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RESUMO

Quatro 1soformas AP1, AP2Al, AP2A2 e AP2B da fosfatase acida
(E.C. 3.1.3.2) de figado de cagfio (Rhizoprionodon Ilalandei) foram
detectadas e parcialmente purificadas através de bath em Hidroxiapatita,
cromatografias em colunas de SP-Sephadex, DEAE-Sephadex, Sephacryl S-
200 e Concanavalina A-Sepharose 4B.

As isoformas AP2A1, AP2A2 ¢ AP2B foram parcialmente purificadas
cerca de 68; 57 e 34 vezes, com atividades especificas de 5,6; 4,7 ¢ 2,8 umol

A -1 . , . . ~ .
min” . mg~ respectivamente. Neste estagio de purificagfio, estas isoformas

mostraram-se altamente instaveis.

A isoforma AP1 foi parcialmente purificada cerca 20 vezes, com
atividade especifica de 1,66 umol min”. mg”. A massa molecular relativa da
isoforma AP1, determinada por HPLC da Shimadzu (coluna Shim pack diol
150), foi de 58 kDa. Esta isoforma mostrou-se mais estavel que as isoformas
AP2.

As propriedades cinéticas da fragdo AP1 foram estudadas. A enzima
apresentou alta atividade em pH 4,7 — 5,0; a temperatura 6tima obtida fo1 de
65°C. A hidrélise a 37°C e pH 5,0 foi linear até 45 minutos e a energia de
ativagdo para a hidrolise do pNPP, determinada pela equagdo de Arrhenius, foi
de 39,37 kImol™'. Um valor da Km de 0,97 mM foi obtido utilizando-se p-
nitrofenilfosfato como substrato. Dentre os substratos testados, a isoforma
AP1 apresentou maior especificidade pelo PPi.

Utilizando-se pNPP como substrato varios compostos foram testados
como potenciais inibidores. Molibdato (0,1mM) e NaF (5mM) inibiram 100%,
pCMB (1mM) ¢ NaF (ImM) inibiram cerca de 80%, o-vanadato (0,1 mM) e
tartarato (SmM) , cerca de 50%.



il
Baseado no estudo de inibidores a isoforma AP1 da fosfatase acida de

cagdo apresenta caracteristicas mais similares as fosfatases acidas de

mamiferos de alta massa molecular.
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SUMMARY

Four isoforms AP1, AP2A1, AP2A2 and AP2B of acid phosphatase
(E.C. 3.1.32) were detected and partially purified from shark
(Rhizoprionodon lalandei) liver through bath Hydroxyapatite, cromatography
columns of SP-Sephadex, DEAE-Sephadex, Sephacryl S-200 and
Concanavalin A-Sepharose 4B.

The fractions AP2A1, AP2A2 and AP2B were purified 68.3; 57.3 and
34.2-fold, with specific activities of 5.6; 4.7 and 2.8 umol min”.mg”
respectively.

The fraction AP1 was partially purified 20-fold, with specific activity of
1,66 umol min" . mg"'. The relative molecular mass of this fraction, determined
by HPLC (Shim pack diol 150 column), was 58 kDa. At this stage of
purification the fraction AP1 has shown to be more stable than the isoforms
AP2.

The kinetic properties of the AP1 fraction were determined using p-
nitrophenyl phosphate (pNPP) as substrate. High activities were observed at
pH around 4.7 — 5.0, and temperature of 65° C, at temperature of 37°C, pH 5.0
the hidrolysis was linear up to 45 minutes. The activation energy value of
39,37 kJ.mol™ for the hidrolysis of pNPP, was calculated from the Arrhenius
equation. An apparent Km value of 0.97 mM was determined for pNPP. From
the substrates tested, inorganic pyrophosphate was the best substrate, whit a
5-fold lower Km and 2-fold higher specificity constant, when compared with
pNPP.

Several compounds were tested as potential inhibitors, with pNPP as
substrate. Molybdate (0.1mM) and fluoride (SmM) inhibited 100%: p-CMB

(1ImM) and NaF (ImM) inhibited about 80%, and o-vanadate (0.1 mM) and
tartrate (SmM), about 50%.



v
Based on inhibitors studies the AP1 isoform of acid phosphatase

purified from shark liver presents more similar characteristics the fosfatases

acid of mammals of high molecular mass.



BMr
BSA:

FAc:

ABREVIATURAS

Alta Mr

Baixa Mr

Albumina do soro bovino
Enzima

Fosfatase acida
Intermediaria Mr
Constante de Michaelis-Menten
Massa molecular relativa
Fosfato inorganico
p-cloromercuriobenzoato
p-nitrofenol
p-nitrofenilfosfato

Velocidade maxima



1. INTRODUCAQO

As fosfatases 4acidas ou ortofosfato monoéster fosfohidrolases (E.C.
3.1.3.2.) pertencem a uma classe de enzimas que catalisa reacdes de hidrélise
de uma grande variedade de ésteres ortofosfato e reagdes de transfosforilagio

(SAEED et alii, 1990), como esquematizado a seguir:
Hidrolise

ROPO,H, +H,0—EMAMa_,pop 4 5 PO,
Transfosforilacdo

ROPO,H, + R,0H®° —EIZMa ,pop | R OPO,H,
® Aceptor de fosfato

1.1. Mecanismos de reacio

A fosfatase acida foi inicialmente observada em eritrocitos (ROCHE,
1931), sendo capaz de hidrolisar a ligagdo éster do fosfato do
monofenilfosfato € monoalquilfosfato, com pH 6timo entre 5,0 ¢ 6,0, ao
contrario da fosfatase de globulos brancos que catalisava esta reagdo com um
pH 6timo de 8,8 2 9,0.

A distingdo entre as fosfatases 4cidas e fosfatases alcalinas, inicialmente
era baseada somente no pH 6timo para atividade enzimatica. Posteriormente,
outras caracteristicas relacionadas com o mecanismo de reagdo ajudaram a
diferenciar estas duas classes de enzimas. NEUMAN (1968) observou que as
fosfatases alcalinas, além da hidrolise dos substratos usuais, catalisavam

também a hidrolise de monoésteres S-substituidos de acido fosforotidico
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RSPOsNa, do tipo S-P, produzindo ortofosfato e o tio-alcool correspondente.
Ja as fosfatases acidas, por sua vez, catalisam a hidrolise de monoésteres O-
substituidos de acido fosforotidico do tipo ROPO,SKH, produzindo o alcool e
o tiofosfato. Estes fatos nos permitem visualizar mecanismos de reacdo
diferentes para as duas enzimas, uma vez que a fosfatase 4cida requer para sua
atividade um oxigénio entre o radical e o fosfato. CHAIMOVICH & NOME
(1970) observaram que a fosfatases acidas eram insensiveis a presenca de
cations mono ¢ bivalentes no meio de reagdo, ao contrario das fosfatases
alcalinas que requerem metais, principalmente o Mg”, para sua atividade

(REID & WILSON, 1971).
VINCENT et alii (1992) propuseram outra diferenca para estas duas

classes de enzimas, sugerindo suas vias cataliticas:

Fosfatase Alcalina

E+ROPO;”~ < EROPO} - E —PO¥ +ROH — E.Pi— E + Pi

Fosfatase Acida

E + ROPOH, < EROPO,H, — E — PO;H, + ROH —2°_, £ 4 p;

No caso da fosfatase alcalina, em pH acima de 7, o complexo E.Pi é
limitante da velocidade e a espécie E-PO;% contém um grupo fosfoserina que ¢
labil em meio basico e estavel em meio acido, caracteristica apropriada para
esta fosfatase. No entanto, para a fosfatase acida, o complexo E.Pi ndo foi
observado, mas provavelmente 0 mesmo possa ser um intermediario, uma vez

que o Pi atua como um inibidor competitivo da reacdo enzimatica. Para a
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fosfatase acida de alta massa molecular (vide adiante a classificagdo) da
prostata ¢ gérmen de trigo estes autores sugeriram que o intermedidrio (E-
POsH,) da reagdo seria a fosfohistidina, que é labil em meio 4cido. Para a
fosfatase acida de baixa massa molecular, embora estudos de modificacdo
quimica ¢ dependéncia do pH indiquem que este intermediario também seria a
fosfohistidina, relatos na literatura mostram que os grupos sulfidrilas
apresentam um papel essencial na catélise, pois estas fosfatases sdo fortemente
inibidas por reagentes que se ligam a estes grupos (LAIDLER et alii, 1982).
As fosfatases 4cidas apresentam diferentes caracteristicas fisico-
quimicas, tais como: diferentes valores de massa molecular relativa, de pl,
presenga ou ndo de carboidratos nas moléculas, presenca de um centro

metalico (VICENT et alii, 1992 e DUFF e alii., 1994).

1.2. Distribuicio das Fosfatases Acidas

A distribuigdo das fosfatases acidas na natureza é ampla. Varios
aspectos destas enzimas foram estudados em microorganismos (LOVELACE
et alii, 1986; SCHELL et alii, 1990; GONZALEZ et alii, 1993; HAN et alii,
1994). DIBENEDETTO & COZZANI (1975) purificaram e estudaram
algumas propriedades da fosfatase acida de Schizosaccharomyces pombe a
qual apresentou uma ampla especificidade pelo substrato e¢ uma massa
molecular relativa de 383 kDa, sendo que 66% desta massa correspondia a
carboidratos. As propriedades cinéticas desta fosfatase foram similares as de
outras leveduras. No entanto, a enzima de levedura apresentou um pH 6timo
menor (3,0), ¢ uma atividade especifica 5 a 6 vezes maior que a fosfatase de
Saccharomyces cerevisige. Esta diferenga na atividade especifica da mesma

enzima de espécies relacionadas pode indicar mecanismos de regulacdo
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diferentes ou a existéncia de multiplas formas enzimaticas com diferente
eficiéncia catalitica. Comumente a expressio da fosfatase acida em
microorganismos ¢ controlada por fatores ambientais. Dificilmente &
sintetizada na fase de crescimento exponencial mas sim na fase estacionaria,
sugerindo que sua sintese ocorreria em resposta a limitagdo de algum
nutriente. A privagdo do fosfato inorginico extracelular ou a anaerobiose
geralmente causa a imediata sintese da enzima (DASSA et alii, 1982).

Esta ampla distribui¢do também ocorre no reino vegetal (DUFF e alii.,
1994). A importincia do estudo das fosfatases acidas em plantas decorre
principalmente da sua possivel participagdo no metabolismo do fosforo,
bastante importante para o crescimento normal e para o desenvolvimento dos
orgios das plantas (BASHA, 1984) e em resposta a diferentes tipos de
“stress”: ferimentos, diminuigdo da disponibilidade de fosfato, etc. (DUFF e
alii., 1994).

Em tecidos animais ocorrem ao menos trés tipos de fosfatases acidas
com uma distribuigdo extremamente variada, podendo ser encontradas em
secregdes como saliva, sémen, ¢ em diversos tecidos tais como: prostata,
placenta, testiculo, cérebro, figado, coragdo, bago, glandulas salivares, 0SS0,
dente, gengiva, nervos e ganglios nervosos. No sangue, esta enzima pode ser
detectada tanto nos eritrécitos, plaquetas e leucocitose quanto no plasma, onde
algumas vezes ¢ utilizada como meio de diagnéstico para algumas doencas
(TAGA, 1979; GRANIJEIRO, 1994, BEN-ARIE, 1999).

1.3. Caracteristicas gerais

As fosfatases 4cidas de tecidos animais podem ser distintas quanto a

massa molecular, localizagdo no interior da célula, especificidade quanto ao

substrato e sensibilidade a inibidores.
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As fosfatases 4cidas de alta massa molecular relativa, maior que 100
kDa, estdo geralmente localizadas na fracdo lisossomal e microssomal das
células (DI PIETRO & ZENGERLE, 1967; BECK et alii, 1986) e sdo
expressas preferencialmente em tecidos que estdo em proliferagdo celular
(PANARA et alii, 1992). As fosfatases acidas de baixa massa molecular,
menor que 20 kDa, que parecem ser caracteristica de tecidos altamente
diferenciados como musculos, nervos e eritrocitos, juntamente com as de
massa molecular intermediaria, em torno de 40 kDa, sio encontradas no
citossol (De ARAUIJO et alii, 1976; HELWING et alii, 1977; GALKA et alii,
1980; FUJIMOTO et alii, 1984; GRANJEIRO et alii, 1997).

Além de diferir quanto 4 massa molecular, as formas de AMr sdo
fortemente inibidas por tartarato e fluoreto (SHIBKO & TAPEL, 1963; DI
PIETRO & ZENGERLE, 1967) e sdo insensiveis a agentes bloqueadores de
grupos -SH e ao formaldeido, enquanto as de BMr sdo relativamente
insensiveis a estes inibidores e sensiveis ao pCMB, composto que se liga
especificamente a grupos -SH livres (TAGA & VAN ETTEN, 1982). As
fosfatases acidas de IMr s@o pouco sensiveis ao tartarato, pCMB e ions
metalicos (HAYMAN et alii, 1989).

Quanto a especificidade pelo substrato, as fosfatases acidas de BMr
massa molecular sdo mais especificas, enquanto as de AMr e IMr hidrolisam
uma ampla variedade de compostos fosforilados (SAEED et alii, 1990). Estas
duas ultimas podem ainda apresentar metais como ferro, magnésio ou
manganés ligados a sua estrutura.

Atualmente as FAcs de BMr sido classificadas como fosfotirosina

proteina fosfatases, tendo este fato sido inicialmente relatado por LAU et alii
(1987).
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A existéncia de diversas formas isoenzimaticas da fosfatase acida num
mesmo tecido tem sido demonstrada, sendo diferenciadas pelas Mr,
especificidade quanto aos substratos, sensibilidade a inibidores, pl, pH 6timo,
temperatura Otima, presenca de mais de uma cadeia polipeptidica, presenca de
carboidratos ligados a cadeia polipeptidica.

Algumas fosfatases acidas podem conter carboidratos em suas
estruturas, como as de préstata humana (OSTROWSKI et alii, 1976), de
tubérculo de batata (KRUZEL & MORAWIECKA, 1982), de figado de i
(JANSKA et alii, 1989), sendo que variagdes da enzima podem resultar
apenas de modificagbes na composi¢io de carboidratos de sua estrutura
(JANSKA et alii, 1986).

Quanto ao numero de cadeias as fosfatases Aacidas podem ser
mondmeros ou apresentar mais de uma cadeia polipeptidica. A enzima
purificada da semente de papoula € um dimero (CHUNG & POLYA, 1992) ¢
a de semente de amendoim é composta por 6 dimeros (BASHA, 1984).

Quanto a presenga de centros metalicos, foram purificadas fosfatases
acidas de tubérculos de batata doce que possuem ligados a sua estrutura
manganés (SUGIURA et alii, 1981), ferro e zinco (SCHENK et alii, 1999).

Determinadas fosfatases acidas sdo inibidas por metais e fluoreto.

1.4. Fosfatases Acidas de Peixes

Em peixes, que estdo entre os vertebrados mais inferiores, até o
momento, sd0 €scassos os relatos sobre fosfatases 4cidas, principalmente com
relagdo aos peixes nacionais. Alguns estudos das fosfatases acidas de peixes
concentram-se no relevante papel que as mesmas desempenham no

monitoramento do controle de qualidade de aguas (GILL et alii, 1990; SIDIK
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et ali, 1990), da poluicido dos rios por residuos industriais
(BHATTACHARYA et alii, 1989; DREWA et alii, 1992: BUCHER et alii,
1992) e no estudo do efeito do actmulo de metais pesados (VERMA et alii,
1985; KRALJ-KLOBUCAR, 1994; KOZARIC et alii, 1993; GILL et alii,
1991 ¢ 1992; KOZARIC et alii, 1992; FLEMING et alii, 1987; IKEDA et alii,
1986) e agrotoxicos (MEDDA et alii, 1995; SHAIKILA et alii, 1993; SHAFFI
et ali1, 1989; CHU et alii, 1986) nos orgios dos peixes e na agua.

Em 1985, KUBICZ et alii relataram o isolamento e caracterizagdo de
uma fragdo homogeénea de fosfatase 4cida de bagre. Concluiram que a enzima
era uma metaloenzima, possuia caracteristica de dimero, consistindo de 2
subunidades com massa molecular total de 82,5 e que a mesma era inibida por
tartarato.

JANSKA & KUBICZ (1985) relataram a presenca de carboidratos na
composi¢do da isoformas I das trés fosfatases acidas separadas da carpa,
Cyprinus carpio. Um ano mais tarde, em 1986, JANSKA et alii publicaram
um relato sobre a presenga de carboidratos nas duas formas de fosfatase acida
(AcPase 1 e II) de bagre, apresentando essas duas formas, diferentes
propriedades cinéticas e de constituigio de carboidratos. Elevadas
concentragdes de ions Fe’* inibem a atividade das duas formas de fosfatase
acida encontradas no figado deste peixe.

PANARA & PASCOLINI (1989) isolaram 2 formas de fosfatases
acidas de carpa: AcPase I apresentando Mr 118,0, inibida por NaF e tartarato,
com pH 6timo entre 4,3 ¢ 5,6 e que hidrolisava varios ésteres fosforicos e,
AcPase II que apresentava Mr 16,6, era insensivel a NaF e tartarato, mas
fortemente inibida por reagentes sulfidrilicos; possuia pH otimo entre 4,8 ¢

6,2, sendo que ésteres fosforicos eram pobres substratos. Os autores
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concluiram que as fosfatases acidas desse peixe apresentavam propriedades

similares as fosfatases acidas relatadas para passaros e mamiferos.



2. OBJETIVOS

Em nosso laboratério tem sido realizados estudos de purificagio e
caracterizagd@o de fosfatases 4cidas de orgdos de mamiferos e de plantas. Neste
contexto, foram estudados fosfatases acidas de BMr de rim bovino
(GRANJEIRO et ali1, 1997), de sementes de soja (FERREIRA et alii, 1998) e
de mamona (GRANIJEIRO et alii, 1999).

Um fato que nos chamou a atengdo, como ja mencionado, foi que a
maior parte dos trabalhos sobre fosfatases 4cidas de peixes focalizava a relagdo
existente entre atividade enzimatica e qualidade da 4gua, com vistas a poluigdo,
principalmente por metais pesados. Consequentemente, existe uma escassez de
trabalhos relativos a identificagdo, purificagio e caracterizagdo cinética de
fosfatases acidas em peixes, especialmente com relagdo a espécies brasileiras.

No levantamento bibliografico realizado sobre fosfatases acidas de
peixes, constatou-se que a maioria dos trabalhos citados € a esse respeito.

Assim seriam relevantes estudos sobre purificagio e caracterizagdo de
fosfatases acidas de peixes.

Trabalhamos com o peixe marinho de nome vulgar cagio pertencente ao -
filo Chordata, subfilo Vertebrata, classe Chondrichthyes, ordem
Elasmobranchii, familia Carcharhinidae, género Rhizoprionodan, espécie
Rhizoprionodan lalandei (FERREIRA, 1988). Este género compreende sete
espécies distribuidas pelo Pacifico, Atlantico e Indico; sdo cagdes de pequeno a
médio porte que ocorrem preferencialmente em 4guas costeiras de regides
tropicais. Na costa brasileira esta registrada a ocorréncia de duas espécies
Rhizoprionodan porosus, em toda a costa, € Rhizoprionodan lalandei, com

limite Sul em Santa Catarina, tendo sido também observada na costa do Rio
Grande do Sul.
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Escolheu-se o cagdo, Rhizoprionodan lalandei, como fonte de fosfatase
acida pela inexisténcia de referéncias especificas deste peixe, e também pela
grande quantidade de material disponivel para a purificagdo enzimatica.

Os objetivos deste trabalho foram:
e purificagdo de fosfatases dcidas de figado de cagdo,

o estudos cinéticos de uma fosfatase 4acida purificada parcialmente.
Foram determinadas as condi¢Bes Otimas da reagdo enzimética, os
pardmetros cinéticos, como Km, Vmax e energia de ativacgio; estudos

de especificidade pelo substratos; efeitos de potenciais inibidores e de

outros compostos.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. Material

O figado de cagfo, Rhizoprionodan lalandei, foi obtido junto ao

Instituto de Pesca de Santos - SP.

3.1.1. Reagentes

Resinas para cromatografia: SP-Sephadex C50-120, DEAE Sephadex,
Sephacryl-S200 (Pharmacia), Hidroxiapatita, ConA-Sepharose 4B (Sigma).

Substratos: p-nitrofenil-fosfato, tirosina-P, pirofosfato, flavina mono
nucleotideo (Sigma).

Inibidores: molibdato de amémnio, fluoreto de sodio (Merck), o-
vanadato, pCMB, piridoxal-P, tartarato, fosfato inorganico (Sigma).

Reagentes para preparo dos tampdes: acido acético, glicina, tris
(Merck); imidazol, bis-tris, citrato (Sigma)

Reagentes redutores de tidis: ditiotreitol (Sigma).

Padrdes para determinagdo da massa molecular em filtragdo em gel
(Pharmacia).

Os demais reagentes utilizados possuiam grau analitico. Em todos os

experimentos foi utilizada agua destilada e deionizada.

3.2. Métodos
3.2.1. Determinacdo da atividade enzimadtica

Para a determinagdo da atividade, a amostra foi diluida, imediatamente
antes do ensaio, em tampao acetato 100 mM, pH 5,0, de modo a proporcionar
uma absorbancia adequada (geralmente em torno de 0,4), no comprimento de

onda de acordo com o método utilizado.
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A atividade enzimadtica foi determinada por dois métodos, dependendo

do substrato utilizado:

a) Dosagem do p-nitrofenol

A atividade enzimatica foi determinada a 37 °C wusando p-
nitrofenilfosfato 5,0 mM, como substrato, em tampao acetato 0,1 M (pH 5.0),
em um volume final de 1 mL. A reagfo foi paralisada 20 minutos apos a
adi¢do da enzima, com 1 mL de hidroxido de sdédio 1M. A absorbancia do
pNP foi mensurada a 405 nm (CHAIMOVICH & NOME, 1970), cujo

coeficiente de extingo molar é de 1,83x104 M-1 cm-1), conforme as reagdes

abaixo:

p - Nitrofenil Fosfato + H,0 _ EnzAma p - Nitrofenol + Fosfato inorganico
p - Nitrofenol meio alealino p - Nitrofenolato*

* Absorve em 405 nm

Uma unidade enzimatica (UE) ¢ definida como a quantidade de enzima
necessaria para produzir 1 umol de p-nitrofenol por minuto. A atividade
especifica (A.E.) ¢ definida como UE por mg de proteina.

Na purifica¢do da enzima, a atividade das fragOes eluidas nas colunas

de cromatografias foi determinada utilizando-se pNPP como substrato e um

tempo de reagdo de 2 minutos.

b) Dosagem do fosfato

Este método foi utilizado no caso de substratos diferentes do pNPP, os

quais foram utilizados numa concentragio final de 10 mM.
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A reagdo procedeu como descrito em (a), exceto que a paralisa¢do da
mesma foi feita pela adi¢do de 1 mL de molibdato de aménio 3% (em tampédo
acetato 0,2 M, pH 4,0). A coloragdo do complexo fosfomolibdico foi
adquirida pela adi¢do de acido ascorbico 1% (em tampdo acetato 0,2 M, pH
4,0), como redutor, de acordo com o método descrito por LOWRY & LOPEZ
(1945). A absorbéincia foi medida a 700 nm, 30 minutos apds a adi¢do do

acido ascorbico. O coeficiente de extingdo molar do complexo reduzido é

4.000 M-1 cm-1.

zima

ROP+ H 2O —Enzima . ROH + Fosfato 1norganico

Fosfato inorganico —Molibdato de Amonio , . <fomolibdato
Fosfomolibdato —2Aseorbato . a1 e Molibdenio*

* Absorve em 700 nm

3.2.2. Determinacdo de proteina

A proteina fo1 quantificada pelo método de Lowry, como descrito por
HARTREE (1972), utilizando a albumina de soro bovino como padrio. A
reacdo foi iniciada pela adi¢do de 2,0 mL do Reagente C a 0,2 mL da amostra.
Apb6s 10 min, adicionou-se 0,2 mL do Reagente de Folin-Ciocalteau (1:1). A
leitura da absorbancia foi realizada a 660 nm, 30 min apés a adicdo do
reagente de Folin-Ciocalteau a temperatura ambiente.

. Reagente A - Carbonato s6dio 2% em NaOH 0,1 M

. Reagente B - CuSO4.5 H>O 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 HyO)
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O perfil proteico das amostras eluidas nas colunas foi estabelecido
através da leitura direta da absorbéancia a 280 nm, de acordo com LAYNE

(1957).

3.2.3. Concentracdo da solucdo proteica

A concentragdo de solugdes contendo mais de 1mg/ml de proteina foi
realizada por precipitagdo com sulfato de aménio a 90% de saturagio. A
concentragdo de solugbes proteicas nas das etapas finais da purificagdo foi
realizada por ultrafiltragdo a pressdo positiva de Nitrogénio, em aparelho
AMICON R-402, usando-se membrana do tipo PM-10.

3.2.4. Tratamento das resinas

As resinas de troca i6nica (SP-Sephadex e DEAE-Sephadex) e de
filtragdo em gel (Sephacryl S-200) foram hidratadas em agua, de acordo com
FISHER (1969) e, posteriormente, no tampao de equilibrio, por um periodo de
24 h.

A resina de ConA Sepharose 4B foi equilibrada com tampéo tris-HC1 10
mM pH 7.5.

A resina Hidroxiapatita foi preparada segundo método descrito por
LEVIN (1959) e modificada por BERNARDI em 1971.

Antes da montagem das colunas as resinas foram deaeradas a vacuo.

3.2.5. Purificacdo
A metodologia utilizada para a purificacdo da fosfatase 4cida do figado
de cagdo foi realizada a partir de 2000 g de figado.

Todas as etapas que se seguem foram realizadas a 4°C.

a. Obtengdo do extrato
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O figado de cagfo (2000g), apos descongelado e cortado em fatias, foi
homogeneizado em tampéo acetato 100 mM, pH 5,0 (homogeneizador Omni-
mixer Sorvall, 3 min, veloc. max.), na propor¢do de 1,0 g de tecido para 4,0
mL de tampé&o. A solugdo final obtida permaneceu sob agitagdo por 60 min.
Em seguida, centrifugou—sé 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 filtrado obtido (7800 mL) constituiu o extrato bruto.

b. Precipita¢do com sulfato de amonio

O homogeneizado obtido foi concentrado overnight, sob agitagio, com
sulfato de amonio solido a 90% de saturagdo (662g por litro); apds
centrifugou-se a 12.000 x g por 30 min. O sobrenadante foi desprezado e o
precipitado foi ressuspenso, no menor volume possivel, em tampdo acetato
100 mM (pH 5,0). Em seguida procedeu-se a dialise contra tampdo acetato de
sodio 10 mM (pH 5,0). A suspensdo resultante foi centrifugada a 12.000 x g

por 30 min.

c. Cromatografia em SP-Sephadex

A amostra clarificada (532 mL), obtida na etapa anterior, foi aplicada a
uma coluna de SP-Sephadex C - 50 (4,5 x 16,5 c¢m), previamente equilibrada
com tampdo acetato 10 mM (pH 5,0). A lavagem da coluna ocorreu com o
mesmo tampdo ate¢ A)g( praticamente igual a zero. A elui¢do da atividade se
deu aplicando tampdo fosfato 300 mM (pH 6,0).

Foram coletadas fragdes de 20,0 mL por tubo, sob um fluxo de 4,0
mL/min. As amostras contendo atividade enzimaética superior a 0,1 UE/ml,
obtidas durante a lavagem da coluna com o tampio de equilibrio, foram

reunidas (fracdo AP1, 670 mL) e a solugfio resultante foi concentrada com

sulfato de aménio a 90% de saturag3o.
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A aplicagdo do tampao fosfato 300 mM (pH 6,0) proporcionou a elui¢do
da fosfatase acida retida na coluna, a qual foi reunida na fragdo AP2 (440 ml),
concentrada com sulfato de amoénio sélido a 90% de saturagio.

A partir desta etapa foram utilizadas as terminologias isoforma API e

isoforma AP2 para os picos contendo atividade fosfatasica obtidos nos

cromatogramas.

3.2.5.1. Purificagdo da isoforma API
a - Cromatografia em DEAE-Sephadex
Apbs a precipitagdo com sulfato de aménio e posterior didlise o material
resultante foi centrifugado a 12.000 x g por 20 min. O sobrenadante (115 ml)
foi aplicado a uma coluna de DEAE-Sephadex-A-50 (2,5 x 9,0 cm),
previamente equilibrada com tampdo Tris-HCl 10 mM (pH 7,5), Foram
coletadas fragdes de 24,0 mL, sob um fluxo de 4,0 ml/min. A eluigdo da

atividade enzimatica remanescente foi realizada através de tampdo Tris HCI
10 mM (pH 7,5) com 200 mM NaCl.

b - Cromatografia em Hidroxiapatita

Ao pool I foi adicionado hidroxiapatita, deixado sob agitagio,
centrifugado, e determinada atividade enzimatica no sobrenadante. O processo
foi repetido até ndo mais detectar-se atividade no sobrenadante. Para a elui¢io
da atividade, a resina foi tratada com tampio fosfato 300 mM pH 7,5, na qual

obteve-se um Pool com 328 mL, que foi concentrado com sulfato de amdnio a

90% de saturacdo, dialisado e centrifugado.

¢ - Cromatografia em Sephacryl S-200

A amostra, proveniente do tratamento com sulfato de aménio (42 mL)
foi concentrada por ultrafiltragdo e a fra¢do obtida (12mL) foi aplicada a uma
coluna de Sephacryl S-200 (3,0 x 110 cm) previamente equilibrada com



17

tampdo acetato de sédio 0,1M pH 5,0 contendo 0,5M de NaCl. A enzima foi
eluida pela passagem do tampio de equilibrio, com fluxo de 60 ml/h,
coletando-se 12ml/tubo. As amostras contendo atividade foram reunidas (60
ml), concentradas com sulfato de aménio 90%, dialisadas contra tampéo

acetato de sodio 100 mM pH 5,0 contendo 10mM de fosfato e concentradas
por ultrafiltragdo até o volume de 6 mL.

3.2.5.2. Purificagdo da fracdo AP2
a - Cromatografia em DEAE-Sephadex
O procedimento foi analogo ao descrito para a fragcdo AP1.
Durante a lavagem da coluna obtivemos um pico de atividade (Fracgdo
AP2A, 215 mL). A aplicagdo de tampéo Tris HCI 10 mM (pH 7,5) com 150
mM NaCl proporcionou a elui¢do da fosfatase acida retida na coluna, a qual

foi reunida na fragdo AP2B (356 mL) e concentrada com sulfato de amonio.

3.2.5.2. 1. Purificagdo da fracdo AP2A4

a - Cromatografia em ConA Sepharose

A fragdo AP2A (215 mL) obtida da cromatografia em DEAE-Sephadex
foi aplicada a uma coluna de ConA Sepharose 4B (2,0 x 7,5 cm) previamente
equilibrada com tampé&o Tris-HCI 10 mM (pH?7,5). A coluna foi entdo
exaustivamente lavada com tampéo Tris-HC1 10 mM (pH7,5) contendo 1 M
de NaCl. Foram coletadas fragdes de 4,8 mL por tubo. O pico de atividade foi
eluido com tampdo Tris-HCI 10 mM (pH7,5) contendo 1 M de NaCl, 1M de
glicose e 0,2M de a-metilmanopiranosideo. As amostras coletadas que
apresentaram atividade foram reunidas e concentradas por ultrafiltragdo.

b - Cromatografia em Sephacryl S-200



18

A fracdo (7,5 mL) proveniente da cromatografia de ConA-Sepharose foi
aplicada a uma coluna de Sephacryl S-200 (3,0 x 110 cm) previamente
equilibrada com tampdo acetato de sodio 0,1M, pH 5,0 contendo 0,25M de
NaCl A enzima foi eluida pela passagem do tampdo de equilibrio com fluxo
de 60 mL/h, coletando-se 10,6 mL/tubo. As amostras eluidas AP2A41 (41 mL)
e AP2A2 (154 mL) contendo atividade foram reunidas, concentradas com
sulfato de aménio 90%, dialisadas contra tamp3o acetato de sédio 100 mM pH

5,0 contendo 10mM de fosfato e concentradas por ultrafiltragio.

3.2.5.2.2. Purificacdo da fracdo AP2B
a - Cromatografia em SP-Sephadex

A fracdo AP2B obtida na DEAE-Sephadex, apds concentragdo com
sulfato de amonio, dialise e centrifugacdo (64 mL) foi aplicada a uma coluna
de SP-Sephadex C - 50 (4,5 x 16,5 cm), previamente equilibrada com tampao
acetato 10 mM (pH 5,0). A eluicdo da atividade se deu aplicando um gradiente
linear constituido de 200 mL de tampio de equilibrio e 200 mL. do mesmo
tampdo contendo 0,5 M de NaCl.

Foram coletadas fragdes de 35,0 mL por tubo, sob um fluxo de 4,0
mL/min. As amostras contendo atividade enzimatica superior a 0,1 UE/mL
(208 mL), foram reunidas e concentradas com sulfato de amoénio a 90% de
saturacdo.

b - Cromatografia em ConA-Sepharose

A fracdo AP2B, proveniente da cromatografia de SP-Sephadex, apos
tratamento com sulfato de aménio (18,2 mL) foi aplicada a uma coluna de

ConA Sepharose 4B, procedendo-se como ja descrito para a fragdo AP2A.
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3.2.5.6. Armazenamento da enzima

Apés a tltima cromatografia, cada isoforma foi dialisada contra tamp&o
acetato 0,1M, pH 5,0, 10mM fosfato, concentrada por ultrafiltracio e

armazenada a -20'C, com 50% de glicerol.

3.2.5.7. Determinacdo da massa molecular

A massa molecular da isoforma API foi determinada por HPLC
(Shimadzu), utilizando a coluna Shim Pack Diol-150, equilibrada com tamp&o
acetato 0,1 M, pH 5,0 contendo 0,25 M de NaCl. Os seguintes marcadores de
massa molecular foram utilizados: Ribonuclease B (14,7 kDa), Ovalbumina

(43 kDa), BSA (67 kDa) e Quimotripsinogénio (25,6 kDa).

3.2.6. Estudos cinéticos

Com a isoforma AP1 parcialmente purificada, realizaram-se alguns
estudos cinéticos, sendo que os resultados mostrados foram obtidos a partir

das médias de quadruplicatas.

a. Efeito do tempo de reacio

A atividade enzimatica foi determinada nas condi¢bes de ensaio
descritas com pNPP como substrato (método a), exceto que o tempo de reacgdo
variou de 1 a 45 minutos, utilizando 0,4 ug de proteina por tubo. Para cada
tempo foi feito um branco, sendo que neste tubo o hidréxido de sodio foi
adicionado antes da enzima.

b. Efeito da concentracdo da enzima

A concentragdo da enzima foi variada de maneira a obter-se uma
absorbancia a 405 nm entre 0,1 e 1,0. A atividade foi determinada como

descrito com pNPP como substrato.
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c. Efeito do pH na atividade da enzimdtica

O efeito do pH foi realizado em meios de incubagfio preparados com
diferentes tamp0es: Glicina, Acetato, Bis-tris e Imidazol 100 mM (pHs 2,5-
9,0). A atividade foi determinada como ji descrito utilizando 0.4 ug de

proteina por tubo, com um controle para cada pH.

d) Parametros Cinéticos

A determinagdo da atividade da isoforma purificada foi realizada
variando-se a concentragdo dos substratos, como j4 descrito em método a para
o pNPP e para outros substratos dosando-se o fosfato liberado no meio de
reagdo como descrito (método b), utilizando-se 0.4 ug de proteina por tubo. A
atividade sobre o pNPP foi considerada como 100%.

Os valores da Km e Vmax foram calculados pelo ajuste da curva

velocidade x concentragio de substrato (hipérbole retangular).

e) Efeito da temperatura na atividade enzimdtica

O estudo do efeito da temperatura na atividade da fragdo purificada foi
realizado com pNPP como substrato, sendo a temperatura variada de 10 a
80°C em varios tempos de reagdo.

J) Determinacdo da Energia de Ativacio

A energia de ativagdo (Ea) foi determinada através da equacdo de
Arrhenius:

log-]-cl - Lat (Tz 4
k23R 1,7,

Onde:

)

k; = constante de velocidade na temperatura 1

k, = constante de velocidade na temperatura 2
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Eat = Energia de Ativagio

R = Constante Geral dos Gases (8,315 J/mol.K)

T = Temperatura absoluta (K)

As constantes de velocidade k; e k, foram determinadas
experimentalmente, nas temperaturas de 37°C e 47°C variando-se o tempo de
reagdo. As inclinagdes das retas, em cada caso, forneceram os valores da k; e

ka,
8) Efeito de alguns compostos na atividade
A atividade da isoforma AP1 purificada foi determinada na presenca de

metais, potenciais inibidores e outros compostos, utilizando-se pNPP como

substrato. A atividade na auséncia do composto foi considerada como 100%.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Puarificacao

A purificacédo da fosfatase acida a partir de figado de cagfo foi realizada

de acordo com o seguinte esquema:

Exfrato

Precipitagao Sulfato de Amdnio

|

SP-Sephadex
AP, Tz
DEAE Sephadex DEAESephadex
l AP,A AP.B

Hidroxiapatita

ConA SP-Sephadex

L

Sephacryl ComA

/N

APA, AP,A,
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a. Obtengdo do extrato

As condi¢des 6timas para a obtencdo do extrato foram previamente
determinadas no laboratério. O extrato (7800 mL), contendo a enzima soluvel,

apresentou 0,656 UE/ml ou 0,0825 UE/mg (Tabela 1).

b. Precipitacdo com sulfato de aménio (90%)

O extrato bruto foi tratado com sulfato de aménio a 90% de saturagdo
para garantir que todas as fragdes contendo atividade enzimatica pudessem ser
precipitadas. Uma parte de proteina contaminante (cerca de 58%) foi
eliminada apds didlise contra tampéo acetato 0,01M pH 5,0 e centrifugagdo. A
atividade especifica foi de 0,138 € aumentou 1,69 vezes.

c. Cromatografia em SP-Sephadex

Através da cromatografia em SP-Sephadex (Figura 1) foi possivel
separar duas fragdes contendo atividade (AP1 e AP2), coincidentes com dois
picos de proteina. A fragdo AP1 foi eluida durante a lavagem com o tampdo
de equilibrio (tampdo acetato 0,01M, pH 5,0) sugerindo portanto, que o pl
desta enzima € menor ou igual a 5,0. A fragdo AP2, foi eluida com tampdo
fosfato 0,3M, pH 6,0. Normalmente, a elui¢ido de proteinas da coluna de troca
idnica ¢ feita pela mudanga do pH ou da forga i6nica. Neste caso, a elui¢io foi
realizada tanto pela mudanca de pH, quanto por ion afinidade, utilizando
fosfato, de acordo com o método descrito por LAWRENCE & VAN ETTEN
(1981), aproveitando-se a afimdade que o mesmo tem pela enzima, uma vez
que é um cléssico mibidor competitivo das fosfatases acidas. Isto fez com que
as fosfatases presentes na amostra fossem eluidas, possivelmente, por
altera¢do de suas cargas liquidas e, consequentemente, das suas conformagdes.
Este tipo de eluigdo € importante pois muitas outras proteinas contaminantes

ficaram retidas na coluna. ApOs esta cromatografia, as fracdes API ¢ AP2
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apresentaram uma atividade especifica de 0,186 UE/mg ¢ 0,302 UE/mg de

proteinas respectivamente (Tabela 1).

TABELA 1

Etapas iniciais da purificacio da Fosfatase Acida de figado de cacdo.

Volume UE Totais Proteina AE. Purificacio Rendimento
Etapa (mL) @molPNP) Total (mg) (UE/mg)  (X) (%)
Extrato Bruto 7800 5117 62000 0,082 1 100
Precipitagio
(NHL),S0, (90%) 532 3586 26000 0,138 1,7 70,0
SP-Sephadex API 670 718 3850 0,186 2,3 14

AP2 440 1021 3384 0,302 3,6 20
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Figura 1. Cromatografia em SP-Sephadex

A coluna de SP-Sephadex (4,5 x 16,5 cm) foi equilibrada com tampo acetato de sédio 0,01
M, pH 5,0. O primeiro pico foi obtido durante a lavagem com o tampéo de equilibrio. A
eluicio foi realizada através de um gradiente linear continuo (tampdo fosfato 0,3M, pH 6,0)
a partir do tubo 61. Foram coletados 12 mL/tubo e o fluxo durante a cromatografia foi
mantido em 180mL/h.



26

4.1.1. Purificacdo da isoforma AP1

a -Cromatografia em DEAE-Sephadex

Este passo (Figura 2), proporcionou uma redugio de cerca de 50% de
proteinas contaminantes, com um aumento da atividade especifica de 1,46
vezes. Durante a lavagem da coluna obtivemos um pico de atividade (Pool 1,
194 ml). A utilizagfo de tampéo Tris-HCl1 0,01 M pH 7,5 com 200 mM NaCl
proporcionou a eluigdo de outro pico que devido a baixa atividade especifica
foi descartado (Tabela 2).

b - Cromatografia em Hidroxiapatita

A cromatografia em Hidroxiapatita permitiu a eliminagio de cerca de
48% de proteinas acarretando em uma perda de 22% da atividade especifica.

¢ - Cromatografia em Sephacryl S-200

A principal fung¢do da cromatografia em Sephacryl S-200 foi eliminar
uma grande quantidade de proteinas, cerca de 90% (Figura 3), resultando em
um aumento de cerca 8 vezes da atividade especifica (Tabela 2).

Apos esta ultima cromatografia, a amostra resultante foi dialisada contra
tampdo acetato 0,1M, pH 5,0, 10mM fosfato, concentrada por ultrafiltragio e
armazenada a -20'C, com 50% de glicerol, para posterior determinacgido de sua
cinética.

Nestas condigdes a enzima perdeu 75 % de atividade ao longo de 7

meses.
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TABELA 2
Purificacdo da fracido AP1
Volume UE Totais Proteina AE. Purificacie Rendimento

Etapa (mL) @molPNP) Total (mg) (UE/mg)  (X) (%)
Extrato Bruto 7800 5117 62000 0,082 1 100
Precipitagdo 532 3586 26000 0,138 1,7 70,0
(NHL),S0,4 (90%)
SP-Sephadex AP 670 718 3850 0,186 2,3 14,0
DEAE-Sephadex 194 527 1960 0,27 3.3 10,0

Pool I
Hidroxiapatita 328 218 1012 0,21 2,5 4,0

Sephacryl S-200 6 160 96,3 1,66 20 3,1

b
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Figura 2. Cromatografia da fraciio AP1 em DEAE-Sephadex

A coluna de DEAE-Sephadex (3,0 x 110 cm) foi equilibrada com tamp&o Tris-HCI 0,01 M,
pH 7,5. A eluicdo foi realizada aplicando-se tampéo Tris-HCI 0,01 M pH 7,5 com 200 mM
NaCl a partir do tubo 30 coletando-se 12 mL/tubo. Durante a cromatografia, o fluxo da

corrida foi mantido em 180 mL/h.



Figura 3.Cromatografia da fracio AP1 em Sephacryl S-200
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A coluna de Sephacryl $-200 (3,0 x 110 ¢m) foi equilibrada com tampio acetato de sédio
0,1 M, pH 5,0 contendo NaCl 0,5 M. A elui¢io foi realizada com tampio de equilibrio,
coletando-se 12ZmL/tubo e, durante a cromatografia, o fluxo da corrida foi mantido em 60

mL/h.
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4.1.2. Purificacdo da fracio AP2

a -Cromatografia em DEAE-Sephadex

Através da cromatografia em DEAE-Sephadex (Figura 4) foi possivel
separar duas fragdes contendo atividade (AP2A e AP2B), coincidentes com
dois picos de proteina. A fracdo AP2A foi eluida durante a lavagem com o
tampdo de equilibrio (tampéo Tris-HCI1 10 mM, pH 7,5) sugerindo portanto,
que o pl desta enzima € igual ou maior que 7,5. A fragio AP2B, foi eluida
com tampdo Tris-HCl 10 mM, pH 7,5 com 150 mM NaCl. Apos esta
cromatografia, as fracdes 4AP24 e AP2B apresentaram atividades especificas

de 0,76 UE/mg e 0,36 UE/mg, respectivamente (Tabela 3).
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TABELA 3
Purificacdo da fracio AP2

Volume UE Totais Proteina AE. Purificaciio Rendimento
Etapa

(mL) (umolPNP) Total (mg) (UE/mg) X (%)
Extrato Bruto 7800 5117 62000 0,082 1 100
Precipitacdo
(NH,),S0, (90%) 532 3586 26000 0,138 1,7 70,0
SP-Sephadex AP2 440 1021 3384 0,302 3,7 20
DEAE-Sephadex 215 520 685 0,76 9,3 10,2
AP2A
ConA Sepharose 139 2475 83,4 3,0 36,5 4,8
Sephacryl S-200
AP2A41 41 71,5 13,9 5,6 68 1,5
AP2A2 154 46,0 9,8 4,7 57 0,9
DEAE-Sephadex 356 484 1335,0 0,36 4.4 9,5
AP2B
SP-Sephadex 208 366,0 640,6 0,572 7,0 7,1

ConA-Sepharose 206 1112 39,1 2,8 34,2 2,2

2> 2
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Figura 4: Cromatografia da fraciio AP2 em DEAE-Sephadex

A coluna de DEAE-Sephadex (2,5 x 9,0 cm) foi equilibrada com tampdo Tris-HCI 10 mM,
pH 7,5. O primeiro pico foi obtido durante a lavagem com o tampio de equilibrio. A
elui¢do foi realizada com tampdo tampdo Tris-HCI 10 mM, pH 7,5 com 150mM NaCl, a
partir do tubo 22. Foram coletados 21,0 mL/tubo e o fluxo durante a cromatografia foi
mantido em 240 mL/h.
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4.1.2.1. Purificacfio da fracio AP2A

a — Cromatografia em ConA-Sepharose

Pelo perfil cromatografico obtido, pode se constatar que a fragdo AP2A
se ligou a coluna de Con-A Sepharose podendo-se também afirmar que esta
fosfatase é uma glicoproteina e tem na sua porgdo de carboidrato, manose ou
glicose, uma vez que a concanavalina se liga especificamente a estes agtlicares.

A etapa de cromatografia nesta coluna (Fig. 5) foi eficaz pois o fator de
purificagdo passou de 9,1 para 36,5 vezes e a atividade especifica de 0,76 para
3,0 UE/mg.

Devido a utilizagdo da alta forca i6nica, uma grande quantidade de
proteina (cerca de 88 %) ligada fracamente a coluna foi eluida com tampio
Tris-HC1 10 mM (pH7,5) contendo 1 M de NaCl, juntamente com um
pequeno pico de atividade. Este pico foi descartado devido a baixa atividade
especifica.

A fracdo contendo atividade foi eluida juntamente com uma pequena
quantidade de proteina, apés adigdo de o-metilmanopiranosideo, reagente
amplamente utilizado neste tipo de cromatografia.

A cromatografia de concanavalina A-Sepharose tem sido largamente
utilizada na purificacdo de fosfatases acidas em geral, pois quando a enzima
que esta sendo purificada se liga a esta resina normalmente se consegue um
aumento significativo no fator de purificacdo e da atividade especifica
(KRUZEL & MORAWIECKA, 1982; PARK & VAN ETTEN, 1986;
HEFLER & AVERILL, 1987; BHARGAVA & SACHAR, 1987; DUFF et
alii, 1989).

b - Cromatografia em Sephacryl S-200
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Através da cromatografia em Sephacryl S-200 (Figura 6) foi possivel
separar duas fragdes contendo atividade (AP2A1 e AP2A?2), coincidentes com
dois picos de proteina. Apds esta cromatografia, as fragdes obtidas AP24] e
AP242 apresentaram atividades especificas de 5,6 UE/mg e 4,7 UE/mg,
respectivamente (Tabela 3).

Pelo perfil cromatografico (Fig. 6) pode se ver que foi eliminado uma

grande quantidade de proteinas (71 %) enquanto que se perdeu cerca de 50%

de atividade.
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Figura 5: Cromatografia da fracfio AP2A em ConA Sepharose
A coluna de Concanavalina A (2,0 x 7,5 cm) foi equilibrada com tamp3o Tris-HCI 10 mM,
pH 7,5. Logo apés, foi passado na coluna, o mesmo tamp3o contendo 1M de NaCl. A
eluicdo foi realizada a partir do tubo 76 com tamp&o Tris-HC1 10 mM, pH 7,5, IM de NaCl
contendo 0,2 M de a-Metilmanopiranosideo. Foram coletados 4,8 mL/tubo, sem auxilio de

bomba peristaltica.
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Figura 6: Cromatografia da fracio AP2A em Sephacryl

A coluna de Sephacryl S-200 (3,0 x 110 cm) foi equilibrada com tamp&o acetato de sodio
0,1 M, pH 5,0 contendo NaCl 0,25 M. A eluicfio foi realizada com tampio de equilibrio,
coletando-se 10,6 mL/tubo e durante a cromatografia, o fluxo da corrida foi mantido em 60

mL/h.
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4.1.2.2. Purificacdo da fracio AP2B

a - Cromatografia em SP-Sephadex

A cromatografia em SP-Sephadex (Figura 7) proporcionou a eliminag3o
de cerca de 50% das proteinas contaminantes em relagdo a etapa anterior,
havendo entretanto perda de cerca de 24 % de atividade (Tabela 3).

b — Cromatografia em ConA-Sepharose

Esta foi a ultima cromatografia no processo de purificagfo desta fragio
(Figura 8). A enzima eluida apresentou uma atividade especifica cerca de 5

vezes maior que a fase anterior e o fator de purificagdo passou de 7,0 para

342 vezes.
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Figura 7: Cromatografia da fracio AP2B em SP-Sephadex

A coluna de SP-Sephadex (4,5 x 16,5 cm) foi equilibrada com tamp3o acetato de sodio 0,01
M, pH 5,0. O primeiro pico foi obtido durante a lavagem com o tampéo de equilibrio. A
eluicdo foi realizada atraves de um gradiente linear continuo do mesmo tampéo com NaCl

0,5 M, a partir do tubo 12. Foram coletados 23 mL/tubo e o fluxo durante a cromatografia
foi mantido em 240 mL/h.
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Figura 8: Cromatografia da fraciio AP2B em ConA Sepharose

A coluna de Concanavalina A (2,0 x 7,5 cm) foi equilibrada com tampdo Tris-HCI 10 mM,
pH 7,5. Logo apés, foi passado na coluna, o mesmo tamp3o contendo 1M de NaCl. A
elui¢do foi realizada a partir do tubo 21 com tampéo Tris-HCI 10 mM, pH 7,5, 1M de NaCl
contendo 0,2 M de a-Metilmanopiranosideo. Foram coletados 13,0 mL/tubo e o fluxo da
corrida foi mantido em 60 mL/h.

09 \y g
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Devido a instabilidade e consequente perda de atividade das fragdes
AP2, somente foi possivel aprofundar e desenvolver alguns estudos sobre a
fragio AP1, tais como: determinacio de peso molecular e de alguns

parametros cinéticos, aqui apresentados.

4.2. Determinaciio da massa molecular da isoforma AP1

O calculo da massa molecular relativa, utilizando a coluna Superdex®
75 HR 10/30 - Pharmacia para HPLC (Shimadzu), foi realizado através do
grafico de log Mr x Tr/Try, onde Tr € o tempo de retengéo e Trp € o tempo de

retengdo do Azul de Dextrano (Figura 9), resultando em uma massa relativa de

aproximadamente 58 kDa.
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Figura 9. Determinaciio da Massa Molecular da fracio AP1.

A Mr foi determinada pela filtracdo em gel na coluna Superdex” 75 HR 10/30 - Pharmacia
acoplada a um sistema HPLC (Shimadzu). Foram utilizados os seguintes marcadores de
Mr: BSA (67 kDa), Ovoalbumina (43 kDa), Quimotripsinogénio (25,7 kDa), e
Ribonuclease B (14,7 kDa).
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4.3. Estudos Cinéticos da Isoforma API
a. Efeito do tempo de reacio
O estudo do tempo de incubagdo (Figura 10) nos mostra que a reacéo é
linear até pelo menos 45 min. Este resultado torna-se importante, pois nos
mostra que a FAc mantém uma atividade proporcional em larga faixa de
tempo de reagdo. Nos experimentos cinéticos, manteve-se 0 tempo de reagdo
em 20 min, resultando na hidrolise de cerca de 10% do pNPP utilizado.
b. Efeito da concentracdo da enzima
Houve grande proporcionalidade entre as concentragdes de enzima
utilizadas no experimento e a velocidade da reagdo, mostrando-nos que as
condi¢gdes do ensaio foram adequadas, com relagdo a concentragdo de
substrato € tempo de incubacfo, para as concentracdes de enzima testadas
(Figura 11).
c. Efeito do pH na atividade enzimdtica
Estudando-se o efeito do pH (Figura 12), constatamos que o pH 6timo
esta em torno de 4,7, compativel aos encontrados na literatura para fosfatase
acida de figado de bagre (JANSKA et alli, 1986) e de carpa (PANARA &
PASCOLINI, 1989).
d. Determinacdo da Km e Vmax
Variando-se a concentracdo de substrato (pNPP) de 0,050 a 40 mM,
obteve-se uma hipérbole retangular, compativel com a equagdo de Michaelis-
Menten (Figura 13). A Km para o pNPP foi de 0,97 mM, da mesma ordem de
grandeza de outras FAc de peixes relatadas na literatura: 0,18 mM e 0,22 mM
respectivamente para a fragdio I e II da FAc de figado de carpa (PANARA &
PASCOLINI, 1989). A Vmax para o pNPP foi de 2,94 pmol min™.
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Figura 10. Efeito do tempo de incubacfio na atividade da fracdo AP1.
O ensaio foi realizado conforme descrito em Métodos, utilizando o pNPP (5 mM) como
substrato. A reagdo foi iniciada pela adi¢8o da proteina (0,4 ug).
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Figura 11. Efeito da concentracio da enzima na velocidade de reacéio da fracio API.
O ensaio foi realizado conforme descrito em Métodos utilizando o pNPP como substrato (5
mM) e tempo de reac@o de 20 min. A reagdo foi iniciada pela adigdo do substrato.
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Figura 12. Efeito do pH na atividade da enzima.

O ensaio foi realizado conforme descrito em Método, utilizando o pNPP (5 mM) como
substrato e tempo de reac@o de 20 min. Os tampdes utilizados na concentra¢io de 100 mM,
foram: Glicina (pH 2,5 ¢ 9,0), Acetato (pH 3,0 a 5,5), Bis-Tris (pH 6,0) e Imidazol (pH 7,0
e 8,0).
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Figura 13. Determinaciio dos parimetros cinéticos Km ¢ Vmax.
O ensaio foi realizado como descrito em Métodos utilizando-se diferentes concentracdes de

pNPP. A reacfo foi iniciada pela adi¢do de 0,4 ug de proteina. A Km e a Vmax foram
calculadas pelo ajuste da curva (Hipérbole retangular).
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e. Efeito da temperatura na atividade

O efeito da temperatura na atividade da FAc de figado de cacdo foi
avaliada medindo-se a velocidade, em diferentes temperaturas (37 a 80°C). Na
figura 14, podemos observar que a velocidade é diretamente proporcional a
temperatura de 37 a 47°C, apresentando uma grande diminui¢fo na velocidade
a partir de 75°C. Isto nos d4 uma temperatura Otima em torno de 65°C, maior
que a obtida para as FAc purificadas de figado de carpa (PANARA et
alii,1989), em torno de 50°C e 45°C, respectivamente, para a fragio I e IL.

f. Determinacfio da Energia de Ativacio

Substituindo-se na equagdo de Arrhenius os valores da inclinagfo da
reta (k; e ky,), calculadas graficamente através de regressdo linear para
temperaturas 37°C e 47°C (figura 15), determinamos a energia de ativagfo
para a hidrolise do pNPP como sendo de 39,37 kJ.mol™. Este valor é
compativel ao relatado por PANARA et alii (1989), para as formas AP-1 ¢ AP-
IT de figado de carpa, que encontraram os valores de 53,55 e 39,75 kJ.mol™’,
respectivamente para as fragdes I e II.

g. Efeito de metais na atividade

A analise da Figura 16 nos permite verificar que na presenca de metais
(1 mM), a atividade enzimatica foi bastante baixa em presenca de Cu™, com
uma inibicdo de cerca de 80%. Observou-se tambem inibi¢do em presenca de
Fe' (60%), e Zn** (40%). A inibi¢do na presenca desses metais indica que a
enzima deve possuir grupamentos SH importantes para a reagdo catalitica.

Por outro lado, Mg*%, Mn™ e Ca* ndo mostraram efeito, observando-se
mesmo uma pequena ativagdo (algo em tormo de 12%) na atividade da
enzima. Isto nos mostra que a enzima depende muito pouco destes metais para

sua atividade, ao contrario do que ocorre com diversas pirofosfatases e
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fosfatases alcalinas (KRISHAN & GNANAM, 1988; MAYER et alii, 1961),
que necessitam preferencialmente de Mg®" para suas reagdes, sendo este um

dos fatores que permite distingui-las das fosfatases acidas.
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Figura 14. Efeito da temperatura na atividade fosfatasica.

A atividade enzimatica foi determinada como descrito em Métodos, em diferentes
temperaturas, variando-se o tempo de incubagdo. A reagdo foi iniciada pela adi¢do de 0,4
ug de enzima.

Grifico interno: Velocidade em funcfo da temperatura por incubagio por 20 minutos. Os
dados foram obtidos da figura principal.
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Figura 15. Efeito da temperatura na satividade fosfatésica.

A atividade enzimatica foi determinada como descrito em Métodos, variando-se o tempo de
incubag¢do, nas temperaturas 37°C e 479°C. A reagio foi iniciada pela adi¢io de 0,4 pg de
enzima.
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Figura 16. Efeito de metais na atividade de fosfatase acida.

A atividade enzimatica foi determinada na auséncia ou na presenca dos metais indicados,
na concentragdo de ImM. A atividade foi determinada como descrito em Métodos 3.2.1.b
para todos os metais. A atividade na auséncia de metais foi tomada como 100%.
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h. Efeito de inibidores

O inibidor mais potente foi o molibdato (Figura 17) como ocorre para as
fosfatases acidas, de um modo geral.

A inibigdo por fluoreto (5 mM) foi da ordem de 90%, semelhante ao
resultado apresentado para a ACPase I de figado de carpa ( PANARA et alii,
1989).

O tartarato (5 mM) inibiu a atividade enzimatica em 50%. Esse inibidor
juntamente com o fluoreto sdio tipicos para fosfatases acidas de alta Mr de
mamiferos.

A inibig8o por pCMB (1 mM) que se liga especificamente a grupos -SH
livres, enzimatica reforga os resultados de inibigio por Cu*" e Fe** (Figura
17).

A ndo imbic¢do da atividade pelo piridoxal (0,1 mM) mostra que a
enzima ndo apresenta residuo de lisina essencial para a catalise, pois piridoxal
forma base de Schiff com estes residuos, impedindo a reagfio. O fosfato (10
mM) inibiu 25% da atividade na concentragdo de 10 mM, o que é comum para
as FAc, pois, o fosfato, ¢ um dos produtos da reago e atua como um cléssico
inibidor competitivo.

Quanto ao vanadato (0,1 mM), inibidor competitivo , analogo ao Pi,
apresentou uma inibicdo consideravel, na ordem de 40%.

i. Estudo da especificidade para substratos

Comparou-se os valores de Km para o pNPP (substrato sintético) e para
possiveis substratos fisiologicos como Tyr-P, FMN e PPi (Tabela 4).

Os valores de Km e das constantes de especificidade (Vmax/Km)
indicaram que o melhor substrato € o PPi. Quando comparado com o pNPP, o
PPi apresentou uma Km 5 vezes menor, ¢ uma constante de especificidade 2

vézes maior.
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Apesar da atividade alta sobre pirofosfato, a hipétese de se tratar de uma
pirofosfatase foi descartada uma vez que estas sfo muito especificas para o
PPi e, normalmente, ndo sdo inibidas pelo fluoreto, 0 que as distingue das

fosfatases.

Tabela 4. Especificidade enzimatica

Os valores dos pardmetros Km e Vmax foram determinados dos ajustes das curvas

V X [S] (n8o mostrados). A atividade enzimética para os substratos FMN, Tyr-P e PPi foi

determinada como descritc em Métodos

SUBSTRATO Km Vmax Vmax/Km
(mM) ( pmol min™")
p-NPP 0,97 2,94 3,0
FMN 0,62 0,86 1,39
Tyr-P 1,50 2,21 1,47

PP1 0,20 1,32 6,6

2
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Piridoxal 0,1 mi
NaF 5 mM

NaF 1 mM
tartarato 5 mM
Pi 10 mM

Pi1 mM

Molb. 0,1mM § i

Inibidor

p-CMEB 1mM
p-CMB 0,1 mM
mvan 0,1 mM
o-van 0,1mM
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Figura 17. Efeito de inibidores na atividade.

A atividade foi determinada como descrito em Métodos, na auséncia (100%) ou em
presenca de potenciais inibidores, nas concentra¢Bes indicadas. A reagio foi iniciada pela
adicdo de 0,4 ug de proteina.



55

5. CONCLUSOES

No presente trabalho apresentamos as caracteristicas cinéticas apenas da
isoforma AP1, uma vez a que a isoforma AP2 (duas a trés vezes mais pura que
a AP1), perdeu a atividade, ndo sendo possivel executar sua caracterizacio
cinética.

Dessa maneira concluimos que a isoforma AP1 apresenta:

- Mr de 58 kDa ¢ foi purificada cerca de 20 vezes;

- Alta atividade em pH 4,7 — 5.,0; temperatura otima de 65°C; sendo a

a hidrolise linear até 45 minutos a 37°C e em pH 5,0;

- Um valor da Km de 0,97 mM para o substrato pNPP, apresentando

dentre os substratos testados maior especificidade pelo PPi;

- Dentre os potenciais inibidores testados o Molibdato (0,1 mM) e

NaF (5mM) inibiram 100%, pCMB (1mM) e NaF (ImM) inibiram
cera de 80%, o-vanadato (0,1 mM) e tartarato, cerca de 50%.

- De acordo com os resultados obtidos no estudo de inibidores a

isoforma AP1 da fosfatase acida de cagdo apresenta caracteristicas

mais similares as fosfatases acidas de mamiferos de alta massa

molecular.
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6. DIFICULDADES ENCONTRADAS

A dificuldade na obtencdo do material ¢ a grande instabilidade

apresentada pela enzima constituiram-se nas maiores dificuldades na

realizacdo do presente trabalho.

7. PERSPECTIVAS

As perspectivas mais diretas e importantes surgidas do presente trabalho
certamente referem-se a futuros estudos sobre condigdes de manutencdo da
atividade enzimatica durante a purificacio.

O presente estudo também tem uma potencial importdncia porque a
partir da purificacdo parcial e caracterizagdo da fracdo AP1 da fosfatase acida
desse peixe nacional, obtivemos os pardmetros normais, que podem gerar
estudos sobre a correlagdo da atividade enzimatica com alteragdes ambientais.

Num momento em que ha tanta preocupacio com a ecologia, equilibrio
ambiental, poluicdo, qualidade de vida da populagdo, acreditamos que esse
trabalho também propiciara o inicio de estudos relativos a correlagdes do tipo:
e qualidade da 4gua x atividade enzimatica,

e contaminacdo industrial x atividade enzimatica,

e pesticidas, agrotoxicos x atividade enzimatica.
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