de uma fosfatase acida de BPM. Este passo mostrou-se
bastante repetitivo durante as preparagdes realizadas ¢ com um rendimento
aproximado de 10% em relagdo a atividade total no extrato € de 30% em relagéo a
fase anterior. Outro ponto de destaque deste procedimento foi a significante
eliminag@o de proteinas, da ordem de 99,9%, bem como um aumento de 100 vezes
na A.E., a qual passou para 6,1 UE/mg de proteina (Tabela II).

A recromatografia do Pool II em SP-Sephadex (Figura 2) mostrou-se
bastante efetiva, proporcionando um grande aumento na atividade especifica da
enzima, em fun¢do da grande redug&o na concentragio proteica (95% em relagio a
fase anterior) em relagfo & menor redugfo na atividade total. A grande diferenga
entre a primeira e a segunda cromatografia é o equilibrio da ultima com uma
tampdo com maior forga idnica (tampdo acetato contendo sulfato de aménio 100
mM). Nesta condigdo grande parte da proteina aplicada, bem como a porgdo de
FAc contaminante que ndo era de BPM, ndo ficam retidas na coluna e saem na
lavagem com o tampdo de equilibrio. Isto pode ser facilmente verificado pelo
estudo de inibi¢do onde a atividade do Pool 1I fo1 100% inibida pelo pCMB e
totalmente insensivel ao tartarato. Obtivemos nesta cromatografia um perfil
simétrico muito similar ao de uma enzima pura e homogénea. A enzima apresentou
uma A E. de cerca de 100 UE/mg de proteina e, dentro dos valores obtidos por
outros autores, ela se assemelha em muito & enzima purificada por TAGA & VAN
ETTEN, 1982; WAHEED et alii, 1988; ZHANG & VAN ETTEN, 1990; SAEED et
alii, 1990, todas consideradas homogéneas por diversos métodos como SDS-PAGE,
filtragfio em gel, reagéio cruzada com anticorpo de outras FAcs de BPM purificadas,
determinagdo da composi¢do de aminoacidos e sequénciamento da proteina.
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Contudo, dois extremos na literatura sfio notdveis: a pequena AE. obtida por
BAXTER & SUELTER (1985), ao redor de 7,0 UE/mg de proteina para as formas
A e B da FAc de BPM do musculo peitoral de aves; e, ao contrario, a elevada A.E.
relatada por CHERNOFF & LI (1985), os quais obtiveram um valor de 34.309 ¢
47.491 UE/mg de proteina para a hidrélise do p-NPP e Tyr-P pela FAc de BPM
(também uma PTPP) do coragéo bovino..

Analisando a eletroforese em pH 7,5 com coloragdo para proteina e
atividade, venficamos apenas uma banda proteica coincidente com a de atividade
(Figura 3). Na SDS-PAGE obtivermos uma unica banda proteica mesmo com
concentragOes crescentes de proteina e, através da mobilidade eletroforética
relativa, calculamos a M, em 17,8 kDa (Figuras 6 e 7). A pequena mobilidade

eletroforética no pH 7,5 é um forte indicio de que a proteina possua um pl ao redor
de 7,0 ou ligeiramente basico como o relatado por WAHEED et alii, 1988, de 7,2, e
por ZHANG & VAN ETTEN, 1990, de 7,0. De forma semelhante, a filtragio em
gel proporcionou um perfil onde o pico de proteina foi eluido simultaneamente ao
de atividade de forma simétrica (Figura 4), semelhante ao relatado por WAHEED
et alii (1988). A M, foi estimada em 13,6 kDa. A analise em conjunto destes
resultados revelam que a proteina consiste de uma tnica cadeia polipeptidica e
refor¢a o alto grau de homogeneidade da proteina purificada. A diferenga entre as
M, obtidas através da SDS-PAGE e filtragio em gel também foi relatada por
ZHANG & VAN ETTEN (1990) e pode se dever simplesmente ao fato de que estes
métodos nAo sdo extremamente precisos para a determinagio da M, (LAUE &
RHODES, 19%90).

A analise comparativa da composi¢io de aminoacidos de outras FAcs
anteriormente purificadas nos permite verificar uma grande semelhanga com a
enzima do rim bovino, apesar da nfo determinagfo dos residuos de Cys e Trp
(Tabela VIII, A). Esta homologia pode ser methor notada na Tabela VIILB onde os
aminoacidos foram agrupados em fungio de suas caracteristicas. E clara a
preservagdo do namero de residuos dentro da classificagio de ndo-polares, polares
nio-carregados, acidos e basicos nas diversas fosfatases purificadas. Um estudo
mais acurado da composigio de aminoacidos pode nos dar uma idéia geral de
algumas propriedades da enzima. A preponderancia de aminoacidos acidos sobre os
basicos pode ser relacionado ao fato da fosfatase ser ativa em meio acido (pH 4,0 a
5,5). A razdo entre o numero de aminoacidos polares e ndo-polares, de 1,6, revela
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um maior conteido de aminoicidos polares, muito embora cerca de 40% de todos
os residuos de aminodacidos sejam ndo-polares, sugerindo um namero significativo
de estrutura em hélice, além de uma forte hidrofobicidade da molécula (PRICE &
STEVENS, 1989). O estudo da composigdo de aminoacidos da FAc de placenta
humana realizada por WAHEED et alii (1988) revelou um contetido de cerca de
20% de residuos com carater hidrofébico. Este dado somado @ medida experimental
da hidrofobicidade, permitiu que concluissem que a enzima é uma proteina
hidrofébica. Segundo os autores, este resultado também explicava a razdo da
agregacdo observada quando a enzima estava em presenga de moderadas ou altas
concentracdes de sal, a qual levava & perda da atividade. A utilizagido de glicerol
50% e 2-mercaptoetanol para a conservagio da atividade proteica da FAc de BPM
do rim bovino visa minimizar o processo de agregagio, uma vez que também possui

um contetado relativamente alto de residuos de aminoacidos hidroféobicos.

O nuamero de residuos de Cys néo foi determinado devido & suscetibilidade a
oxidagdo. Igualmente, o Trp ndo foi quantificado por ser destruido durante a
hidrolise acida. Assim, a M, minima {devido a nfo determinagfio do n°® dos residuos
Trp e Cys) € de 16,7 kDa. Porém, em fungéo da grande homologia com outras FAcs
de BPM, podemos sugerir a existéncia de, ao menos 2 residuos de Trp e cerca de 7
residuos de Cys, o que perfaz uma M, aproximada de 17,4 kDa, muito préximo do
obtido na SDS-PAGE, 17,8 kDa (Figura 7).

Iniciando o estudo cinético da fosfatase acida do rim bovino verificamos que
ela apresentou linearidade quando os ensaios eram realizados por um tempo de
incubagdo de até 20 minutos € com uma concentragdo de enzima de 0,1 até 1 pg
por ensaio. Adequando as condigdes de ensaio a estes pardmetros, adotamos um
tempo de reagdo de 10 minutos a 37°C para concentra¢Bes de enzima entre 0,1 e
0,44 pg de enzima/tubo, o que nos permitia obter leituras de absorbancia a 405 nm
entre 0,2 e 0,8 nestas condigdes, com um consumo de 2 a 9% do substrato,
garantindo que a reagfo acontecesse em condigdes saturantes do substrato.

Através do estudo da influéncia do pH na atividade enzimitica sob as
condi¢Bes padrio de ensaio, verificamos que a atividade 6tima ocorre em uma faixa
relativamente larga de pH, entre 4,0 € 5,5, com um ponto 6timo no pH 5,0 (Figura
10). Este aspecto € similar ao referido para as fosfatases acidas do figado
(HEINRIKSON, 1969), cérebro (CHAIMOVICH & NOME, 1970; SAEED et alii,
1990) e coragdo bovinos (CHERNOFF & LI, 1985) quanto a larga faixa de pH
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6timo para a enzima. Entretanto, nos casos acima relatados, a faixa 6tima esta um
pouco mais deslocada para o meio neutro (pH de 5,0 a 6,0). Outro fato observado ¢é
a alta atividade da enzima nos valores de pH 2,8 ¢ 3,0 em tampdo glicina. No pH
3,0 a atividade correspondeu a 87% daquela obtida no pH 5,0, o que nio ocorre
quando utilizamos o tampdo citrato nestes valores de pH (Figura 10). TAGA, em
1979, também relatou este comportamento para a fosfatase acida de APM do figado
de cobaia e, recentemente, detectamos o mesmos comportamento para a FAc de
BPM da glandula parétida de bovinos (ndo mostrado).

O estudo da influéncia do pH na inativagio térmica a 60°C (Figura 14)
também revelou dois aspectos curiosos. Primeiro, o pH em que a enzima
apresentou a maior estabilidade foi o pH 5,5 (tamp#o bis-tris), por outro lado, nos
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maiores perdas na atividade enzimatica. Nestas condigdes, apds 10 minutos de pré-
incubagdo, a atividade residual era menor do que 10%. Um estudo semelhante foi
realizado por JANSKA et alii (1988) onde os autores analisaram a
termoestabilidade da fosfatase 4cida de maior (140,5 kDa) e menor (38,2 kDa) A7,
Seus resultados revelaram que ap6s 5 minutos de pré-incubagio das enzimas a
56°C houve uma perda drastica da atividade da enzima de maior M,; por outro lado,
a isoenzima de menor M, demonstrou um crescimento constante na atividade até os
30 minutos de pré-incubagdo. O segundo destaque neste experimento refere-se a
estabilidade apresentada pela enzima quando em tamp3o glicina (pH 2,8) que foi
praticamente igual a atividade residual apresentada pela enzima no tampdo acetato
pH 5,2. Estes resultados analisados em conjunto reforgam a indicagio de algum
tipo de efeito causado pela glicina no meio de reagdo. Podemos especular que o
carater anfoOtero da glicina possa interferir de alguma maneira na atividade
enzimitica uma vez que o acetato e o citrato, em pH menor que 4,0, se
comportariam como um jon negativo e, a maneira do fluoreto, molibdato, vanadato
e tartarato, inibindo a atividade da enzima (VAN ETTEN; WAYMACK &
REHKOP, 1974). E preciso lembrar que, como tampdes, estes fons atingem a
concentragdo de 100 mM. A glicina poderia estar interagindo com o substrato uma
vez que podemos notar na Figura 24 que o efeito ativador ocorre apenas na
presenga do p-NPP e Tyr-P (com estruturas quimicas muito semelhantes) e ndo
quando a FMN ¢ utilizada; estudos mais detalhados serio fundamentais para a
compreengdo desta ativagio.

_valores de pH 4,2 e 7,5 (tampéo acetato e imidazol, respectivamente) ocorreram as
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A avaliagdo do efeito da concentragdo do substrato (p-NPP) na atividade
enzimatica foi medido através da quantificagdo do p-Nitrofenol e fosfato liberados.
Os pardmetros cinéticos obtidos e os graficos de Michaelis-Menten e de
Lineweaver-Burk (Figura 11) demonstram cabalmente que ambos os métodos
refletem corretamente o comportamento da enzima frente ao substrato. A afinidade
da fosfatase acida de BPM do rim pelo p-NPP (Kys = 1,42 x 10-4M), no pH 5,0, ¢
de uma ordem de grandeza similar a de diversas outras fosfatases acidas de BPM,
como pode ser observado na Tabela IX.

TABELA IX. Ky do p-NPP para Diversas Fosfatases Acidas Purificadas

REFERENCIA FONTE Km®
(10-4M)

TAGA & VAN ETTEN, 1982 Figado Humano 2,20
CHAIMOVICH & NOME, 1970 Cérebro Bovino 0,75
HEINRIKSON, 1969 Figado Bovino 7,50*"
WAHEED et alii, 1988 Placenta Humana 1,69
ZHANG & VAN ETTEN, 1990 Coragiio Bovino 3,80
SAEED et alii, 1990 Coragido Bovino 2,00
DISSING & SVENSMARK, 1990 Eritrécito Humano

Isoenzima Bf 0,37

Isoenzima Bs 5,30

* . o p-NPP foi utilizado como substrato, no pH 5,0.

** . ensaio a pH 5,5.

O efeito da temperatura foi estudado sob dois pontos de vista: i)
determinagdo de temperatura 6tima, medindo-se a formagdo do produto (p-NFenol)
ap6s 10 minutos de incubagdo a diferentes temperaturas (de 4 a 68 °C); ii) estudos
de inativagfo térmica: ap6s diferentes periodos de pré-incubagédo a 60°C, aliquotas
da enzima foram colocadas em gelo e a atividade residual foi medida a 37°C, apos
10 minutos de incubag@o. No primeiro caso, pudemos verificar que a formagdo do
produto aumenta consideravelmente com a temperatura. Alguns fatores podem
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explicar este comportamento como a influéncia da temperatura na quebra do
complexo E-P; pelo efeito na afinidade enzima-substrato; devido a alguma
alteragio nos pKs, os quais sdo determinados por suas energias de ativagdo
(DIXON & WEBB, 1967). Entretanto, a determinagdo de qual ou quais fatores
estdo influindo neste caso ndo pode ser realizada através deste estudo. A grande
complexidade das varidveis envolvidas exige a determinagdo de constantes
termodindmicas a partir das constantes de velocidade implicando em diversos
experimentos e tratamentos matematicos dos resultados, o que foge ao nosso
objetivo. Apenas para exemplificar, analisemos a temperatura 6tima obtida. A 60°C
ocorre a maior liberagio do produto (Figura 12) apesar de podermos verificar que
apos 5 minutos de reagdo nesta temperatura a velocidade atinge um platd (Figura
13). Isto pode ter dois significados: ou ocorre inativagdo da enzima apds 5 minutos

""""" de reagdoou o-substrato-deixou-de-ser-saturante-apos-este-periodo-uma-vez-que

ocorre hidrolise espontinea do substrato a 60°C, dependente do tempo. Neste
segundo caso, podera ainda estar ocorrendo inibigdo pelo produto da hidrélise, o
fosfato, caracteristico mibidor da atividade da fosfatase acida. Uma forte indicagio
de inativagdo da enzima pode ser obtida no estudo de inativagdo térmica onde
observamos a perda de cerca de 50% da atividade apos 10 minutos de pré-
incubagio a 60°C no pH 5,2 (Figura 14), resultado semelhante ao relatado por
DISSING & SVENSMARK (1990) para a isoenzima s da fosfatase acida de BPM
de eritrocito humano. Neste experimento podemos observar novamente o efeito da
glicina.

A anilise do efeito da temperatura na atividade da fosfatase acida em
mamiferos ndo ¢ freqiiente, espectalmente com relagdo a enzima de BPM. Uma rara
excegdo € o relato de DISSING & SVENSMARK (1990), onde verificaram que as
isoenzima f e s de eritrécitos humanos sofreram inativa¢io térmica a 63 e 66°C,
respectivamente. Relataram ainda que a atividade residual apos a pré-incubagio a
60°C sofreu uma elevagio consideravel (quase 2 vezes) nos instantes iniciais do
tratamento. Esta ativagdo foi explicada como um rearranjo transitorio das moléculas
da enzima, a qual foi sucedida por uma inativagdo dependente do tempo que
eliminou praticamente toda atividade apés 20 minutos de pré-incubagdo. LAU,
FARLEY & BAYLINK (1987), analisando a fosfatase acida de PMI (34,6 kDa) de
matriz 0ssea de bovino, observaram uma grande estabilidade térmica, mantendo
cerca de 80% da atividade residual apdés 30 minutos de incubagio a 60°C.
Resultado similar fo1 obtido por KANAI & KONDO (1991) trabalhando com
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suspensdo de Pseudomonas pseudomallei e P. cepacia, onde verificaram a retengio
de grande parte da atividade apés 20 minutos de pré-incubagio a 60°C. Os estudos
de estabilidade térmica ¢, principalmente, temperatura 6tima e calculo da energia de
ativagdo tem sido realizado com maior frequéncia em fosfatase acida de plantas.
Diversos trabalhos tem relatado uma temperatura étima de 60°C como ULLAH &
GIBSON, 1988 (cotilédone de soja); DE-KUNDU & BANERJEE, 1990 (caule em
germinagdo de Vigna radiata); BISWAS & CUNDIFF, 1991 (semente em
germinacdo de Vigna sinensis). Apresentando temperaturas étimas menores ha os
relatos de PANARA; PASQUALINI & ANTONIELLI (1990) e MIERNYK (1992)
que determinaram a temperatura dtima de 30°C (cevada) e 50°C (endosperma de
milho), respectivamente.

Com relagdo a Ea, também poucos sio os relatos na literatura, especialmente

.qua.iﬁto as fosfatases acidas de BPM. O valor da energia de ativagiio por nos obtido

(43,31 kJ.mol"1) é superior a obtida para as formas AP-I e AP-II do caule em
germinag8o de Vigna radiata (DE-KUNDO & BANERIJEE, 1990). BISWAS &
CUNDIFF (1991), calcularam as energias de ativagio de maltiplas formas de
fosfatase acida da semente de Vigna radiata em germinagio (AP-I, AP-II, AP-IIl e
AP-1V), para a hidrélise do p-NPP, como sendo 12,4; 11,2; 6,0; 8,0 kcal.mol-1,
respectivamente. ZHANG & VAN ETTEN (1991) realizaram estudos de
dependéncia da temperatura para a FAc de BPM do coragiio bovino nos valores de
pH 5,0 e 7,0 e revelaram energias de ativagdo praticamente idénticas para o passo
limitante da reago (56,9 e 58,9 kJ.mol-1, respectivamente).

Assim, este conjunto de experimentos serviu, principalmente, para
determinar as condigdes padrio de ensaio a serem empregadas durante a analise das
outras caracteristicas cinéticas da fosfatase acida de BPM do rim bovino. Os
ensaios posteriores foram realizados por um periodo de incubagio de 10 minutos,
com uma concentragio de enzima variando entre 0,1 e 0,8 pg por tubo, no pH 5,0,
a 37°C. Esta temperatura foi a escolhida por ser mais proxima do fisiologico, para
efeito de comparagdo com a literatura, pelo fato da FAc apresentar uma
estabilidade térmica nesta temperatura maior que a 60°C (resultado ndo mostrado) e
por ndo promover a hidrélise térmica espontinea do substrato em niveis
significativos.

O estudo do efeito de compostos na atividade da FAc é de suma importancia
pois permite a detec¢do de possiveis efetores, tanto positivos quanto negativos, da
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atividade enzimatica. Estas informagdes sdo fundamentais para a otimizagio do
processo de purificagdo bem como para a execugfio dos estudos cinéticos e para a
efeito de comparagio com outras FAcs, especialmente as de BPM de mamiferos as
quais possuem padrdes de comportamento muito precisos frente aos compostos
testados.

Através da analise do efeito de diferentes ions metalicos na atividade (Figura
15) pudermos notar trés comportamentos basicos:

a) de minima sensibilidade frente aos fons Nat, Kt, Ca2*, BaZ*, Mn2* e
Fe2t.

b) de sensibilidade moderada em presenga de Zn2t.

O efeito mibitério obtido com zinco ¢ cobre se deve a formagio de
complexos com a proteina através dos grupos -SH. Da mesma maneira, estes
complexos podem ser formados entre a proteina e o ferro ou molibdénio. A
independéncia de ions metdlicos para a atividade desta FAc pode ser confirmada
pelo minimo efeito causado pela alta concentragio de EDTA utilizada no ensaio

(Figura 17).

De maneira geral estes resultados sfo similares aos relatados para outras FAc
de BPM (CHAIMOVICH & NOME, 1970; GALKA et alii, 1980; CHERNOFF &
L1, 1985; SAEED et alii, 1990). Entretanto, algumas diferengas foram observadas
como a maior sensibilidade a0 Mn2¥ apresentada pela FAc de BPM da cauda de
Xenopus laevis (FILBURN, 1973). Também ha divergéncia com relagdo a FAc de
rim bovino, purificada anteriormente por FUJIMOTO et alii (1984), onde os
autores relataram uma inibi¢do de 50% em presenga de FeSO4 (1 mM) enquanto
obtivemos uma atividade relativa de 95%. FUJIMOTO et alii relataram ainda que o
FeCly em uma concentragdo 10 vezes menor produz uma inibigdo ainda mais
intensa. Uma possivel explicagdo para esta diferenga pode residir no fato de que, no
trabalho de FUJIMOTO, a enzima foi pré-incubada por 20 minutos com o ion antes
de ser submetida ao ensaio da atividade. Contudo, apesar de nfo termos pré-
incubado a enzima com o ion, acreditamos que, havendo suscetibilidade da enzima
pelo Fe2™*, esta seria notada , uma vez que nosso ensaio ocorreu em presenga de 10
mM de Fe2*. OQutras diferengas também sdo notadas quando analisamos o

e b e
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comportamento de FAc purificadas de plantas. Algumas isoenzimas sofrem uma
pequena ativagdo em presenga do Ca2* ¢ Mn2* que varia de 13 a 40% (DE-
KUNDO & BANERIEE, 1990; BISWAS & CUNDIFF, 1991; PASQUALINI et
alii, 1992). Outro aspecto € o menor poder de inibigdo exibido pelo Cu2t (DE-
KUNDO & BANERIJEE, 1990; PASQUALINI et alii, 1992). O efeito de ions
metalicos deve ser analisado como um aspecto caracteristico e especifico da enzima
em estudo. A analise da literatura, bem como de nossos resultados ndo sustentam a
hipétese de que grupos de isoenzimas possuam comportamentos idénticos frente a
determinado ion. Um exemplo claro € o do Zn2* que, na concentragio de 1 mM,
ativa em 20% a FAc de APM do coledptilo de cevada (PASQUALINI et alii, 1992)
e intbe em 80% a atividade da FAc de APM da semente de Vigna sinensis em
germinago (BISWAS & CUNDIFF, 1991). Similarmente, SOTIROUDIS &
GELADOPOULUS (1990) mostraram que 50 pM de Zn2* promoveu uma inibigdo
maior que 95% na FAc do musculo esquelético de coelho.

Uma vez que é bem conhecida a importancia de grupos -SH para a atividade
da FAc de BPM (BITTENCOURT & CHAIMOVICH, 1976; LAIDLER; TAGA &
VAN ETTEN, 1982; CHIARUGI et alii, 1992; ZHANG; DAVIS & VAN ETTEN,
1992), o efeito de compostos sulfidrilicos que protejam estes grupos também foram
investigados. Contudo, a FAc de rim bovino nio revelou qualquer tipo de efeito em
presenga dos agentes protetores de grupos -SH em nenhuma das trés concentragdes
testadas (0,01, 0,1 e 1 mM) (Figura 16). Este tipo de comportamento foi relatado
por CHAIMOVICH & NOME (1970) onde, mesmo apds 60 minutos de pre-
incubagdo da FAc de BPM do cérebro bovino com 10 mM de 2-mercaptoetanol, a
atividade relativa foi de 96%. Por outro lado € comum encontrarmos na literatura
relatos de ativag@o da enzima em presenga destes compostos. GALKA et alii (1980)
relata uma atividade relativa de 138%6 e 105% para a fosfatase citossélica do figado
de rato em presenga de 50 mM de 2-mercaptoetanol e 10 mM de DTT,
respectivamente. Estimulo significativo foi relatado por FUIIMOTO et alii para a
FAc de BPM do rim bovino purificada em 1984. Os autores obtiveram uma
atividade relativa de 208% em presencga de 6-Etilmercaptopurina (I mM); os
compostos sulfidrilicos convencionais ndo foram testados. Similarmente, JANSKA
et alii (1988) obtiveram uma ativagdo de 204% e 158% na atividade da FAc de PMI
do figado de sapo tanto para a hidrélise do p-NPP e Tyr-P, respectivamente, na
presenga de DTT 10 mM. Em fosfatase acida de plantas, DE-KUNDO &
BANERIJEE (1990) relataram um pequeno efeito positivo, da ordem de 13%, na



Discussaoe  -87-

T TR T W WE W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W OWEWFOWE W W WS YW W W W W W W W

atividade da FAc de Vigna radiala em presenga de 10 mM de 2-mercaptoetanol.
Em contrapartida, HAYMAN et alii (1989) observaram um efeito inibidor da FAc
de osteoclastoma humano (30,0 kDa) em presenca de 200 mM de 2-
mercaptoetanol. No caso especifico das FAc de BPM, cuja atividade é claramente
dependente de um ou mais grupos -SH localizados no ou préximo do sitio ativo,
seria mais 1dgico esperar que o efeito de compostos protetores de -SH, como o
nome ja diz, seria mais importante na protegdo dos grupos tidlicos da enzima do
que propriamente ativar a enzima em condigdes normais.

O efeito fortemente ativador apresentado pelo 6-etilmercaptopurina esta
relacionado com a ativagio causada por purinas, descrito por TANIZAKI;
BITTENCOURT & CHAIMOVICH (1977). O estudo do efeito de outros
compostos na atividade da fosfatase por nés purificada também evidenciou a
ativagdo da enzima em presenga de derivados purinicos, a guanosina. Esta
promoveu um aumento de 74% na atividade da enzima quando acrescentada no
meio de ensaio na concentragdo de I mM (Figura 17). TANIZAKI et alii relataram
que a ativagio das fosfatases acidas de BPM por purinas parece ser geral para esta
classe de fosfatase acida e especifica com relagdo a estrutura do ativador. Baseados
na variagdo do nivel de ativagio em fungdo de mudangas no nicleo purinico e pela
fosforilagdo do nucleosideo, juntamente com os dados cinéticos, os autores
sugerem que deva existir um sitio especifico na enzima capaz de ligar a purina. Esta
ligagdo, ocorrendo apos a formagio do complexo E-S, resultaria em um aumento na
atividade catalitica. Um relato extremamente interessante foi o de BAXTER &
SUELTER (1985) que isolaram duas formas de FAc de BPM distintas (A e B) do
musculo peitoral de aves, as quais estio elevadas no musculo distréfico. As duas
formas somente foram completamente separadas por focalizagdo isoelétrica e
apresentaram algumas caracteristicas cinéticas especificas, entre elas o fato de que
a forma A n#o foi ativada por guanosina enquanto que a forma B apresentou um Ka
(constante de associagdo) de 2,02 mM.

Recentemente, DISSING; RANGAARD & CHRISTENSEN (1993)
relataram a modulagio da atividade das isoenzimas "lenta" s e "rapida" fda FAc de
BPM citossodlica de eritrocitos humanos por purinas. Verificaram efeitos distintos
da adenina e hipoxantina sobre as isoenzimas. A atividade catalitica da isoenzima f
foi aumentada em 5,1 vezes pela hipoxantina e diminuida em 40% pela adenina
enquanto que a forma s ndo foi afetada pela hipoxantina mas aumentada em 4,6
vezes pela adenina. Os autores concordam com a existéncia de um sitio especifico
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para a ligag@o do efetor mas discordam quanto a sugestio de que o efetor somente
se ligue ao complexo enzima-substrato, como proposto por TANIZAKI et alii
(1977). Os autores propuseram um mecanismo no qual o efetor poderia se ligar a
enzima livre tanto quanto a0 complexo enzima-substrato. Relataram que a afinidade
dos efetores positivos (adenina para s e hipoxantina para f) pela enzima foi maior
que para o complexo E-S. Em contraste, a afinidade do inibidor adenina para a
forma livre da isoenzima f foi menor do que para o complexo E-S. Sugerem a
existéncia de um sitio de ligagio adjacente paraestéreo que permite o contato
quimico entre o efetor ¢ o substrato devido as profundas diferengas dos efeitos
causados pelas moléculas de hipoxantina e adenina, quimicamente similares. Os
estudos cinéticos neste trabalho indicaram que a ligagdo de efetores positivos a
enzima resultaria em uma modificagdo do sitio ativo que provocaria um decréscimo

~na energiado-estado de transigio do passo-limitante da rea¢do. Em contraste, a

ligagdo do efetor negativo, a adenina para a forma f, provavelmente aumentaria a
energia necessaria para superar o estado de transigéo.

Dos outros compostos testados, chama a ateng@o a inibi¢do causada pelo
Piridoxal-5-P (Figura 17) uma wvez que pudemos notar nos estudos de
especificidade de substrato que a enzima ndo atua significativamente sobre o
mesmo (Tabela VII), muito embora este composto seja um substrato para a
localizagdo histoquimica especifica da FAc do complexo de Golgi no tecido ésseo
(COLEMAN, SCHOFIELD & McDONALD, 1980). Corroborando os achados de
SAEED et alii (1990), este composto mostrou-se um inibidor com alta afinidade
pela enzima como sera discutido mais & frente. Interessante notar o comportamento
contrario do Triton X-100 ¢ o SDS, detergentes ndo-idnico e catidnico,
respectivamente (Figura 17). A ativagdo apresentada pela enzima em presen¢a do
Triton X-100 € comumente relatada para a FAc de BPM chegando, em alguns casos
promover wm aumento na atividade de cerca de 40-50% (FILBURN, 1973; SAEED
et alii, 1990). Da mesma maneira, também ¢ comum a inibigio pelo SDS que
promove o desenovelamento da proteina com a conseqiiente perda da sua atividade
catalitica (BISWAS & CUNDIFF, 1991). A fim de determinar se a inibigio pelo
SDS ocorre devido somente as interagbes de cargas, seria importante analisar o
efeito de detergentes catOnicos na atividade da enzima.

Estudando o efeito de inibidores em potencial na atividade desta enzima
(Figura 18) pudemos, de maneira indubitavel, classificd-la como uma fosfatase
acida de BPM. O comportamento frente a inibidores classicos como tartarato,
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fluoreto, pCMB e fosfato corresponde ao citado nos diversos relatos acerca desta
proteina o que permite diferencia-las entre fosfatases de alto, intermediario e BPM
(FILBURN, 1973; DE ARAUJO; MIES & MIRANDA, 1976, TAGA & VAN
ETTEN, 1982; FUJIMOTO et alii, 1984; WAHEED et alii, 1988; SOTIROUDIS &
GELADOPOULQS, 1990; PANARA et ali, 1992). O aspecto de maior
especulagdo neste conjunto de experimentos é a inibicio pelo ion vanadato,
reconhecidamente relacionado com a inibigio de fosfatases envolvidas no processo
de proliferagdo, crescimento e diferenciagéo celular em especial as PTPP. O efeito
inibitério do vanadato deve-se fundamentalmente por ser um anilogo do fosfato
inorganico (Pi), o qual é o produto da reagdo catalisada pela fosfatase acida e tem a
capacidade de inibir competitivamente a atividade enzimatica (Figura 21). A Ki
obtida para o o-Vanadato 0,465 uM (Tabela V) foi cerca de uma ordem de
de grandeza daquela relatada por ZHANG & VAN ETTEN em 1990 (29,0 uM) e
semelhante ao referido por WAHEED et alii em 1988 (0,13 uM). Os dois tltimos
trabathos relatavam uma FAc de BPM com atividade fosfo-tirosina proteina
fosfatase. Apesar de os dados da literatura indicarem que a inibigdo especifica por
vanadato possa ndo ser universal entre as PTPP (LAU; FARLEY & BAYLINK,
1989), estes dados sustentam a necessidade de um estudo mais detalhado acerca
deste comportamento.

Com relagio a inibigdo pelo fosfato obtivemos uma Ki de aproximadamente
0,8 mM (Tabela V), resultado este similar ao relatado em outros trabathos:
CHAIMOVICH & NOME (0,7 mM); TAGA & VAN ETTEN (1 mM); ZHANG &
VAN ETTEN (2 mM). O fosfato assume ainda um importante papel durante o
processo de purificagdo da fosfatase acida de BPM, atua como um ligante
especifico que interage com a enzima e desempenha um tipo de eluigdo por
afinidade para libera-la da resina de SP-Sephadex (LAWRENCE & VAN ETTEN,
1981). A capacidade de proteger a FAc BPM da inativagio pelo 1odoacetato devido
a sua capacidade de se ligar ao sitio ativo, sugere a existéncia de um residuo de
cisteina essencial para a atividade (TAGA & VAN ETTEN, 1982; ZHANG;
DAVIS & VAN ETTEN, 1992).

A inibigido por piridoxal-5-P ndo tem sido muito descrita, possivelmente pela
atengfio estar mais especificamente voltada para a possibilidade de atuar como um
substrato fisiologico, similarmente ao que ocorre com a FAc de PMI (FUJIMOTO
et alii, 1984). Contudo, a Ki de 2,6 uM, ligeiramente menor que o relatado por
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SAEED em 1990, pode significar algum tipo de regulagdo fisiolégica dada a
importancia deste metabolito, além do fato de permitir o estudo quanto a
participagdo da lisina no sitio ativo. O grupo de Ramponi demostrou que o
pirodoxal-5-P interage com a enzima tanto pelo grupo fosfato como pelo aldeido e
que a Cys-17, essencial para a atividade da FAc de BPM do figado bovino (uma
PTPP), interage com o fosfato do piridoxal-5-P. Sugere que as PTPP de BPM, com
baixa afinidade pelo inibidor piridoxal-5-P, sejam chamadas de Tipo 1, enquanto
aquelas comn alta afinidade pelo inibidor sejam designadas como tipo 2 (CIRR],
1993).

Varios alcoois t€m a capacidade de funcionar como aceptores de fosfato em
reagdes de transfosforilagio (Tabela VI). A capacidade de realizar a

conhecida como uma das caracteristicas da FAc de BPM. Esta bem estabelecido
que o mecanismo de hidrélise do substrato pela enzima € o de deslocamento
nucleofilico, formando um intermediario fosfo-enzima. Ocorre que a velocidade de
hidrolise do p-NPP em presenga de um aceptor nucleofilico (alcool) aumenta
consideravelmente em relagdo ao controle que possui apenas agua. Isto ocorre de
tal maneira que aumentando a concentragdo do aceptor, aumenta também a
velocidade de hidrélise (BALDIJAO, 1972; KANEKO & KATOH, 1990; ZHANG
& VAN ETTEN, 1990). E importante relatar que a taxa de Pi produzido mantém-se
relativamente constante nos experimentos de transfosforilagio (Tabela VI), o que
estd em concordincia com a existéncia de um intermediario fosfo-enzima
covalente, com a quebra deste intermediario sendo o passo limitante da velocidade
de reagio (VAN ETTEN & ZHANG, 1990). A atividade relativa em presenga
destes efetores € muito semelhante ao relatado pela literatura, independente da
fonte de que foi purificada a enzima (TAGA & VAN ETTEN, 1982; SAEED et
alii, 1990). O papel fisiologico desta ativagiio ainda € obscuro uma vez que as
concentrag®es usadas ndo sdo fisiologicas e os estudos detalhados deste
comportamento s3o escassos, © que evidencia uma promissora linha de
investigagdo.

Uma outra caracteristica peculiar das FAc de BPM foi também observada
para a enzimna purificada do rim bovino, qual seja, a sua grande especificidade com
relagdo aos substratos (Figura 23). Dos diversos substratos testados, apenas o f-
Naftil-P, a FMN e a Tyr-P foram hidrolisados a niveis significativos. Porém,
apenas a FMN e a Tyr-P sdo substratos fisiologicos em potencial. Esta
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especificidade reforga a hipotese de que hé necessidade do substrato possuir uma
estrutura aromatica ligada a molécula do substrato bem como uma estrutura
orginica especifica como no caso da FMN (ZHANG & VAN ETTEN, 1990; WO
et alii, 1992). Assumindo a relagdo Vmax/Ky, como uma medida da especificidade,
podemos notar que a Tyr-P apresenta-se como um substrato pobre muito embora
tenha sido capaz de sofrer a hidrdlise enzimitica em uma velocidade cerca de 60%
da hidrélise do p-NPP (Tabela VII). O que ocorre aqui é a baixa afinidade da
enzima por este substrato, Ky de 7,9 mM, fato também observado para a FAc de
placenta humana, Ky, de 1,6 mM, (WAHEED et ahi, 1988); para a do coragéo
bovino, Ky de 14,0 mM, (ZHANG & VAN ETTEN, 1990); para a do cérebro
bovino, Ky de 5,3 mM, (SAEED et alii, 1990), todas determinadas no pH 5,0. De
maneira geral, estas fosfatases apresentam uma atividade sobre a Tyr-P da ordem
de 35 a 60% em relagio ao p-NPP.

Embora estes dados nio sejam de maneira alguma excludentes quanto a uma
atividade PTPP desta enzima, merece destaque uma vez que véarias PTPP
apresentam um Kj; submicromolar, algo em torno de 100 a 500 nM (TONKS;
DILTZ & FISCHER, 1988b). E claro que existe um fator fundamental que precisa
ser levado em conta: ainda nio se descobriu o(s) substrato(s) fisiologico(s)
especifico para estas FAc de BPM. Nao podemos deixar de lado o fato de que no
pH 5,0 o amino grupo da Tyr-P estd protonado €, uma carga positiva muito
proéxima, poderia bloquear o processo de ligagdo com o sitio ativo da enzima,
promovendo um aumento na Ky. A utilizagdo de polipeptideos fosforilados em
tirosina poderia favorecer o estudo desta classe de substratos uma vez que o amino
grupo estaria mais distante, minimizando seu efeito durante a hidrolise.

A atividade sobre a FMN assume uma caracteristica impar. Desde o trabalho
de HEINRIKSON, em 1969, vem sendo avaliada a capacidade das diversas FAc de
BPM de hidrolisar este substrato fisiologico sem, contudo, estabelecer-se sua
fungdio. Sdo tantos relatos que praticamente tornou-se mais uma referéncia para a
classificagfo de alguma fosfatase acida com sendo de BPM. Nos diversos trabalhos
podemos observar que a atividade relativa sobre a FMN, tomando-se o p-NPP
como referéncia, na maioria das vezes gira em torno de 70 a 100% (HEINRIKSON,
1969; FILBURN, 1973; FUIIMOTO et alii, 1984), sendo uma excegdo o relato de
BAXTER & SUELTER, 1985, onde mostraram que a atividade das isoenzima A e
B do musculo peitoral de aves hidrolisavam a FMN numa extensdo de cerca de
50%. Também ¢é importante notar que as outras isoenzimas da FAc, as de APM e
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PMI, ou nio atuam sobre a FMN ou o fazem em uma taxa significativamente menor
que a fosfatase de BPM (FILBURN, 1973; FUJIMOTO et alii, 1984; JANSKA et

alii, 1986).

TAGA & VAN ETTEN publicaram em 1982 um relato instigante onde
mostram que a atividade da FAc de BPM do figado humano sobre a FMN foi maior
que a do p-NPP cerca de 3 vezes no pH 5,0, ¢ mais de 7 vezes no pH 7,0. Estes
dados sio ainda mais interessantes quando calculamos a especificidade através da
relagio Vmax/Ky,, exibida na Tabela X, onde podemos notar claramente a maior
especificidade pela FMN no pH 7,0 ndo relatado para outras FAc de BPM.
Somando-se a esta observagio, ZHANG & VAN ETTEN demonstraram em 1990
que a atividade sobre a FMN ¢ extremamente especifica, ndo sendo obtida com a

-.utilizagdo de analogos de FMN..

TABELA X. Especificidade para o Substrato da Fosfatase Acida do
Figado Humano (TAGA & VAN ETTEN, 1982).

Substrato Vimax
Km
pH 5.0 pH 7,0
p-NPP 500 273
FMN 395 92.7

Como pode ser verificado no grafico da curva da atividade em fungéo do pH
para a Tyr-P e FMN como substratos (Figura 24), a FAc de BPM do rim bovino
ndo apresentou uma atividade maior no pH 7,0 porém, esta corresponde a cerca de
50% daquela obtida no pH 5,0. Seria interessante verificar se este fato ¢ inerente a
enzima ou se a espécie quimica do tampéo estaria interferindo, semelhante ao que
ocorre na faixa entre os valores de pH 2,5 e 4,0 com tampdo glicina. Ainda
analisando este grafico, dois detalhes despertam a atengio. Primeiro, para os trés
substratos podemos verificar um platd de atividade porém, no caso da FMN e Tyr-
P, ele esta deslocado em diregdo ao pH 7,0 em relagdo ao p-NPP, o que pode ser
mais um indicio do efeito da espécie quimica do tampio sobre a interagdo enzima-
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substrato. Segundo, podemos perceber que entre o pH 6,5 € 7,5 temos um pequeno
patamar que, no caso da Tyr-P, lembra um pequeno pico de atividade no pH 7,0.
Estas observagdes tornam-se mais interessantes uma vez que possiveis substratos
fisiologicos poderiam ser hidrolisados em valores de pH mais proximos da
neutralidade. Cabe ressaltar que o efeito "ativador” do tampdo glicina entre os pH
2,5-3,0 ndo foram notados quando utilizamos a FMN como substrato.

Analisando o efeito do pH sobre a hidrélise da Tyr-P, WAHEED et ahi
(1988) demonstraram que a FAc de placenta humana apresentava um patamar de
atividade entre os valores de pH 5,0 e 6,0 porém, quando utilizaram a banda 3 de
eritrocitos humanos fosforilada em Tyr, esta faixa de atividade méaxima se estendeu
até o pH 7.0. Desta forma fica claro a importincia de se encontrar o substrato
natural desta enzima. Recentemente, FUCHS; SHEKELS & BERNLOHR (1992),
publicaram um artigo onde, em fungédo da maior especificidade apresentada pelo
produto do gene ACP1 (fosfatase dcida de 18 kDa) sobre FMN em detrimento da
Tyr-P, propdem que o produto deste gene em células de hamnster chinés seja
considerado uma FMN fosfatase. Os autores citam um relato interessante acerca da
baixa atividade de uma variante do alelo ACP1 humano observada em individuos
com elevada atividade da enzima glutationa redutase. Como € uma flavina-enzima a
glutationa redutase serve como um conveniente marcador para os niveis celulares
de flavina. A aparente relagio inversa entre a atividade da FAc e a atividade
glutationa redutase sugere que o produto do gene ACP1 atuaria, in vivo, utilizando
o FMN como substrato. Reforgando a proposigdo, os autores relataram a existéncia
de uma regido da cadeia polipeptidica da FAc de BPM de eritrécitos humanos
semelthante a regido de ligago para flavina das flavodoxinas (DISSING, JOHNSEN
& SENSABAUGH, 1991).

A literatura contém ainda muitas questdes quanto ao papel fisioldgico e, por
conseguinte, quanto ao(s) substrato(s) natural(is). Uma indicagio promissora foi o
relato recente do grupo de Ramponi (RUGGIERO et alii, 1993) estudando o
controle da proliferagiio celular. Utilizando fibroblastos NIH/3T3, normais e
transformados, transfectados com um gene sintético da FAc citossolica de BPM do
figado bovino, verificaram que a proliferagdo celular era inibida. A inibigéo da
proliferagdo correlacionava-se com a concentragio de PTPP transfectada. Os
autores concluiram que esta fosfatase € ativa sobre substratos sinalizadores
especificos deste tipo de células que controlam a proliferagdo de fibroblastos
normais e transformados. Sugeriram que o estudo comparativo de substratos
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proteicos desta PTPP pudesse ser util na identificagio de reguladores chave da
proliferag@o celular em resposta aos estimulos normais ou aberrantes. Contudo,
estudos ainda sdo necessarios para responder questdes cruciais sobre substratos
fisiolégicos, como a FMN e os reguladores da atividade desta enzima.
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6. PERSPECTIVAS

A purificagio da fosfatase acida de BPM do rim bovino, ao nosso ver, abre
um campo de pesquisa extremamente vasto. A importincia desta enzima no
contexto dos processos de proliferagiio e crescimento celular estio fortemente
indicados. A purificagdo de outras FAc de BPM associada a investigagfio de seus
substratos e inibidores fisioldgicos sera de relevancia crucial na determinagdo de
seu papel no processo da vida celular. Neste aspecto, o estudo da capacidade de
hidrélise da enzima sobre polipeptideos fosforilados em Tyr, Thr e Ser além de
proteinas fosforiladas nestes residuos, sera de grande valia.

Com relagdo as suas caracteristicas fisico-quimicas e cinéticas, a obtengdo
desta proteina na forma pura e homogénea, abre caminho para a complementagio
dos dados da composigio de aminoacidos, para a seqii€éncia de aminoacidos na sua
estrutura primaria o que permitird a comparagfo estrutural com as outras fosfatases
acidas de BPM, bem como a homologia com alguma regidio das proteinas fosfo-
tirosina fosfatases e a determinagdo da estrutura terciaria.

Um dado por nos obtido e que merece um estudo profundo € completo € a
"ativagdo"” da enzima em presen¢a da glicina, mesmo em pH abaixo de 4,0. Esta
observagdo ja havia sido feita anteriormente mas nenhum trabalho analisou de que
maneira este efeito ocorre. Pelo mesmo caminho passa a ativagdo por guanosina.
Embora um estudo recente tenha confirmado a ativagio das FAc de BPM por
compostos purinicos, a possibilidade de estarmos diante de um regulador
fisiologico da fosfatase nos inclina a investigar de que maneira isto ocorre com a
fosfatase acida do rim bovino, além de incitar a busca de um composto que atue em
concentragfo fisioldgica.

A discussio entre o grupo de VAN ETTEN e de RAMPONI acerca dos
residuos de aminoacidos essenciais a catalise abre espago para a investigagiio dos
residuos essenciais presentes na fosfatase do rim bovino. A modificagdo covalente
de determinados residuos prové informagdes relevantes para o mapeamento do sitio
ativo e é exeqiiivel em nossas condigdes laboratoriais. A titulagdo dos grupos -SH €
um item fundamental neste processo. Também sera de interesse um estudo
detalhado sobre o efeito de detergentes na atividade enzimatica, bem como uma
analise da enzima do ponto de vista de fluorescéncia.

s
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