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RESUMO 

  

Atualmente, muito tem sido descoberto acerca dos mecanismos de controle 

do crescimento e coordenação celular, principalmente em células eucarióticas. 

Dentre tais mecanismos, o balanço entre a fosforilação e a desfosforilação de 

proteínas é a base para o controle de diversos eventos biológicos. As fosfatases 

são hidrolases que utilizam como substrato fosfatomonoésteres, e são 

amplamente distribuídas na natureza. As fosfatases ácidas (FAcs) são enzimas 

que apresentam melhor atividade em meio ácido. O objetivo do presente trabalho 

é estudar o efeito de peróxido de hidrogênio em duas fosfatases ácidas cujos 

sítios ativos contêm cisteína. 

Para tanto, FAc de sementes de mamona e FAc de rim bovino, ambas 

obtidas previamente em nosso laboratório, foram utilizadas no estudo. A primeira é 

uma glicoproteína, ao passo que a segunda não contém carboidrato em sua 

estrutura. Ensaios enzimáticos utilizando o substrato sintético p-nitrofenilfosfato 

(pNPP) foram realizados, em diferentes condições de incubação e exposição das 

enzimas. 

A FAc de mamona apresentou grande resistência ao peróxido de hidrogênio 

(H2O2), fato que se mostrou independente da presença de carboidrato em sua 

estrutura. Ensaios na presença de ditiotreitol (DTT) ou glutationa reduzida (GSH) 

provocaram inibição da enzima, porém a combinação de DTT ou GSH a H2O2 foi 

capaz de recuperar completamente a atividade enzimática. A exposição da FAc de 

mamona a DTT ou GSH não protegeu totalmente o sítio catalítico contra a 

oxidação por H2O2, apesar de acarretar em menores taxas de inibição por esse 

composto. A exposição da enzima a H2O2 elevou a sua inibição. 

A FAc de rim bovino apresentou grande susceptibilidade ao H2O2. Os 

compostos DTT e GSH provocaram inibição de sua atividade, assim como 

observado para a FAc de mamona. A combinação de DTT ou GSH a H2O2 não 

reestabeleceu a atividade enzimática, sugerindo que há diferenças no processo de 

oxidação por esse composto entre as duas FAcs utilizadas nesse trabalho. A 
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exposição da FAc de rim bovino a DTT ou GSH não foi eficaz na proteção do sítio 

catalítico, e a exposição dessa enzima a H2O2 elevou a inibição da atividade 

enzimática. 

Nossos resultados sugerem que as FAcs, independentemente da presença 

de carboidrato na estrutura, sofreram oxidação de maneiras diferentes, 

apresentando comportamentos bastante divergentes entre si. Hipotetizamos que a 

Fac de mamona atingiu um estado reversível de oxidação, sendo que a cisteína 

tornou-se ácido sulfênico. Já a FAc de rim bovino deve ter alcançado um estado 

irreversível de oxidação, com a cisteína na forma de ácido sulfínico ou sulfônico. 
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ABSTRACT 

 

Currently, much has been discovered about the mechanisms of control of 

cell growth and coordination, especially in eukaryotic cells. Among such 

mechanisms, the balance between the phosphorylation and dephosphorylation of 

proteins is the basis for the control of various biological events. The phosphatases 

are hydrolases using as substrate phosphate monoesters, and are widely 

distributed in nature. The acid phosphatases are enzymes that have better activity 

under acidic conditions. The goal of this work is to study the effect of hydrogen 

peroxide (H2O2) in two acid phosphatases which contains cysteine in their active 

site. 

Therefore, castor bean and bovine kidney acid phosphatases, both 

previously obtained in our laboratory, were used in this study. The first is a 

glycoprotein, whereas the second contains no carbohydrate in its structure. 

Enzyme assays using the synthetic substrate p-nitrophenylphosphate (pNPP) were 

performed at different incubation conditions and exposure of the enzymes. 

The castor bean acid phosphatase showed great resistance to H2O2, a fact 

that was independent of the presence of carbohydrate in their structure. Assays in 

the presence of dithiothreitol (DTT) or reduced glutathione (GSH) caused enzyme 

inhibition, but the combination of the GSH or DTT and H2O2 was able to completely 

recover enzyme activity. Exposure of castor bean acid phosphatase to DTT or 

GSH did not fully protect the catalytic site against oxidation by H2O2, although 

result in lower rates of inhibition by this compound. Exposure of the enzyme to 

H2O2 increased its inhibition. 

Acid phosphatase from bovine kidney showed high susceptibility to H2O2. 

The compounds DTT and GSH caused inhibition of its activity, as was observed for 

castor bean acid phosphatase. For this enzyme, the combination of DTT or GSH to 

H2O2 not reestablished enzyme activity, suggesting that there are differences in the 

oxidation process for this compound between the two phosphatases used in this 

work. Exposure of bovine kidney acid phosphatase to DTT or GSH was not 

effective in protecting the catalytic site, and the exposure of the enzyme to H2O2 
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increased the inhibition of enzyme activity. Our results suggest that the acid 

phosphatases, regardless of the presence of carbohydrate in the structure, 

underwent oxidation by different ways, presenting quite divergent behaviors.  

We hypothesize that the castor bean acid phosphatase reached a state of 

reversible oxidation, and cysteine became sulfenic acid. As for acid phosphatase 

bovine kidney must have reached a state of irreversible oxidation with cysteine as 

sulfonic or sulfinic acid. 
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1. Introdução 

 

1.1  Fosfatases ácidas 

1.1.1 Importância das fosfatases 

Atualmente, muito tem sido descoberto acerca dos mecanismos de controle 

do crescimento e coordenação celular, principalmente em células eucarióticas. 

Dentre tais mecanismos, o balanço entre a fosforilação e a desfosforilação de 

proteínas é a base para o controle de diversos eventos biológicos disparados por 

efetores extracelulares, como hormônios, mitógenos, oncogenes, citocinas e 

neurotransmissores (Cohen, 1989a; Cohen, 1989b; Bonnet et al., 2008; Boskey et 

al., 2008; Rigor et al., 2011; Shao & Diamond, 2012). A fosforilação de proteínas é 

realizada por um grupo de enzimas denominadas quinases, ao passo que a 

desfosforilação é realizada por enzimas denominadas genericamente fosfatases. 

Em termos gerais, fosfatases são hidrolases que utilizam como substratos 

fosfomonoésteres (Aoyama et al., 2003; Shao & Diamond, 2012).   

 A atividade de proteínas quinases e fosfatases deve ser rigidamente 

regulada dentro da célula, garantindo a manutenção e o funcionamento adequado 

de inúmeras funções vitais. Alterações anormais na atividade de tais enzimas 

podem resultar em consequências graves, que incluem neoplasias e doenças 

resultantes de defeitos imunológicos. Vários organismos patogênicos alteram, in 

vivo, o nível de proteínas fosforiladas em células eucarióticas, tanto pela alteração 

da transcrição e tradução de proteínas quinases e fosfatases, como pela 

modulação da atividade endógena das mesmas (Jia, 1997; Bonnet et al., 2008; 

Olson et al., 2012; Robinson et al., 2012; Stanford et al., 2012). 

 

 1.1.2 Classificação das fosfatases 

A primeira classificação das enzimas fosfatases foi estabelecida no início da 

década de 1930, quando as fosfatases purificadas de eritrócitos foram divididas 

em dois grupos principais, de acordo com o pH ótimo de atividade: ácidas e 

alcalinas (Roche, 1931). Atualmente, as fosfatases são divididas em três grupos 

principais: fosfatases alcalinas (FAlc), fosfatases ácidas (FAc) e proteínas 
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fosfatases (Aoyama et al., 2003). As fosfatases ácidas (FAc), estudadas no 

presente trabalho, são denominadas ortofosfato monoéster fosfohidrolases (E.C. 

3.1.3.2). As reações de hidrólise ou de transfosforilação catalisadas por essas 

enzimas estão ilustradas na figura 1. 

 

 

 

 

 

 

Tais enzimas são amplamente distribuídas na natureza, sendo encontradas 

nos cinco grandes reinos dos seres vivos (Murray & Nathan, 1999; Granjeiro, 

Ferreira et al. 2002; Rigor et al., 2011; Robinson et al., 2012; D'Souza et al., 2011).  

Além do pH ótimo de reação, os dois grupos de fosfatases divergem em 

outros aspectos: as FAcs são insensíveis à presença de cátions mono e bivalentes 

no meio de reação (Chaimovich & Nome, 1970), não necessitando de sua 

presença para a ocorrência da reação. Já as FAlcs necessitam da presença de 

metais, principalmente Mg2+, no meio de reação para sua atividade (Duff et al., 

1989; Duff et al., 1991; Jonsson & Aoyama, 2010). Além disso, as enzimas 

possuem vias catalíticas diferentes (Vincent et al., 1992a, b).  

 

1.1.3 Fosfatases ácidas 

As FAcs apresentam ampla distribuição na natureza, fato indicativo da 

importância de sua atividade em diversos processos vitais, em seres unicelulares 

ou pluricelulares, fotossintetizantes ou não (Granjeiro, Ferreira et al., 2002; Rigor 

et al., 2011; Robinson et al., 2012; D'Souza et al.,2011) . 

Além disso, essas enzimas apresentam diversas isoformas em um mesmo 

tecido, as quais podem ser distintas quanto à massa relativa, especificidades 

quanto aos substratos, sensibilidade a inibidores, ponto isoelétrico (pI), presença e 

quantidade de carboidratos ligados à cadeia polipeptídica.  

 

ROPO3H2 + H2O                ROH + H3PO4                        (Hidrólise) 

ROPO3H2 + R’OH*              ROH** + R’OPO3H2               (Transfosforilação)    

              *aceptor de fosfato     **álcoóis 

Figura 1. Esquema das reações catalisadas por FAcs. Retirado de Aoyama et al., 2003 
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1.1.4 FAcs de organismos unicelulares 

Diferentes aspectos das FAcs têm sido estudados em organismos 

unicelulares (Lovelace et al., 1986; González et al., 1993; Turner et al., 2012). Em 

tripanossomatídeos, por exemplo, particularmente no gênero Leishmania sp., foi 

constatada abundante atividade fosfatásica nas formas promastigotas, localizada 

assimetricamente na membrana externa da célula (Gottlieb, 1981). Para o mesmo 

organismo, ainda se verificou que tais enzimas eram capazes de impedir a 

produção de ânion superóxido por neutrófilos humanos, inibindo uma das 

primeiras reações de defesa do organismo hospedeiro (Iniesta, Gomez-Nieto et 

al., 2001; Turner et al., 2012). Uma atividade de FAc, dependente de Mg2+, foi 

detectada na superfície externa de formas procíclicas de Trypanosoma brucei 

(Fernandes et al., 2003a, b).  

O agente etiológico da tuberculose, Mycobacterium tuberculosis, secreta 

FAcs durante o processo de infecção, sendo tal enzima um alvo promissor para 

medicamentos anti-tuberculose (Wong et al., 2012). 

 Atualmente, muito tem sido descoberto quanto ao papel das FAcs nos 

processos de invasão e infecção por diversos organismos unicelulares. Assim, 

esse grupo de enzimas pode ser um alvo bastante promissor no desenvolvimento 

de fármacos para combater diversas infecções bacterianas e protistas (Wong et 

al., 2012). 

De um modo geral, a expressão de FAc em organismos unicelulares é 

controlada por fatores ambientais, externos à célula. Dificilmente tal enzima é 

sintetizada na fase de crescimento exponencial, sendo característica da fase 

estacionária – o que sugere que sua síntese ocorreria em resposta à limitação de 

algum nutriente. Prova disso é o fato de que a privação de fosfato inorgânico 

extracelular ou a anaerobiose geralmente causam a imediata síntese de FAcs em 

Escherichia coli (Dassa et al., 1982). 

 

1.1.5 FAcs de animais 

Em animais, as FAcs apresentam uma distribuição extremamente variada, 

podendo ser encontradas em diversos tecidos e órgãos como próstata, cérebro, 
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rins, fígado, coração, baço, glândulas salivares, sangue e células nervosas. Ainda 

é possível encontrar FAc no tecido ósseo, mais especificamente nos osteoclastos, 

onde está envolvida com a reabsorção da matriz extracelular (Canabarro et al., 

2012 ; Lima et al., 2007; Oltramari, Navarro et al., 2007; Cestari, Granjeiroet al., 

2009; Zambuzzi, Bruni-Cardoso et al., 2009; Zambuzzi, Yano et al., 2009; 

Yamada, 2012). 

As FAcs de tecidos animais podem ser distintas quanto à massa molecular, 

localização no interior da célula, especificidade quanto ao substrato e 

sensibilidade a inibidores (Zambuzzi, Granjeiro et al., 2008; Zambuzzi, Yano et al., 

2009). 

As FAcs são classificadas conforme sua massa molecular relativa (Mr). 

Assim, tais enzimas podem se enquadrar em três classes: as de alta Mr (AMr), as 

de baixa Mr (BMr) e as de Mr intermediária (BMr). As FAcs incluídas na primeira 

classe, de Mr maior que 100kDa, estão geralmente localizadas na fração 

lisossomal e microssomal das células (Di Pietro et al.,  1967; Di Pietro, 1968; Beck 

et al., 1986; Mila-Kierzenkowska et al., 2012). Já as FAcs de baixa Mr, menor que 

20kDa (BMr), juntamente com as de IMr, em torno de 40kDa, são encontradas no 

citossol (De Araújo et al., 1976; Helwig et al., 1977; Galka et al. 1980; Fujimoto, 

1984). A tabela I mostra uma comparação entre as três classes de fosfatases 

ácidas animais. 

 
 

FAc - Mr Massa 

molecular 

relativa (Mr) 

Localização Inibidores Especificidade 

pelo substrato 

Alta > 100kDa lissosomo, 
microssomo 

tartarato e fluoreto baixa 

Intermediária em torno de 
40kDa 

citossol não há baixa 

Baixa < 20kDa citossol pCMB, íons 
metálicos 

alta 

 

As formas de AMr são fortemente inibidas por tartarato e fluoreto, enquanto 

que as de BMr são relativamente insensíveis a estes inibidores e sensíveis ao  

p-cloromercúriobenzoato (pCMB), composto que se liga especificamente aos 

Tabela I. Comparação das três classes de FAc animais. 
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grupos –SH livres (Shibko, 1963; Di Pietro et al., 1967; Taga et al., 1982). As FAcs 

de IMr são pouco sensíveis ao tartarato, pCMB e íons metálicos (Hayman, 1989). 

Essas essas FAcs resistentes a pCMB são frequententemente relacionadas a 

patogenias (Takahashi et al., 2000).  

As três classes de FAc também divergem quanto à especificidade pelo 

substrato. As de BMr são um pouco mais específicas quanto aos substratos, 

enquanto que as de AMr e IMr hidrolisam uma ampla variedade de compostos 

fosforilados (Saeed et al., 1990). Outra divergência entre as classes de FAc é que 

as de AMr e IMr podem apresentar metais como ferro, magnésio ou manganês 

ligados à sua estrutura.  

As FAcs de BMr, subclasse à qual pertence a FAc de rim bovino utilizada no 

presente trabalho, constituem uma das classes das fosfotirosina proteínas 

fosfatases (PTPs), tendo como substratos proteínas fosforiladas em resíduos de 

tirosina. Todas as enzimas dessa família são caracterizadas por apresentarem 

aproximadamente 240 aminoácidos e uma sequência conservada no sítio 

catalítico, que contém um resíduo de cisteína. Essa característica é responsável 

pela inibição da atividade das PTPs por pervanadato, pCMB e agentes oxidantes, 

como o peróxido de hidrogênio (H2O2) (Aoyama et al., 2003; Granjeiro, Miranda et 

al. 2004; Boskey et al., 2008; Zambuzzi, Bruni-Cardoso et al., 2009). As PTPs 

constituem uma grande família de enzimas com analogia às proteínas quinases 

em sua complexidade e diversidade estrutural. Estudos genéticos e bioquímicos 

mostraram que essas proteínas exercem efeitos tanto regulando positiva ou 

negativamente as vias de sinalização quanto no controle fisiológico de uma 

variedade de tecidos (Aoyama et al., 2003; Granjeiro, Miranda et al., 2004; Boskey 

et al., 2008; Zambuzzi, Bruni-Cardoso et al., 2009). Ações defeituosas ou 

inapropriadas das atividades dessas enzimas conduzem para fosforilações 

inadequadas de resíduos de tirosina, que contribuem para o desenvolvimento de 

muitas doenças, como câncer, diabetes, osteoporose e aterosclerose (Li, 2000; 

Souza et al., 2009; Stanford et al., 2012).   

No interior da célula, FAcs são encontradas não somente nos lisossomos – 

organela onde foram consideradas marcadores lisossomais - mas também no 
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citoplasma e em outras organelas como microssomos e aparelho de Golgi, além 

da membrana celular (De Duve et al., 1955; Jonescu et al., 1970; Himeno et al., 

1991; Mila-Kierzenkowska et al., 2012).  

 

1.1.6 FAcs de vegetais 

Assim como nos animais, as FAcs de plantas apresentam variada 

distribuição na célula, podendo ser encontradas tanto na parte extracelular quanto 

intracelular (Kaneko et al., 1990; Duff et al., 1991b; Miernyk et al., 1992). As FAcs 

da parede celular têm sido associadas à hidrólise de determinados substratos, 

oferecidos externamente à célula em tecidos não danificados, para obtenção de 

fósforo. Esse é um dos minerais mais importantes para o crescimento da planta, 

uma vez que apresenta um papel vital no equilíbrio energético e na regulação 

metabólica, além de ser constituinte de muitas biomoléculas. Consequentemente, 

sua assimilação, estocagem e metabolismo são de crítica importância para o 

desenvolvimento das plantas (Duff et al., 1994; Robinson et al., 2012). 

As FAcs também são amplamente distribuídas entre as ordens de vegetais. 

Tal enzima pode ser detectada em diversos órgãos de diversas plantas 

superiores, sendo observada em folhas, tubérculos, nódulos de raízes, bulbos, 

pólen, coleóptiles, gérmen e sementes (Slack et al., 1969; Uehara et al., 1974; 

Rengasamy et al., 1981; Pasqualini et al., 1992; Guo & Roux, 1995; Ferreira, 

Granjeiro et al., 1998a, b; Robinson et al., 2012). Assim como as FAcs de 

mamíferos, as FAcs vegetais apresentam pH ótimo de reação em torno de 5,0. A 

temperatura ótima varia de tecido para tecido, mas em geral encontra-se entre 50-

60°C. As propriedades cinéticas também variam conforme a fonte e a isoenzima 

isolada. A inibição por metais e fluoretos, a independência de cátions para a 

catálise e a inespecificidade para substratos parecem comuns entre tal classe de 

enzimas. Porém, parece haver predileção por ésteres fosfatados, açúcares 

fosfatados, nucleotídeos e pirofosfato (Rengasamy et al., 1981; Basha, 1984; 

Pasqualini et al., 1992). 

Vale ressaltar que as FAcs vegetais apresentam algumas propriedades 

físico-químicas que não são observadas nas enzimas de origem animal, tais como 
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a presença de carboidrato na estrutura, que pode ser constituído por açúcares 

como manose, ramnose, glicose, galactose e glicosamina (Kruzel & Morawiecka, 

1982).  

Em nosso laboratório purificamos FAcs vegetais de soja e de mamona, 

cujas estruturas contêm carboidratos (Ferreira, 1995; Granjeiro, P., 1998). Em 

função da natureza glicoprotéica das FAcs de plantas, é possível entender a 

ligação dessas enzimas com lectinas (proteínas que se ligam reversivel e 

especificamente a carboidratos), particularmente abundantes no gérmen de 

sementes de gramíneas. A ligação da cadeia de carboidrato da FAc à lectina 

normalmente altera a atividade hidrolítica da enzima, diminuindo o valor de Km e 

aumentando a Vmáx, bem como a estabilidade térmica das FAcs quando em 

presença de lectinas (Ferens & Morawiecka, 1985). Das quatro isoformas AP1, 

AP2, AP3A e AP3B purificadas de sementes de soja (Ferreira, 1995), apenas a 

isoforma AP1 era ativada pela lectina concanavalina A, sendo que a ligação da 

enzima com a lectina promovia uma estabilidade da enzima e era dependente do 

substrato utilizado (Aoyama et al., 2001). Estes resultados sugerem que as 

lectinas podem ter um importante papel regulador na atividade destas enzimas.  

Em vegetais, FAcs têm papel fundamental em diferentes estágios do 

desenvolvimento do indivíduo, devido à grande participação de tais enzimas na 

assimilação do fosfato, na regulação de proteínas por desfosforilação, na 

degradação de metabólitos tóxicos e nas vias de desvio (Biswas, 1991; Robinson 

et al., 2012). 

Além disso, foi relatada a participação de FAcs em eventos de 

desenvolvimento, como germinação, florescimento, frutificação, senescência, e 

resposta a alterações ambientais às quais a planta pode ser submetida, como 

cultivo da planta em altas concentrações de sal, baixa concentração de fosfato e 

água e também em ferimentos causados à planta – que elevam a atividade 

fosfatásica (Dewald et al., 1993; Tadano et al., 1993; Theodorou & Plaxton, 1993). 

Em plantas superiores, assim como nos animais, modificações pós-

traducionais, via fosforilação e desfosforilação de proteínas, também se 

mostraram ser de fundamental importância no controle dos processos metabólicos 
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(Krebs & Beavo, 1979; Budde & Chollet, 1988; Cohen, 1989a; Chung & Polya, 

1992; Pesaresi et al., 2011). Por exemplo, Staswick e colaboradores (Staswick et 

al., 1994) verificaram que uma FAc das folhas de soja tinha sua atividade 

aumentada em dez vezes depois da remoção prematura das vagens, quando 

comparada com a atividade da mesma enzima em folhas de soja que tiveram as 

vagens retiradas na época normal.  

 

1.1.7 Experiência do laboratório com FAcs 

Em nosso laboratório, Granjeiro (Granjeiro, M., 1994) isolou e caracterizou 

uma FAc de baixa massa molecular de rim bovino, relatando que tal enzima tinha 

alta afinidade por tirosina fosfatada (Granjeiro, Taga et al., 1997; Granjeiro, 

Ferreira et al., 2002; Granjeiro, Miranda et al., 2004). Ferreira (Ferreira et al.,1998) 

purificou quatro isoformas de FAc do citoplasma de sementes quiescentes de soja. 

Ainda em nosso grupo de estudos, Granjeiro (Granjeiro, P., 1998) purificou e 

caracterizou uma fração da FAc de sementes de mamona. Foram também 

realizados estudos com flavonóides (Miranda, 2005) e de óxido-redução (Sousa, 

2005) com FAcs purificadas de linfócitos humanos. As fosfatases foram estudadas 

como biomarcadores de poluição aquática em algas verdes (Jonsson & Aoyama, 

2007; Jonsson et al., 2009; Jonsson & Aoyama, 2010) e em Daphnia similis 

(Dantzger, 2010). Foram também realizados estudos referentes à germinação 

(Prazeres et al., 2004), ao sítio ativo (Granjeiro et al., 2003), efeito de agentes 

caotrópicos (Cavagis et al., 2004), estabilidade térmica (Ferreira et al., 1998; 

Granjeiro et al., 2004); inibidores (Ferreira et al., 2000; Granjeiro et al., 2002), 

especificidade por substrato (Granjeiro et al., 1997; Ferreira et al., 1999) e 

regulação (Aoyama et al., 2001).  

 

1.2 Espécies ativas de oxigênio 

No metabolismo aeróbico, glicose é oxidada a água e dióxido de carbono 

pela ação do oxigênio molecular, em uma reação envolvendo 24 prótons e 24 

elétrons. O oxigênio, entretanto, nem sempre se transforma em água diretamente, 
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podendo receber um elétron de cada vez, com formação de espécies 

intermediárias, denominadas espécies ativas de oxigênio (EAOs).  

As etapas intermediárias de redução do oxigênio são a formação de radical 

ânion superóxido (O2
-), peróxido de hidrogênio (H2O2), e o radical hidroxila (OHo). 

Cada molécula corresponde à etapa de redução por um, dois e três elétrons, 

respectivamente. Posteriormente, o oxigênio molecular no estado normal (triplete) 

pode ser eletronicamente excitado ao oxigênio molecular singlete (1O2). Dessas 

EAOs, os radicais O2
- e o OHo constituem os radicais de oxigênio biologicamente 

mais importantes; H2O2, e 1O2 não são considerados radicais (Meneghini et al., 

1987; Bolin et al., 2012; Lai et al., 2012).  

Algumas EAOs aparecem por processos semelhantes a acidentes 

químicos, uma vez que sua produção não faz parte de nenhuma via metabólica 

específica. Por exemplo, O2
- e H2O2  são produzidos por reações químicas de O2 

com moléculas como adrenalina, dopamina ou tetrahidrofolato. Radiações 

eletromagnéticas de baixo comprimento de onda, como raios gama, degradam 

água para gerar OHo, enquanto luz UV pode clivar a ligação O-O de H2O2  para 

gerar 2 OHo (Darley-Usmar, 1996; Halliwell, 1996a, b, c; O'Neill et al., 1996). 

As EAOs são fortes oxidantes. Dentre elas, o radical hidroxila, com uma 

meia vida de 10-9s, tem um poder oxidante extremamente alto, reagindo com 

qualquer molécula orgânica de uma maneira quase instantânea, praticamente no 

momento em que é gerado. Assim, há uma contínua necessidade de inativar 

essas EAOs através de agentes antioxidantes, através de diferentes mecanismos 

de proteção (Sies et al., 1993; Darley-Usmar, 1996; Halliwell, 1996).  

Um desbalanço em favor de pró-oxidantes, desfavorecendo os 

antioxidantes, potencialmente conduz a um dano denominado estresse oxidativo. 

Tais danos podem afetar todos os tipos de moléculas biológicas, incluindo DNA, 

proteínas, lipídeos e carboidratos. Assim, o estresse oxidativo pode estar 

envolvido em processos tais como mutagênese, carcinogênese, proliferação 

celular, morte celular, envelhecimento, dano à membrana citoplasmática, 

peroxidação lipídica, oxidação de proteínas e fragmentação das mesmas, além de 

dano a carboidratos (Fucci et al., 1983; Gutteridge et al., 1984; Halliwell & 
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Gutteridge, 1984a,b; Trush et al., 1985; Burdon et al., 1996; Halliwell, 1996; 

McConkey et al., 1996; Wiseman et al., 1996). 

Em células de organismos eucarióticos os efeitos deletérios das EAOs são 

contolados através de agentes antioxidantes (Sies, 1993; Halliwell, 1996). Entre os 

compostos antioxidantes, encontram-se enzimas, tais como superóxido dismutase, 

catalase, glutationa peroxidase e outras espécies de baixa massa molecular, como  

a-tocoferol (vitamina E), ascorbato (vitamina C) e ubiquinol (Sies, 1993; Fridovich 

et al., 1995; Halliwell, 1996).  

A proteção fornecida por antioxidantes da dieta, tais como vitamina E e 

ascorbato já se encontra bem estabelecida. Estes antioxidantes dietários são 

importantes na prevenção de certas doenças humanas, especialmente a 

cardiovascular e alguns tipos de câncer. Alguns compostos possuem atividade 

antioxidante, atuando como supressores de radicais, como por exemplo, ubiquinol, 

urato, benzoato, manitol. Outros atuam como quelantes de metais envolvidos no 

surgimento de EAOs, como por exemplo a desferoxamina, que complexa íons 

ferro (Sies, 1993; Burdon et al., 1996; Halliwell, 1996; Wiseman et al., 1996).  

A formação de radical hidroxila pode ocorrer através da reação de Fe2+ (ou 

Cu+) com o H2O2, através de uma reação de grande importância biológica, 

conhecida como reação de Fenton (Fenton, 1894), esquematizada na figura 2. 

 

 

 

 

 

 

 

Na reação de Fenton, um dos produtos é o cátion Fe3+, que pode ser 

reduzido novamente a Fe2+ em presença do radical superóxido. A soma dessas 

duas reações constitui a chamada reação de Haber-Weiss, esquematizada na 

figura 3 (Haber & Weiss 1934; Meneghini et al., 1987). 

 

Figura 2. Reação de Fenton. Retirado de Ferreira & Matsubara, 1997. 

Fe2+ + O2       Fe 3+ + O2
- 

2 O2
- + 2H+       O2 + H2O2 

Fe2+ + H2O2         Fe3+ + OH- + OH. 
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É preciso destacar, entretanto, que o potencial destruidor das EAOs pode 

ser aproveitado pela natureza para a própria proteção do organismo (Augusto, 

2006). Assim, por exemplo, quando há contato com organismos invasores, 

aparecem sinais químicos que orientam as células fagocitárias do sangue a se 

dirigirem para o sítio atingido. As células fagocitárias matam os organismos 

invasores ali presentes por meio de grande produção de EAOs. Isto ocorre através 

de estímulo na membrana da célula fagocitária, que produz o ânion superóxido, 

através de uma oxidase. A partir de O2
-  formam-se outras EAOs que acabam por 

matar os invasores. Ao mesmo tempo, estes vão sendo englobados pelas células 

fagocitárias (Sies, 1993). 

Outro exemplo do emprego de EAOs na defesa do organismo é o 

relacionado a uma classe de glóbulos brancos, ou linfócitos, denominados 

matadores naturais (“natural killers”). Essas células reconhecem as células do 

próprio organismo que se tornaram tumorais ou foram infectadas por parasitas, 

fungos, bactérias ou vírus. Os linfócitos matadores naturais ligam-se às células 

alvo, provocando sua lise, aparentemente por meio da produção de grande 

quantidade de EAOs. Vários outros processos degenerativos podem ser 

provocados ou influenciados por EAOs, tais como artrite, catarata, enfisema, 

doença de Parkinson, diabete aloxânica, lesão isquêmica, porfiria aguda 

intermitente (Meneghini et al., 1987; Bolin et al., 2012). A formação de tumores 

também foi relacionada à ação de EAOs em vias dependentes de fosforilação e 

desfosforilação (Veeramani et al., 2012). 

Entretanto, parasitas possuem mecanismos para combater as EAOs 

produzidos pelas células imunológicas. Como descrito anteriormente, FAc 

resistente a tartarato, presente na superfície externa de Leishmania donovani, 

Figura 3. Reação de Haber-Weiss. Retirado de Ferreira & Matsubara, 1997.  

Fe3+ + O2
-         Fe2+ + O2 

Fe2+ + H2O2          Fe3+ + OH- + OH. 

O2
-. + H2O2         O2 + OH- + OH-
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inibe a produção de ânion superóxido por neutrófilos humanos, efeito este que é 

dependente da atividade catalítica da enzima e auxilia a invasão de macrófagos 

(Remaley, Das et al., 1985; Remaley, Glew et al., 1985; Murray & Nathan, 1999).  

Proteínas contendo sulfidrila (–SH) possuem função antioxidante, tanto por 

participar na tiolação de proteínas, quanto sendo oxidadas no lugar de 

macromoléculas essenciais como DNA, por estarem em maior quantidade, e 

assim protegendo DNA contra dano oxidativo (Sies, 1993; Halliwell, 1996; O'Neill 

et al., 1996). Resíduos de aminoácidos com grupamentos sulfidrilas são passíveis 

de oxidação por H2O2, gerando pontes dissulfeto (S-S), ácido sulfênico (-SOH), 

ácido sulfínico (-SO2H) e ácido sulfônico (-SO3H), sendo que as duas últimas 

formas representam formas irreversíveis de oxidação (Aoyama et al., 2003). O 

esquema da oxidação de FAcs com resíduo de cisteína no sítio ativo está 

mostrado na figura 4A e mais em detalhes na figura 4B. 
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FAc-S-OH 

FAc-S-N 

tiotransferases 

A 

Figura 4. Oxidação de FAc com cisteína no sítio catalítico. A. Esquema da oxidação e da 

reversão. B. Detalhamento da oxidação no sítio catalítico. A cisteína do sítio catalítico está na 

forma de ânion tiolato sob condições normais devido ao seu baixo valor de pKa. A oxidação 

leva à formação de ácido sulfênico, e oxidações adicionais levam à formação irreversível de 

ácido sulfínico e ácido sulfônico. Ácido sulfênico é rapidamente convertido em sulfenilamida, 

que não pode mais ser oxidada a ácido sulfínico ou sulfônico, mas pode ser reduzida à forma 

de ânion tiolato, em resposta a tióis como o DTT. A forma de ácido sulfênico pode ainda ser 

convertida em um intermediário glutationilado na presença de GSH. Na presença de agentes 

redutores, como DTT ou tiotransferases, a FAc pode ser convertida a forma reduzida. Apenas 

a forma reduzida é cataliticamente ativa. Retirado de Aoyama et al., 2003 e Hertog et al., 

2005. 

B 

GSH 

ativa 

FAc-S. 
ânion tiolato 

  
DTT/ 

redução 

DTT/ 

inativa  

FAc-S.O2H 
ácido sulfênico 

sulfenil-amida 

tiotransferases 

oxidação 
inativa  inativa  

FAc-S.O3H 
ácido sulfínico ácido sulfônico 
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A oxidação do resíduo de cisteína, causada por EAOs, pode inativar 

irreversivelmente a atividade das FAcs, como mostra a figura 4. Experimentos com 

supressores de radicais, substratos, produtos e cofatores metálicos sugerem que 

EAOs atacam um local próximo ao sítio ativo (Mordente et al., 1987). Aspectos 

típicos da enzima modificada, como estabilidade térmica diminuída e um perfil 

bifásico de inativação pelo calor tornam a forma oxidada semelhante a enzimas 

envelhecidas (Mordente et al., 1988).  

Além disso, peroxidação lipídica também é capaz de inibir FAlc de 

membranas reconstituídas, com aumento na formação de substâncias reativas a 

ácidos tiobarbitúricos e dienos conjugados. Estudos com antioxidantes sugerem 

que a inibição da FAlc induzida por ascorbato/Fe2+ estava relacionada com a 

geração de radicais hidroxila (Ohyashiki et al., 1994).  

Monteiro & Stern (Monteiro & Stern, 1996) postulam que o H2O2, em baixas 

concentrações, é um inibidor transiente da PTP através da oxidação do 

grupamento sulfidrila da cisteína conservada no sítio catalítico, a qual apresenta 

atividade máxima na forma reduzida. Assim, a oxidação de FAcs com cisteína no 

sítio catalítico conduz a mudanças conformacionais e altera a atividade 

enzimática: o estresse oxidativo pode modulá-la negativamente de forma 

temporária e reversível. O mecanismo para a inativação transiente envolve a 

oxidação da cisteína para formar um ácido sulfênico (figura 4). Altos níveis de 

estresse oxidativo podem conduzir para estados oxidados irreversíveis em ácido 

sulfínico (Finkel & Holbrook, 2000). Dessa forma, a atividade da fosfatase é 

significativamente reduzida ou abolida, devido ao estresse oxidativo. 

 

 1.3 Compostos protetores de danos por oxidação 

1.3.1 Ditiotreitol 

O ditiotreitol (DTT, figura 5) é uma molécula cujo poder redutor concentra-

se principalmente em meio alcalino, porém já foi relatado seu uso como redutor 

em meios ácidos (Baierle et al., 2010). 
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A redução típica de uma ponte dissulfeto pelo DTT está representada na 

figura 6. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A figura 6 mostra que, durante a redução de um composto, sua ponte 

dissulfeto interage com o DTT, o que resulta, ao final do processo, em um anel de 

DTT mantido por uma ponte dissulfeto, e a redução dos dois átomos de enxofre 

que formavam a ponte dissulfeto original. 

Baierle e colaboradores (Baierle et al., 2010) mostraram que, ao tratar com 

DTT enzimas com atividade inibida por compostos que atacam exclusivamente 

grupamento SH, há reativação total da atividade enzimática. Porém, quando a 

atividade não é totalmente recomposta, os autores inferem que há mais 

grupamentos, diferentes de SH, importantes na atividade catalítica e que não 

podem ser recuperados com DTT. 

Em presença de DTT e uma quinolinodiona, o grupo comandado por 

Johnston (Johnston et al., 2008) percebeu que a FAc animal conhecida por cdc25 

produz H2O2 como um subproduto da reação. Tal fenômeno acaba por inibir a 

Figura 6. Redução de uma ponte dissulfeto típica pelo DTT. 

Figura 5. Estrutura molecular do composto DTT em sua forma reduzida. 
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atividade enzimática, que foi restaurada pela adição de catalase. Frente a tal 

resultado, os pesquisadores sugeriram que a produção de H2O2, caso ocorra in 

vivo, pode ser um meio de regulação da atividade enzimática dentro da célula. 

Outro trabalho propõe que diversas EAOs, dentre as quais podemos citar o H2O2, 

atuam regulando a atividade de proteínas fosfatases, como as PTPs (Meng & 

Zhang, 2012). 

 

1.3.2 Glutationa reduzida 

Outro composto utilizado no presente trabalho é a glutationa (figura 7), um 

tripeptídeo que possui papel central na biotransformação e eliminação de 

xenobióticos e na defesa das células contra o estresse oxidativo (Joseph et al., 

1997; Huber et al., 2007). 

 

 

 

 

 

 

 

Em todos os organismos aeróbicos, é possível encontrar altas 

concentrações intracelulares de glutationa reduzida (GSH) – cerca de 10mM para 

eritrócitos e 2mM para hepatócitos. Assim, tal composto é o mais abundante tiol 

celular de baixa massa molecular (Huber et al., 2007). 

Muitas das reações da GSH envolvem o grupo sulfidrila (SH), altamente 

polarizável tornando-o um bom nucleófilo para reações com compostos químicos 

eletrofílicos. Essa habilidade de doar elétrons a outros compostos faz da glutationa 

um bom redutor. Assim, sua abundância, aliada às suas propriedades químicas, 

suportam a hipótese de que a GSH surgiu na evolução bioquímica como uma 

proteção contra EAOs e compostos eletrofílicos gerados por processos oxidativos, 

tanto no organismo quanto no ambiente em que este vive (Huber et al., 2007). A 

biossíntese desse composto ocorre dentro da célula, por ação de duas enzimas 

Figura 7. Estrutura molecular da glutationa. 
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que ligam os três aminoácidos que constituem a estrutura da glutationa: ácido 

glutâmico, cisteína e glicina. Para que a atividade protetora da glutationa, 

expressa pela redução de espécies oxidantes, e consequente oxidação da GSH à 

glutationa dissulfeto (GSSG) seja mantida, a GSH precisa ser regenerada através 

de um ciclo catalítico, representado na figura 8 (Huber et al., 2007). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A figura 8 descreve o ciclo catalítico que garante a proteção da glutationa 

contra danos oxidativos e envolve três grupos de enzimas: a glutationa oxidase 

(GO), a glutationa peroxidase (GSH-Px) e a glutationa redutase (GR). As duas 

primeiras enzimas catalisam a oxidação de GSH à GSSG, e a última enzima 

regenera GSH a partir de GSSG na presença de NADPH (Huber et al., 2007). 

Em um contexto do ambiente celular, esse composto pode ser conjugado a 

compostos endógenos causadores de danos oxidativos, como radicais hidroxila 

citotóxicos, peróxidos de lipídios de membrana e produtos de degradação 

oxidativa do DNA, visando a desintoxicação da célula. Tal processo ocorre através 

da ação de enzimas conhecidas como glutationa S-transferases, e está associado 

à resistência de plantas superiores como o milho a vários herbicidas (Cataneo et 

al., 2003). As glutationa S-transferases representam, em termos evolutivos, um 

mecanismo de defesa da célula. Porém, a célula também pode se utilizar dessa 

maquinaria na inativação de fármacos, como é o caso do fenótipo celular de 

Figura 8. Representação esquemática do ciclo catalítico da glutationa. GSH: 

glutationa reduzida. GO: glutationa oxidase. GSH-Px: glutationa peroxidase. GSSG: 

glutationa dissulfeto. GR: glutationa redutase. Retirado de Huber et al., 2007. 
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resistência a múltiplas drogas, que pode ser observado em células tumorais. 

Alterações no sistema enzimático glutationa/glutationa transferases têm sido 

apontadas como um importante mecanismo relacionado a esse fenótipo (Huber et 

al., 2007; O'Connor et al., 2007).  

Assim, foi relatado que um aumento na concentração de H2O2 intracelular 

induz aumento da expressão de RNAm de glutationa S-transferase em células de 

soja (Levine et al., 1994). 

A combinação de GSH e Fe3+ pode ter um efeito pró-oxidante, na presença 

da ectoenzima γ-glutamil transferase (GGT), que participa do ciclo da GSH 

(Paolicch et al., 2002). Em amostras enzimáticas provenientes de tecidos animais, 

ricos em hemoglobina, pode haver a presença de íons Fe3+. Por isso, para 

estudos para determinar proteção antioxidante do GSH, deve-se garantir que o 

meio esteja livre de Fe3+, utilizando-se, por exemplo, compostos quelantes de ferro 

com a desferoxamina. 

  

1.4 Importância dos estudos das FAcs 

Apesar de já ser sabido que as FAcs de plantas têm participação no 

metabolismo de fósforo, elemento essencial para o desenvolvimento e 

crescimento normal dos órgãos da planta, não se sabe a função fisiológica exata 

dessas enzimas (Budde et al., 1988; Aoyama, Cavagis et al., 2001). A 

determinação precisa das funções in vivo para fosfatases de plantas é dificultada 

por diversos fatores, como, por exemplo, a heterogeneidade das FAcs dentro de 

um tipo celular, o que raramente permite a purificação de todas as frações 

contendo atividade fosfatásica. Além disso, a falta de dados cinéticos para 

substratos não sintéticos para a maioria das fosfatases estudadas dificulta a 

interpretação de resultados e elaboração de ensaios. Também o fato de muitas 

fosfatases serem expressas apenas sob indução não facilita os estudos, uma vez 

que as condições e mecanismos para esta indução ainda não foram 

completamente elucidados, já que não se sabe exatamente o papel de cada uma 

das FAcs já descritas (De Araújo et al., 1976; Cheng et al., 1989; Chung et al., 

1992). A isso soma-se o fato de que, quando comparado com FAcs de mamíferos, 
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existe um número bastante inferior de trabalhos na literatura sobre FAcs de 

plantas, o que torna mais difícil a pesquisa envolvendo esta classe de enzimas. 

Quanto às FAcs de mamíferos, atualmente a maioria dos estudos focam em 

enzimas envolvidas em processos patogênicos, como o câncer (Bhatt & Nagda, 

2012; Olson et al., 2012; Wong et al., 2012). Assim, a maioria das publicações 

envolvendo FAcs de mamíferos não envolve estudos cinéticos e comparativos de 

enzimas não relacionadas diretamente a doenças. Dessa maneira, estudos 

cinéticos, estudos sobre inibição por oxidação, e o estudo comparativo de 

fosfatases de plantas com fosfatases de mamíferos, aqui representadas 

respectivamente por FAc de semente de mamona e FAc de rim bovino, é de 

grande importância para a compreensão futura do papel fisiológico dessas 

enzimas. 

 
1.5 Origem e purificação das FAcs utilizadas  

Granjeiro (Granjeiro, P., 1998) purificou a FAc de sementes de mamona 

(Ricinus communis L.) através de cromatografia de afinidade e de troca iônica. A 

fração obtida foi a isoforma API, que apresenta uma porção de carboidrato na 

estrutura protéica, e Mr de 60kDa. Tal fração foi armazenada a -20°C, com 50% de 

glicerol. 

Granjeiro (Granjeiro, M., 1994) purificou a FAc de BMr de rim bovino, 

obtendo um rendimento de 7% através de fracionamento com sulfato de amônio, 

tratamento ácido e cromatografia de troca iônica. A Mr estimada foi de 13,6 e 17,8 

kDa, através de filtração em gel e SDS-PAGE, respectivamente (Granjeiro, M., 

1994). A atividade máxima da enzima foi observada na temperatura de 60ºC. A 

enzima foi conservada em glicerol 50% e 2-mercaptoetanol 1mM. 

A tabela II mostra a comparação de alguns aspectos das duas fosfatases. 
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2. Objetivos gerais e específicos 

O objetivo principal do presente trabalho foi estudar o efeito de H2O2 em 

FAcs que contenham cisteína em seu sítio ativo. Para tal finalidade, optamos por 

realizar um estudo comparativo com duas fosfatases de origens distintas. Assim, 

selecionamos como modelo de estudo uma FAc de origem vegetal, previamente 

purificada e caracterizada em nosso laboratório, e uma FAc de origem animal, que 

passou pelo mesmo processo. A saber, as enzimas foram obtidas a partir de 

sementes de mamona (Granjeiro, P., 1998) e de rim bovino (Granjeiro, M., 1994), 

permitindo a exploração dos efeitos do H2O2 sobre o grupamento sulfidrila de 

diferentes FAcs. 

A escassez de estudos comparativos entre FAcs de origem vegetal e 

animal, além do pequeno número de estudos associando agentes oxidantes, como 

o H2O2 com a atividade de enzimas que possuem resíduos de cisteína em seu 

sítio ativo nos motivou a desenvolver o presente trabalho. 

Os objetivos específicos foram os seguintes: 

ð Avaliar o estado de conservação das enzimas através da determinação 

do Km e da Vmáx para o substrato p-nitrofenilfosfato (pNPP); 

FAc Mamona Rim bovino 

Massa molecular (kDa) 60 13,6 e 17,8 

Purificação (x) 2100 1640 

Glicoproteína Sim Não 

pH ótimo de reação 5,5 5 

Km para pNPP (mM) 0,52 0,142 

Temperatura ótima de reação  45°C 60°C 

Inibição por tartarato Não Pequena 

Cisteína no sítio ativo sim sim 

Vmax (µmol pNP/min) 95,8 49,1 

Tabela II. Comparação entre as FAcs de mamona e de rim 
bovino. Para determinação dos parâmetros cinéticos, foram 
utilizadas 0,03µg de FAc de sementes de mamona e 0,12µg de 
FAc de rim bovino (Granjeiro, P., 1998 e Granjeiro, M., 1994). 
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ð Determinar o valor da concentração de H2O2 que inibe 50% da atividade 

enzimática (IC50) para cada uma das FAcs; 

ð Avaliar o efeito de compostos usualmente utilizados para evitar danos 

por oxidação, como DTT e GSH; 

ð Avaliar os fatores que levam à resistência ou à sensibilidade ao H2O2, em 

cada FAc. 

 

3. Materiais e métodos 

 

Para atingir os objetivos específicos do presente trabalho, utilizamos os 

materiais e métodos descritos a seguir. Todos os resultados representam a média 

de, no mínimo, uma triplicata. Em todos os ensaios, um controle foi realizado. 

 

3.1 Materiais 

3.1.1 Enzimas 

As FAcs utilizadas foram obtidas e purificadas previamente em nosso 

laboratório (Granjeiro 1994; Granjeiro 1998). A FAc de semente de mamona 

estava armazenada a -20ºC, com 50% de glicerol. A FAc de rim bovino estava 

armazenada a -20ºC, em presença de 50% de glicerol e 1mM de 2-

mercaptoetanol.  

 

3.1.2 Reagentes 

Substratos: p-nitrofenilfosfato (pNPP). 

Agente oxidante: peróxido de hidrogênio (H2O2). 

Agentes redutores de tióis: ditiotreitol (DTT) em solução 1% 

fenilmetanosulfonil fluoreto (PMSF), glutationa reduzida (GSH). 

Reagentes para preparo dos tampões: ácido acético, glicina. 

Reagentes para dosagem de pNP: hidróxido de sódio. 

Reagentes para dosagem de proteína: carbonato de sódio, hidróxido de 

sódio, sulfato de cobre, citrato de sódio e o reagente de Folin-Ciocalteau. 

Também foi utilizado tampão acetato 1M em pH 5,0 e pH 4,0. 
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Enzima para desglicosilação: endoglicosidase H (Sigma). 

Todos os reagentes eram de pureza analítica. Em todos os experimentos, 

foi utilizada água ultrapura. 

 

3.2 Métodos 

3.2.1 Determinação da atividade enzimática 

Para a determinação da atividade enzimática, as amostras foram diluídas 

em tampão acetato 10mM pH5,0 imediatamente antes do ensaio enzimático ser 

realizado. O fator de diluição foi determinado previamente de modo que a 

absorbância final do ensaio ficasse em torno de 0,4, no comprimento de onda 

adequado para o método utilizado. 

A atividade enzimática foi determinada por dosagem do produto de reação 

p-nitrofenol. 

Dosagem de p-nitrofenol (pNP) 

A atividade enzimática foi determinada a 37ºC. Os ensaios foram realizados 

em presença de 5mM do substrato pNPP, tampão acetato 0,1M pH 5,0 e enzima 

em um volume final de 1mL. As reações foram paralisadas 10 minutos após a 

adição da enzima, com 1mL de hidróxido de sódio 1M. O esquema do ensaio 

enzimático é mostrado nas reações a seguir. 

 

p-nitrofenilfosfato + H2O                     p-nitrofenol + fosfato inorgânico  

p-nitrofenol                             p-nitrofenolato* 

*absorve em 405nm 

 

 

A leitura da absorbância foi realizada a 405nm, no leitor de placas Eon, 

através do software Gen 5 2.00®. A fim de possibilitar comparações com os 

trabalhos originais, realizamos leituras no espectrofotômetro Ultrospec 2000 e 

obtivemos fatores de correção que se comportaram de maneira linear para todo o 

espectro de absorbância utilizado nos ensaios e nos permitiram calcular a 

atividade específica para cada enzima. Assim, todos os valores apresentados 

FAc 

meio alcalino 
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estão normalizados para a leitura em espectrofotômetro, da maneira como foram 

realizadas nos trabalhos originais com as fosfatases. O coeficiente de extinção 

molar do p-nitrofenolato é de 1,83x104 M-1cm-1 em meio alcalino. Uma Unidade 

Enzimática (UE) é definida como a quantidade de enzima necessária para produzir 

1µmol de p-nitrofenol por minuto. A atividade específica (AE) foi dada pela relação 

UE/mg de proteína. 

 

3.2.1.1 Ensaios enzimáticos na presença de H2O2  

Em todos os experimentos em presença de H2O2, tal composto foi 

adicionado imediatamente antes da adição da enzima. Os ensaios foram 

realizados sob a proteção de papel alumínio, para que não houvesse degradação 

do H2O2, que é um composto foto-sensível.  

 

3.2.1.2 Ensaios com FAc pré-incubada com H2O2 

A pré-incubação das fosfatases com H2O2, nos ensaios de avaliação de 

reversibilidade de inibição, foi realizada sob a proteção de papel alumínio e em 

banho de gelo, para preservar a integridade do composto H2O2. O tempo de pré-

incubação foi determinado experimentalmente. Após a pré-incubação a FAc foi 

adicionada ao meio de reação, sem haver retirada do H2O2 adicionado à pré-

incubação. 

 

3.2.1.3 Efeito de compostos protetores na atividade enzimática 

Nos ensaios em presença de DTT e GSH, tais compostos foram 

adicionados à enzima imediatamente antes da reação, que se iniciou com a 

adição de pNPP. 

 

3.2.1.4 Ensaios com FAc pré-incubada com composto protetor 

A pré-incubação das FAcs com DTT ou GSH, para os ensaios de proteção 

contra inibição por H2O2, ocorreu em banho de gelo e sob a proteção de papel 

alumínio. O tempo de pré-incubação foi determinado experimentalmente. Após a 
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pré-incubação a FAc foi adicionada ao meio de reação, sem haver retirada do 

composto protetor adicionado à pré-incubação. 

 

3.2.2 Dosagem de proteína 

O teor protéico das enzimas utilizadas foi quantificado pelo método de 

Lowry, como descrito por Hartree (Hartree, 1972), utilizando a albumina de soro 

bovino como padrão. Resumidamente, são utilizados reagente C - preparado por 4 

partes de reagente A (carbonato de sódio 2% em hidróxido de sódio 0,1M) e uma 

parte de reagente B (sulfato de cobre 0,5% em citrato de sódio 1%) - e reagente 

de Folin-Ciocalteau (diluído 1:1 em água). A reação foi iniciada pela adição de 

2mL do reagente C à 0,2mL de amostra. Após 10 minutos, adicionou-se 0,2mL do 

reagente de Folin-Ciocalteau. Após 30 minutos de reação em temperatura 

ambiente, a leitura da absorbância foi realizada a 660nm. 

 

3.2.3. Desglicosilação da FAc de mamona 

A FAc de mamona foi desglicosilada através da reação com a enzima 

endoglicosidase H. A FAc foi incubada durante 24h a 37ºC com 12mU de 

endoglicosidase H, conforme o descrito por Granjeiro, que confirmou a 

desglicosilação em seu trabalho (Granjeiro, M., 1994). Os ensaios utilizando a FAc 

desglicosilada foram realizados imediatamente após o processo. 

 

3.2.4 Eletroforese em condições não desnaturantes 

Para avaliar a integridade das FAcs, realizamos eletroforese em condições 

não desnaturante. A eletroforese em gel de poliacrilamida 10% foi realizada de 

acordo com a técnica de Weber & Osborne (1969). Os géis de corrida (10%) e de 

empacotamento (5%) foram preparados em tampão tris-HCl 0,3M (pH 8,8 e 6,8 

respectivamente) e colocados para polimerizar em placas de 7,0 x 10,0cm. O 

compartimento da cuba foi preenchido com tampão de corrida (0,2M de glicina e 

0,25mM de tris pH 8,3). As amostras para corrida continham 25µg de proteína e 

foram preparadas tomando-se um volume de cada amostra e um volume do 

tampão de amostra (10% glicerol, 0,08% do tampão tris-HCl 1M, pH 6,8 e 200µL 
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de azul de bromofenol 0,2%). Foi aplicado um padrão de peso de molecular 

(SM0431, Fermentas) em cada gel, no lugar de uma amostra. Realizou-se uma 

pré-corrida de 2h utilizando o mesmo tampão de corrida em uma corrente de 

60mA e, em seguida, correu-se a amostra por 5h, sob refrigeração. O azul de 

bromofenol foi utilizado como marcador de corrida. Após a corrida, os géis foram 

corados durante 12h com uma solução contendo 0,5mg/L de Coomassie Brilliant 

BlueR, 10% de ácido acético glacial e 40% de metanol. A descoloração foi obtida 

após lavagens sucessivas em uma solução contendo 10% de ácido acético glacial 

e 40% de metanol. Os géis foram armazenados em ácido acético 7%. 

 

3.3 Cálculo dos parâmetros cinéticos 

O cálculo de Km e Vmáx foi realizado no programa GraphPad Prism 5.0 e no 

programa Origin 8.0, utilizando o modelo de hipérbole retangular. 

 

 3.4 Análise estatística 

 A análise foi realizada no programa GraphPad Prism 5.0, com método do 

teste de comparação múltipla de Tukey. Resultados signicantes foram aqueles 

com p<0.05. 

 

4. Resultados e discussão 

4.1 Ensaios enzimáticos 

Em todos os ensaios com FAc de mamona, foi utilizado 0,185µg de 

proteína, valor cerca de 6 vezes maior que aquele utilizado nos ensaios cinéticos 

imediatamente após a purificação (Granjeiro, P., 1998). O autor utilizou apenas 

0,03µg de proteína para obter uma absorbância em torno de 0,4. Este aumento na 

quantidade de proteína pode ser decorrente de alguma mudança estrutural na 

enzima, que poderia ter levado à desnaturação, causada pelo longo período de 

armazenamento a -20ºC, cerca de 10 anos. 

Para a FAc de rim bovino, foram utilizadas 0,12µg de proteína, quantidade 

cerca de 50% menor que aquela utilizada logo após a purificação da enzima por 

Granjeiro (Granjeiro, M., 1994), que utilizava 0,176µg para obter absorbâncias em 
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torno de 0,5, o que poderia requerer maior quantidade de proteína do que a 

utilizada no presente trabalho para obtermos absorbâncias em torno de 0,4. 

A semelhança na quantidade de FAc de rim bovino utilizada nos ensaios 

cinéticos imediatamente após a purificação e no presente trabalho sugerem que a 

FAc de rim bovino estava bem preservada em termos estruturais. 

 

4.2 Avaliação da conservação das FAcs 

A fim de avaliar brevemente o estado de conservação das enzimas, 

optamos por realizar testes cinéticos: obtivemos os valores de Km e Vmáx para 

cada FAc, que seriam comparados aos obtidos logo após a purificação das 

enzimas. A figura 9 mostra a relação entre a atividade enzimática e a 

concentração de substrato. A tabela III mostra a comparação dos valores de Km e 

Vmáx obtidos para cada FAc. 
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Figura 9. Atividade enzimática das FAcs em presença de diferentes concentrações do 

substrato. A. Velocidade de reação. B. Atividade específica. Os ensaios foram realizados 

utilizando 0,185µg de FAc de mamona  e 0,12µg de FAc de rim bovino, 0,1M de tampão 

acetato e diferentes concentrações do substrato pNPP. Cada ponto refere-se à média de 

uma triplicata. 
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FAc Vmáx (µmol pNP/min) Km para pNPP 

FAc de mamona 26,26 4,457 

FAc de rim bovino 19,46 0,8012 

FAc de mamona (Granjeiro, P., 1998) 95,8 0,5200 

FAc de rim bovino (Granjeiro, M., 1994) 49,1 0,1420 

 

Como é possível observar na figura 9A e na tabela III, a velocidade máxima 

de reação alcançada pela FAc de mamona foi superior à atingida pela FAc de rim 

bovino.  

Na maior concentração de substrato utilizada, 20mM de pNPP, a atividade 

específica da FAc de mamona também foi maior do que a da outra enzima. Para 

FAc de mamona, encontramos o valor de Km de 4,4mM e Vmáx de 26µmol 

pNP/min. Já para a FAc de origem animal, o valor de Km determinado foi de 

0,8mM e a Vmáx, 19µmol pNP/min. Essa diferença de valores pode ser explicada 

pelas quantidades de proteína utilizadas para cada FAc: aplicamos 50% mais 

proteína para o ensaio de FAc de mamona do que para FAc de rim bovino. No 

entanto, a tabela III permite realizar comparações com os trabalhos realizados 

logo após as purificações, para compararmos se houve alteração dos parâmetros 

cinéticos. 

Podemos perceber que o valor de Km encontrado para a FAc de mamona 

foi cerca de 9 vezes maior do que o obtido no trabalho realizado logo após sua 

purificação. A Vmáx atingida pela enzima também diferiu bastante da calculada 

originalmente, como mostra a tabela III. Isso sugere uma degradação parcial da 

enzima, que não estava 100% ativa. No trabalho original, 10mM de pNPP eram 

suficientes para atingir a Vmáx, sendo que a concentração de substrato variou de 

0,1mM a 10mM para a determinação da Km. No presente trabalho, 10mM do 

substrato não garantiram um patamar de velocidade de reação, sendo necessário 

elevar a concentração de pNPP até 20mM.  

Para a FAc de rim bovino, apesar de não ter havido necessidade de utilizar 

maior quantidade de proteína do que a utilizada no trabalho original, observa-se 

na figura 9A que o valor de Km obtido foi mais de 6 vezes maior do que o 

Tabela III. Comparação dos parâmetros cinéticos das FAcs de mamona e de rim bovino. 
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determinado logo após a purificação da enzima, como pode ser visto na tabela III. 

A Vmáx também divergiu bastante. No trabalho original, assim como no caso da 

FAc de mamona, 10mM de substrato foram suficientes para estabelecer um 

patamar de atividade enzimática, enquanto que no presente trabalho precisamos 

utilizar 20mM do mesmo composto para garantir tal condição. A variação de Km 

pode sugerir que a enzima encontra-se ao menos parcialmente degradada ou 

ainda polimerizada, não apresentando 100% da atividade relatada no momento de 

sua purificação. 

Observando a figura 9B, nota-se que, ao levarmos em conta a quantidade 

de proteína aplicada em cada ensaio, obtém-se uma Vmáx para FAc de rim bovino 

cerca de 0,14 vezes maior do que o valor encontrado para a FAc de mamona. Tal 

diferença era esperada, uma vez que utilizamos 50% mais proteína nos primeiros 

ensaios do que nos últimos. 

Ainda assim, o padrão que pode ser observado na tabela I, onde a FAc de 

mamona apresenta valores de Km e de Vmáx superiores aos obtidos para a FAc de 

rim bovino, é mantido na figura 9A, apesar de não termos encontrado os valores 

exatos presentes na tabela III. 

Para ambas as fosfatases, se levarmos em conta o tempo de 

armazenamento, não é inesperado que elas se encontrem parcialmente 

degradadas. No entanto, consideramos que é possível dar continuidade nos 

testes, apesar da aparente degradação das enzimas, uma vez que a atividade 

enzimática detectada era suficiente para possibilitar a realização de um estudo do 

efeito de H2O2 sobre fosfatases com cisteína no sítio ativo. 

 

4.3 Efeito do H2O2 na atividade das FAcs 

O primeiro passo no estudo do efeito do H2O2 na atividade das fosfatases 

foi a determinação do valor de IC50 – concentração de do H2O2 que promove 50% 

de inibição da atividade enzimática – para cada enzima. A figura 10 mostra o 

efeito do aumento da concentração de H2O2 nas atividades enzimáticas da FAc de 

mamona (Figura 10A) e de rim (Figura 10B). 
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Figura 10. Atividade das fosfatases na presença de H2O2. A. FAc de mamona IC50 = 

2,45M. B. FAc de rim bovino. IC50 = 16nM. Os ensaios foram realizados utilizando 

0,185µg de FAc de mamona e 0,12µg de FAc de rim bovino, 0,1M de tampão acetato e 

diferentes concentrações de H2O2. Cada ponto refere-se à média de uma triplicata.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A equação de cada curva permitiu o cálculo do valor de IC50 para cada 

fosfatase. Para a FAc de mamona, o valor de IC50 determinado foi de 2,45M, e 

para a FAc de rim bovino, 16nM, que podem ser observados na figura 10. 

Peróxido de hidrogênio (mM) 

Peróxido de hidrogênio (nM) 

A 
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Isso revela uma grande divergência quanto à resistência ao H2O2: enquanto 

que a enzima de origem vegetal se mostrou bastante resistente ao H2O2, a FAc de 

origem animal foi bastante afetada pelo composto, sendo inibida por 

concentrações bastante inferiores do mesmo. Em um primeiro momento, 

sugerimos que uma propriedade da FAc de mamona que pode ter contribuído para 

a resistência ao H2O2 é a presença de uma cadeia de carboidrato em sua 

estrutura, que está ausente na FAc de origem animal. Tal hipótese será testada no 

presente trabalho. Outro aspecto que pode auxiliar no entendimento da diferença 

observada é a condição estrutural da enzima: talvez a FAc de mamona esteja 

mais degradada (o que já foi sugerido e será verificado posteriormente), o que 

impede, parcialmente, a interação do H2O2 com a enzima, resultando em uma 

aparente resistência da enzima ao composto em questão. Também deve-se levar 

em conta que pode haver uma grande diferença na importância do resíduo de 

cisteína para cada enzima: talvez tal resíduo de aminoácido seja mais importante 

na atividade da FAc de rim bovino do que na FAc de mamona, e assim, a 

interação de H2O2 nesse local da enzima resulta em inibição mais intensa na 

enzima de origem animal. A tabela IV resume os resultados obtidos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

O valor de IC50 para H2O2 encontrado para cada enzima representa 

extremos em um cenário dos estudos de inibição da atividade de fosfatases por 

H2O2. Como mostra a tabela IV, Pinheiro (Pinheiro, 2002) observou que para 

atividade da fosfatase total uma PTP de BMr extraída de células V79, o valor de 

IC50 para H2O2 foi de 10mM, uma concentração de ordem de grandeza 100 vezes 

menor do que o encontrado para FAc de mamona, e mais de 1000 vezes maior do 

Enzima IC50 para H2O2 

FAc de mamona 2,45M 

FAc de rim bovino 16nM 

FAc proteína total V79 (Pinheiro, 2002) 10mM 

FAc V79 extrato dialisada (Pinheiro, 2002) 25µM 

FAc CD45 (Sousa, 2005) 50µM 

Tabela IV. Valores de IC50 para H2O2 de diferentes FAcs. 
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que o observado para a FAc de rim bovino. Já para a mesma enzima, após diálise 

do extrato, a autora encontrou um valor de IC50 de 25µM, mais semelhante ao 

encontrado para FAc de rim bovino no presente trabalho, porém, ainda 1000 

vezes maior. 

Em seu trabalho, Sousa (Sousa, 2005) relatou que atividade de uma 

proteína tirosina fosfatase purificada da membrana de linfócitos foi altamente 

inibida por H2O2. O valor de IC50 encontrado pela autora foi de 50µM, mais 

próximo do valor encontrado para a FAc de rim bovino. Assim, os estudos 

utilizando fosfatases de origem animal sugerem que estas possuem uma 

sensibilidade a H2O2 mais alta do que a observada para a FAc de mamona. 

Vale ressaltar que concentrações de H2O2 inferiores a 50mM, para a FAc de 

mamona, elevaram a atividade enzimática, atuando como um ativador enzimático. 

O aumento na atividade enzimática foi de no máximo 15%, em relação ao 

controle. Isso será discutido mais adiante, juntamente com os ensaios com a 

enzima desglicosilada. 

Após determinarmos o valor de IC50, realizamos ensaios com 

concentrações de H2O2 próximos ao do IC50 para cada enzima, a fim de estudar 

com mais detalhes o tipo de inibição em cada enzima. 

A figura 11 mostra as curvas obtidas para diferentes concentrações de 

H2O2, para ambas as fosfatases (11A para FAc de mamona e 11B para FAc de rim 

bovino), assim como a transformação de Lineweaver-Burk. A tabela V mostra a 

comparação dos parâmetros cinéticos obtidos para cada FAc. 
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Figura 11. Atividade enzimática na presença de H2O2. A. FAc de mamona. B. FAc de rim bovino. Os 

ensaios foram realizados utilizando 0,185µg de FAc de mamona e 0,12µg de FAc de rim bovino, 

0,1M de tampão acetato e diferentes concentrações do substrato pNPP. As concentrações de 

peróxido de hidrogênio são próximas ao IC50 para cada enzima. Cada ponto refere-se à média de 

uma triplicata.  
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FAc H2O2 Vmáx (UE/mg) Km para pNPP 

Mamona 0 123,4 4,45 

 2M 33,9 1,98 

 2,5M 58,7 0,28 

 3M 51,2 0,19 

Rim 

bovino 

0 141,0 0,80 

 5nM 169,4 6,83 

 16nM 250,5 17,12 

 25nM 268,4 22,87 

 

Para a FAc de mamona, pode-se observar na figura 11A e na tabela V que, 

nas concentrações de 2,5M e 3,0M de H2O2, houve diminuição da Km e da Vmáx da 

enzima quando comparado com o controle. Já para a concentração de 2,0M a Km 

não diferiu tanto, mas a Vmáx atingida foi a menor observada, sendo cerca de 3 

vezes menor do que o controle. Por se tratar de uma concentração tão alta de 

inibidor, não podemos afirmar que se trata de uma inibição do tipo mista, apesar 

de todos os parâmetros cinéticos terem sido alterados. Além disso, pode se tratar 

simplesmente de uma inibição da atividade enzimática devido ao estado oxidado 

da cisteína do sítio ativo. 

 Já para a FAc de rim bovino, a observação da figura 11B e da tabela V 

revela que a Vmáx da reação não sofreu alteração, mas a Km da enzima foi 

bastante alterada: para 25nM de H2O2, não atingimos a Vmáx da reação. Assim, o 

valor de Km determinado foi de 22mM, o que significa um aumento de quase 30 

vezes para tal parâmetro cinético. Ou seja, a afinidade da enzima por pNPP 

diminuiu bastante na presença de 25nM de H2O2 em comparação com o controle. 

Para as demais concentrações de H2O2 utilizadas também não conseguimos 

atingir experimentalmente os valores de Vmáx. No entanto, os cálculos evidenciam 

que houve, no geral, alteração maior no valor de Km do que no valor de Vmáx: o 

primeiro parâmetro foi alterado quase 30 vezes, enquanto que o segundo teve seu 

valor aumentado em menos de 2 vezes. Esse tipo de inibição, onde há alteração 

Tabela V. Comparação dos parâmetros cinéticos das FAcs de mamona e de 

rim bovino expostas à H2O2. Os ensaios foram realizados conforme descrito 

na metodologia. 
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de Km, mas quase não há mudança de Vmáx, sugere uma inibição do tipo 

competitiva. No entanto, não iremos afirmar que se trata desse tipo de inibição, 

pois podem estar ocorrendo diferentes tipo de oxidação nos resíduos de cisteína 

do sítio ativo da fosfatase, conforme foi elucidado na introdução, na figura 4. 

Acreditamos que a inibição da atividade enzimática pode ser explicada somente 

se pensarmos em estresse oxidativo, devido à oxidação que pode gerar ácido 

sulfênico, conforme afirmam Monteiro & Stern, para baixas concentrações de H2O2 

(Monteiro & Stern, 1996; Finkel & Holbrook, 2000).  

Exceto quanto à baixa concentração de H2O2, tal forma de inibição da 

atividade enzimática pode inclusive se estender ao observado para a FAc de 

mamona. 

 Com essas informações, podemos sugerir que ambas as inibições de 

atividade enzimática ocorreram devido à oxidação do resíduo de cisteína do sítio 

catalítico das fosfatases, não se tratando de inibições reversíveis clássicas 

(competitiva, acompetitiva, mista) – um dos motivos que nos levou a não calcular o 

valor de Ki para as inibições. Porém, a grande diferença de comportamento das 

FAcs na presença de H2O2 – incluindo aqui a diferença de sensibilidade observada 

entre as enzimas – pode talvez ser explicada por dois fatores, já mencionados 

anteriormente: o estado de conservação das enzimas e a presença de carboidrato 

na estrutura da FAc de mamona. Ambos os fatores poderiam determinar a 

acessibilidade do H2O2 ao sítio catalítico das enzimas, onde se localiza o resíduo 

de cisteína. Além disso, a importância desse aminoácido na catálise pode ser 

diferente entre as fosfatases, implicando respostas diferentes à sua oxidação. 

  

4.4 Efeito de DTT e GSH na atividade enzimática e na inibição por H2O2 

Para avaliar se compostos como DTT e GSH exibem algum efeito protetor 

sobre a inibição observada por H2O2, primeiramente avaliamos o efeito de cada 

um desses compostos sobre a atividade enzimática. Também testamos os efeitos 

dos compostos quando adicionados ao meio de reação, juntamente com a FAc, na 

presença da concentração de H2O2 correspondente ao IC50. 
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Para testar o efeito de cada composto nas atividades das fosfatases, 

realizamos testes na presença de 1mM de DTT ou GSH e concentrações 

crescentes de pNPP, o que nos permitiu determinar parâmetros cinéticos como Km 

e Vmáx na presença desses compostos. Também testamos o efeito da presença 

combinada de H2O2 à DTT ou GSH. A figura 12A mostra o efeito do DTT sobre a 

atividade da FAc de mamona e a figura 12B, da FAc de rim bovino. A tabela VI 

evidencia os parâmetros cinéticos obtidos em cada um dos ensaios realizados. 
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Figura 12. Atividade enzimática em presença de DTT e H2O2. A. FAc de mamona. B. FAc de rim 

bovino. Os ensaios foram realizados utilizando 0,185µg de FAc de mamona e 0,12µg de FAc de 

rim bovino, 0,1M de tampão acetato e diferentes concentrações do substrato pNPP. As 

concentrações de H2O2 utilizadas para cada enzima correspondem ao IC50 para cada uma. Cada 

ponto refere-se à média de uma triplicata.  
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FAc DTT (mM) H2O2 Vmáx (UE/mg) Km para pNPP 

Mamona 0 0 123,4 4,45 

 1 0 86,8 0,29 

 0 2,5M 58,7 0,28 

 1 2,5M 190,6 15,22 

Rim bovino 0 0 141,0 0,80 

 1 0 139,4 5,81 

 0 16nM 250,5 17,12 

 1 16nM 149,0 4,80 

 

A observação da figura 12 e da tabela VI mostra que o DTT tem efeito 

bastante diferente para cada uma das fosfatases utilizadas. 

Para a FAc de mamona, 1mM de DTT promoveu a diminuição dos valores 

de Km e de Vmáx, assim como o observado para 2,5M de H2O2. Não esperávamos 

tal fenômeno, uma vez que o trabalho original utilizando essa fosfatase não relatou 

alteração nenhuma na atividade enzimática na presença da mesma concentração 

desse composto (Granjeiro, P., 1998). Contudo, a presença combinada de 1mM 

de DTT e 2,5M de H2O2 foi capaz de recuperar os valores de Km e Vmáx, sendo 

observados valores bastante próximos aos do controle. Assim, de alguma 

maneira, o DTT evitou a inibição da atividade enzimática na presença de H2O2, 

possivelmente por evitar a oxidação do resíduo de cisteína, sendo ele mesmo 

oxidado por peróxido. Assim, como afirma Baierle (Baierle et al., 2010), podemos 

pensar que a cisteína do sítio catalítico da FAc de mamona é de grande 

importância para a catálise, e a adição de DTT reverteu a oxidação desse 

aminoácido por H2O2. A recuperação do estado reduzido da cisteína recuperou a 

atividade enzimática. Outra possibilidade é que não houve interação direta entre 

DTT e H2O2, mas, como mostrado na figura 4 (introdução), o DTT foi capaz de 

reverter o estado de oxidação de ácido sulfênico que pode ter sido causado pela 

presença de H2O2. 

Para a FAc de rim bovino, a presença de 1mM de DTT teve efeito, em 

geral, semelhante à presença de 16nM de H2O2: um grande aumento no valor de 

Tabela VI. Comparação dos parâmetros cinéticos das FAcs de mamona e de rim 

bovino expostas à DTT e à H2O2. Os ensaios foram realizados conforme descrito na 

metodologia. 
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Km e uma pequena alteração no valor de Vmáx. Esse efeito segue o padrão 

observado para a FAc de mamona, onde os efeitos de DTT ou H2O2 isolados 

também se assemelharam. No trabalho original que utilizou FAc de rim bovino, 

não foi observado efeito nenhum de DTT sobre a atividade da enzima (Granjeiro, 

M., 1994). A combinação de 1mM de DTT a 16nM de H2O2 não foi capaz de 

recuperar o valor de Km observado no controle, tampouco de igualar a Vmáx 

observada nesse grupo. Acreditamos que isso pode ser um indicativo de que o 

estado de oxidação da FAc de rim bovino na presença de 16nM de H2O2 não pode 

ser revertido. Ou seja, a enzima encontra-se em estado de ácido sulfônico ou 

sulfínico, que, como mostra a figura 4 (introdução), são estados de oxidação 

irreversíveis. Isso corroboraria a observação de que FAc de rim bovino é mais 

sensível ao H2O2 do que a FAc de mamona, evidenciando que para valores de 

IC50, a primeira encontra-se em alto estresse oxidativo, exibindo um tipo de 

inibição irreversível, enquanto que a última tem um estresse oxidativo menor e 

reversível (Finkel & Holbrook, 2000). Ainda podemos hipotetizar que a não 

recuperação da atividade enzimática da FAc de rim bovino na presença de H2O2 e 

DTT pode ser indicativo de que o resíduo de cisteína não é o único responsável 

pela catálise no sítio ativo, e mesmo após a recuperação de seu estado reduzido, 

não pudemos recuperar a atividade enzimática totalmente. 

Pinheiro (Pinheiro, 2002) relata um efeito protetor de DTT na atividade de 

PTP de células V79 em concentrações superiores a 10mM de DTT. A autora 

chega a utilizar concentrações de 400mM do composto, obtendo um aumento de 

80% na atividade enzimática. A autora afirma que o antioxidante ativou a fosfatase 

por garantir a estabilidade do grupamento sulfidrila. Em nossos estudos, 

observamos que concentrações de DTT superiores a 1mM inibiram a atividade 

enzimática de maneira mais intensa que a mostrada na figura 12, chegando a 80% 

de inibição. No mesmo trabalho, ainda é mostrado que 100mM de DTT, 

combinado a 10mM de H2O2, é capaz de reverter completamente a inibição 

causada pelo peróxido isolado (Pinheiro, 2002). 

Outro composto utilizado durante o trabalho foi glutationa reduzida (GSH). 

Esse composto foi empregado na mesma concentração do DTT, 1mM. Foram 
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realizados testes na presença de GSH e H2O2 isolados e combinados. A figura 13 

mostra as curvas obtidas nos testes, sendo a figura 13A referente à FAc de 

mamona e a 13B referente à FAc de rim bovino. A tabela VII mostra os parâmetros 

cinéticos encontrados  
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Figura 13. Atividade enzimática em presença de GSH e H2O2. A. FAc de mamona.  

B. FAc de rim bovino. Os ensaios foram realizados utilizando 0,185µg de FAc de 

mamona e 0,12µg de FAc de rim bovino, 0,1M de tampão acetato e diferentes 

concentrações do substrato pNPP. As concentrações de H2O2 utilizadas para cada 

enzima correspondem ao IC50 para cada uma. Cada ponto refere-se à média de uma 

triplicata. 
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FAc GSH (mM) H2O2 Vmáx (UE/mg) Km para pNPP 

Mamona 0 0 123,4 4,45 

 1 0 69,1 0,14 

 0 2,5M 58,7 0,28 

 1 2,5M 59,9 1,53 

Rim bovino 0 0 141,0 0,80 

 1 0 194,4 10,70 

 0 16nM 250,5 17,12 

 1 16nM 121,3 3,16 

 

 A observação da figura 13A e da tabela VII mostra que a resposta da FAc 

de mamona à presença de GSH foi semelhante à observada para DTT: alteração 

de Vmáx e Km, assim como na presença de H2O2 isoladamente. O trabalho 

realizado logo após a purificação da enzima não relata inibição da atividade 

enzimática pela mesma concentração de GSH utilizada no presente trabalho 

(Granjeiro, P., 1998). A combinação de GSH e H2O2 foi capaz de recuperar o valor 

de Km, aproximando-o do controle. Porém, a Vmáx da reação continuou diminuída, 

mostrando que talvez o modo de atuação do GSH sobre a FAc de mamona seja 

diferente do observado para o DTT. De fato, ao analisarmos a figura 2 

(introdução), podemos notar que GSH e DTT atuam de maneira diferente sobre o 

ácido sulfênico, promovendo sua redução. Assim, não é inesperado que as 

respostas sejam diferentes para DTT e GSH em presença de H2O2. 

 Para a FAc de rim bovino (figura 13B e tabela VII), nota-se que GSH, assim 

como DTT e H2O2 isoladamente, promoveu uma grande alteração na Km da 

enzima, aumentando bastante seu valor. Granjeiro (Granjeiro, M., 1994) não 

descreveu inibição da atividade enzimática dessa fosfatase na presença de 1mM 

de GSH em seu trabalho. Assim como o observado para DTT, a combinação de 

GSH e H2O2 não foi capaz de recuperar os valores de Km e Vmáx observados no 

controle. Aliado aos resultados observados para o DTT, esse fato evidencia que 

Tabela VII. Comparação dos parâmetros cinéticos das FAcs de mamona e 

de rim bovino expostas à GSH e à H2O2. Os ensaios foram realizados 

conforme descrito na metodologia. 
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talvez a FAc de rim bovino tenha alcançado um estado irreversível de inativação 

na presença de H2O2, encontrando-se como ácido sulfônico ou sulfínico. 

 Outros autores afirmam que GSH protege a fosfatase da inibição causada 

por H2O2, em concentrações iguais ou superiores às utilizadas nesse trabalho. 

Pinheiro (Pinheiro, 2002) afirma que GSH ativa a atividade de uma PTP em 

concentrações superiores a 5mM, e consegue neutralizar o efeito inibitório de 

H2O2 em concentrações superiores a 20mM. A autora observa aumento da 

atividade em concentrações de até 40mM do composto. No entanto, quando 

utilizamos concentrações da ordem de 10mM de GSH, a atividade enzimática para 

ambas as fosfatases foi completamente inibida (figura não mostrada). 

Sousa (Sousa, 2005) observou inibição da atividade enzimática de uma 

PTP parcialmente purificada na presença de 1mM de GSH, assim como o 

observado no presente trabalho. Concentrações maiores de GSH causaram maior 

inibição da atividade enzimática, chegando a quase 40% de inibição na presença 

de 15mM de GSH. A autora conseguiu reverter a inibição adicionando 

desferoxamina ao meio de reação. Isso foi possível porque GSH, na presença de 

Fe3+ e γ-glutamil transferase, tem efeito pró-oxidante (Paolicch et al., 2002). A 

adição de um quelante específico de ferro, desferoxamina, ao meio de reação é 

capaz de bloquear esse fenômeno. Como a enzima utilizada naquele trabalho foi 

purificada de leucócitos, possivelmente resíduos de ferro continuaram presentes 

na enzima parcialmente purificada, causando inibição da atividade enzimática. 

As fosfatases utilizadas no presente trabalho estavam purificadas, e assim 

não era esperado que houvesse íons de ferro com a enzima, que poderiam 

provocar tal efeito pró-oxidante da GSH. Contudo, optamos por testar o efeito de 

diferentes concentrações de desferoxamina na atividade das FAcs previamente 

incubadas com GSH, com 5 minutos de exposição a esse composto. 

Primeiramente, testamos o efeito isolado de desferoxamina na atividade das FAcs. 

A figura 14 mostra o efeito da adição de diferentes concentrações de 

desferoxamina na reação enzimática da FAc de mamona (14A) e da FAc de rim 

bovino (14B). 
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Figura 14. Efeito de desferoxamina na atividade enzimática das FAcs. A. FAc de mamona. 

100%: 14,9µmol pNPP/min. B. FAc de rim bovino. 100%: 14,9µmol pNPP/min. Os ensaios 

foram realizados utilizando 0,185µg de FAc de mamona  e 0,12µg de FAc de rim bovino, 0,1M 

de tampão acetato e 5mM de pNPP e diferentes concentrações de desferoxamina (desf.). Cada 

ponto refere-se à média de uma triplicata. Controle. Reação sem desferoxamina. Resultados 

significativos em relação ao controle: p<0,05.**: significativo. ***: muito significativo. 
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Como é possível observar na figura 14A, a adição de desferoxamina à 

reação da FAc de mamona não influenciou de maneira significativa a atividade 

enzimática, exceto quando adicionada em concentração igual ou superior a 2mM. 

A maior inibição da atividade da FAc foi observada na concentração de 5mM de 

desferoxamina, o que causou cerca de 20% de inibição. 

A baixa sensibilidade da FAc de mamona a concentrações de 

desferoxamina inferiores a 1mM garante que, ao adicionar tais concentrações em 

reações utilizando a enzima exposta a GSH, caso seja observada inibição da 

atividade enzimática, tal inibição não se deve somente ao efeito de desferoxamina. 

Assim, podemos saber que concentrações inferiores de 1mM de desferoxamina 

não influenciam, isoladamente, a atividade enzimática, como já havia sido relatado 

por Sousa (Sousa, 2005).  

Para a FAc de rim bovino, a adição de desferoxamina foi capaz de inibir até 

quase 40% da atividade enzimática quando adicionada na concentração de 5mM. 

Com isso, podemos saber que, ao adicionar desferoxamina à reação utilizando 

FAc de rim bovino exposta a GSH, devemos levar em conta a inibição causada 

isoladamente pela desferoxamina. Sousa (Sousa, 2005) havia relatado inibição da 

FAc de leucócitos por desferoxamina em concentrações superiores à 2mM, mas 

aparentemente a FAc de rim bovino é mais sensível a este composto. 

Sabendo a sensibilidade de cada FAc à desferoxamina isolada, utilizamos 

desferoxamina em ensaios com as FAcs expostas previamente à GSH, visando 

verificar se desferoxamina diminui a inibição da atividade enzimática por GSH. 

Os resultados encontram-se nas figuras 15A, para a FAc de mamona e 

15B, para a FAc de rim bovino. 
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Figura 15. Efeito de desferoxamina na atividade enzimática de FAcs expostas à GSH. 

A. FAc de mamona. 100%: 14,9µmol pNPP/min. B. FAc de rim bovino. 100%: 14,9µmol 

pNPP/min. Os ensaios foram realizados utilizando 0,185µg de FAc de mamona  e 0,12µg de 

FAc de rim bovino, 0,1M de tampão acetato e 5mM de pNPP e diferentes concentrações de 

desferoxamina. As enzimas foram pré-incubadas com 1mM de GSH durante 5 minutos em 

banho de gelo, e então adicionadas ao meio de reação. Cada ponto refere-se à média de uma 

triplicata. Controle. FAc não exposta ao GSH, pré-incubada durante 5 minutos. Resultados 

significativos em relação ao controle: p<0,05. *: pouco significativo.***: muito significativo. 
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A figura 15 mostra que, em geral, a presença de desferoxamina não foi 

capaz de reverter a inibição da atividade enzimática por GSH. Por se tratar de 

enzimas purificadas, não era esperado que houvesse íons de ferro livres nas 

amostras, portanto não foi um resultado inesperado. 

 Para a FAc de mamona, nota-se, ao observar a figura 15A, que 0,25mM de 

desferoxamina protegeram parcialmente a atividade enzimática contra a exposição 

a GSH, elevando a atividade enzimática em relação ao ensaio onde a FAc foi pré-

incubada com GSH e não houve adição de desferoxamina. Porém, tal proteção 

não se igualou ao controle, onde não houve exposição da enzima a GSH. Com 

isso, pode-se dizer que desferoxamina reverteu parcialmente a inibição causada 

pela pré-incubação da enzima com GSH, mas não foi suficiente para uma 

reversão completa da inibição, como observou Sousa em seu trabalho (Sousa, 

2005), no qual 1mM de desferoxamina combinados a 1mM de GSH aumentaram 

em 80% a atividade enzimática. Para concentrações maiores de desferoxamina, 

como já era esperado (uma vez que a própria desferoxamina inibe a atividade 

enzimática, como visto na figura 14), houve maior inibição da atividade enzimática. 

 Quanto à FAc de rim bovino, nenhuma concentração de desferoxamina foi 

capaz de reverter a inibição causada pela pré-incubação com GSH, tampouco 

proteger parcialmente a enzima. Para todas as concentrações utilizadas de 

desferoxamina, a atividade enzimática foi inferior do que a observada no controle 

e no ensaio utilizando FAc exposta a GSH e sem desferoxamina. Dado que a 

própria desferoxamina se mostrou capaz de inibir significativamente a atividade 

enzimática em qualquer concentração (figura 14), este não foi um resultado 

inesperado. 

 

4.5 Efeito protetor de DTT e GSH contra a inibição por H2O2 

 Até o momento, testamos os efeitos de DTT e GSH sendo adicionados no 

momento da reação. Para avaliar se esses compostos conseguem de algum modo 

prevenir a oxidação do radical sulfidrila do resíduo de cisteína do sítio catalítico 

das FAcs, elaboramos ensaios nos quais as enzimas foram previamente 
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incubadas com DTT ou GSH, sendo utilizadas posteriormente em reações com 

H2O2. 

 Primeiramente, avaliamos o efeito do tempo de pré-incubação das FAcs 

com DTT ou GSH, para estabelecer o tempo de pré-incubação para os ensaios 

posteriores. A figura 16 mostra a relação do tempo de pré-incubação com a 

atividade enzimática da FAc de mamona (figura 16A) e da FAc de rim bovino 

(figura 16B). 
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Figura 16. Efeito do tempo de exposição a DTT ou GSH nas  atividades das FAcs. A. 

FAc de mamona. B. FAc de rim bovino. Os ensaios foram realizados utilizando 0,185µg 

de FAc de mamona  e 0,12µg de FAc de rim bovino, 0,1M de tampão acetato e 5mM 

de pNPP e 1mM de DTT ou GSH. As enzimas foram pré-incubadas em banho de gelo e 

no escuro, e então adicionadas ao meio de reação. Cada ponto refere-se à média de 

uma triplicata. Controle. FAc não exposta a DTT ou GSH, pré-incubada nas mesmas 

condições e durante os mesmos períodos de tempo. Tempo 0 para DTT e GSH: FAc 

retirada logo após a adição de DTT e GSH ao meio de pré-incubação. 
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A observação da figura 16A revela que, para a FAc de mamona, a atividade 

enzimática não sofreu alterações devido à permanência da enzima em banho de 

gelo, na ausência de DTT ou GSH, sofrendo um leve aumento nos tempos finais 

de pré-incubação. Já na presença de DTT, a atividade enzimática é ligeiramente 

inibida no tempo zero, mas tem um aumento ao longo do tempo de exposição. 

Isso não havia sido observado nos ensaios anteriores, onde não houve tempo de 

exposição da FAc a DTT antes da reação. Nos tempos maiores de exposição, a 

atividade enzimática se igualou à observada no controle. A exposição a GSH 

também inibiu a atividade enzimática, principalmente com tempos menores de 

exposição. Maiores tempos de exposição resultaram em atividade enzimática mais 

elevada, mas inferior à observada no controle nas mesmas condições. Optamos 

por pré-incubar a enzima durante 10 minutos com cada um dos compostos para 

os ensaios seguintes, já que houve um pequeno aumento da atividade após esse 

tempo de pré-incubação. 

 Para a FAc de rim bovino, a pré-incubação em banho de gelo praticamente 

não afetou a atividade enzimática da enzima não exposta a DTT ou a GSH, 

mantendo-se bastante constante no tempo zero e 20 minutos. A exposição ao 

DTT inibiu a atividade enzimática, que não chegou em momento algum a se 

equiparar à observada no controle. A exposição ao GSH obedeceu ao mesmo 

padrão, inibindo a atividade enzimática, que permaneceu relativamente constante 

independentemente do tempo de exposição da FAc ao GSH. Optamos por expor a 

enzima durante 5 minutos aos compostos, uma vez que nesse tempo de 

exposição obtivemos uma atividade enzimática superior à observada nos demais 

tempos da figura 16B. 

 Após determinar o tempo de exposição das FAcs ao DTT ou ao GSH, 

realizamos ensaios onde expusemos as enzimas a esses compostos durante o 

tempo determinado e então utilizamos essas enzimas em reações com H2O2. Isso 

permite avaliar se houve algum tipo de proteção contra a inibição da atividade 

enzimática por H2O2. 

 A figura 17 mostra os resultados obtidos com as FAcs expostas a DTT, para 

a FAc de mamona (figura 17A) e para a FAc de rim bovino (figura 17B). 
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Figura 17. Pré-incubação das FAcs com DTT. A. FAc de mamona. 100%: 14,9µmol pNPP/min. 

B. FAc de rim bovino. 100%: 14,9µmol pNPP/min. As FAcs foram pré-incubadas (10’ FAc 

mamona e 5’ FAc rim bovino) com 1mM de DTT em banho de gelo e no escuro, e então 

adicionadas ao meio de reação. Os ensaios foram realizados utilizando 0,185µg de FAc de 

mamona e 0,12µg de FAc de rim bovino, 0,1M de tampão acetato, 5mM de pNPP e diferentes 

compostos, adicionados ao meio de reação. Cada ponto refere-se à média de uma triplicata. 

Controle. FAc não pré-incubada. Os compostos que se encontram no eixo das ordenadas 

foram adicionados logo antes do início da reação ao meio reacional. Resultados significativos 

em relação ao controle: p<0,05. ** significativo ***: muito significativo. 
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A observação da figura 17A revela que, para a FAc de mamona, a pré-

incubação com DTT não alterou de maneira significativa a atividade enzimática, 

em comparação com o controle e com a FAc pré-incubada na ausência de DTT. 

Tal observação é consistente com a figura 13, onde pode-se perceber que após 

10 minutos de incubação, o efeito inibitório do DTT é bloqueado e a atividade 

enzimática se iguala à do controle incubado na ausência de DTT. Também é 

interessante notar que 2,5M de H2O2 causaram menor inibição na enzima 

previamente tratada com 1mM de DTT do que na enzima que não passou por 

esse tratamento, onde essa concentração de peróxido foi detectada como o valor 

de IC50.  

 Também vale ressaltar que, ao contrário do que foi observado na adição de 

DTT somente no momento da reação (figura 12), a pré-incubação da FAc de 

mamona com 1mM de DTT não conseguiu reverter totalmente a inibição causada 

pela adição de 2,5M de H2O2 no momento da reação: H2O2 não causou 50% de 

inibição, mas a atividade enzimática não se assemelhou à do controle ou da FAc 

pré-incubada 10 minutos, atingindo menos de 80% da atividade do controle e da 

FAc pré-incubada 10 minutos. Isso talvez reflita a reversibilidade de alguns 

estados de oxidação do sítio catalítico da FAc, retratada na figura 4. Talvez o 

tratamento prévio da enzima com DTT facilite a transição do estado de ácido 

sulfênico ao estado ativo da enzima. Baierle e colaboradores (Baierle et al., 2010) 

mostraram que algumas enzimas contendo grupamento sulfidrila no sítio catalítico 

e inibidas por compostos que interagem com esse local podem não ter a atividade 

totalmente recuperada após tratamento com DTT. Isso corrobora o que 

observamos para a FAc de mamona, e pode sugerir que o grupamento –SH não é 

o único responsável pela catálise que ocorre no sítio catalítico, como afirma o 

autor. 

 Para a FAc de rim bovino, a figura 17B mostra que a pré-incubação durante 

5 minutos elevou a atividade enzimática, quando comparamos a atividade da FAc 

sem sofrer pré-incubação. No entanto, a exposição a DTT diminui bastante a 

atividade enzimática: é alcançado somente 60% da atividade observada no 

controle, e cerca de 40% do que foi observado para a enzima pré-incubada. 
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Semelhante ao que foi mostrado na figura 12, a adição de DTT à enzima exposta 

a H2O2 não foi capaz de recuperar a atividade enzimática, inibindo ainda mais a 

mesma. Assim, foi observado uma atividade residual de menos de 40% em 

relação ao controle, caracterizando uma inibição superior ao esperado, uma vez 

que 16nM de H2O2 correspondem ao IC50 para essa enzima. Isso pode ser uma 

evidência de que há dois fatores inibindo a atividade enzimática, e que se 

somaram nesse caso: a presença de DTT e a presença de H2O2. 

Como já mencionado anteriormente, talvez a FAc de rim bovino atinja 

estados de oxidação irreversíveis (figura 4) quando na presença de H2O2, ainda 

que na concentração de IC50. Somando-se a isso o fato de que o DTT 

isoladamente é capaz de alterar os parâmetros cinéticos da reação e inibir a 

atividade enzimática, é possível compreender a inibição observada na figura 15. 

Pinheiro (Pinheiro, 2002) relatou que há proteção contra a inibição causada por 

H2O2 quando se utiliza concentrações bastante superiores de DTT, na casa de 

20mM. No entanto, para nossas enzimas, percebemos que essas concentrações, 

por si só, já são capazes de inibir significativamente a atividade enzimática. 

Após expor as enzimas a DTT, realizamos um ensaio de exposição das 

FAcs à GSH, realizando reações na presença da concentração de IC50 de H2O2, 

0,25mM de desferoxamina, 1mM de DTT  e combinações desses compostos. O 

DTT foi adicionado visando verificar se a inibição da atividade enzimática por GSH 

era reversível por adição de DTT (figura 4). A figura 18 mostra os resultados 

obtidos nos ensaios enzimáticos utilizando FAc de mamona (figura 18A) e FAc de 

rim bovino (figura 18B) expostas a GSH. 
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Figura 18. Pré-incubação das FAcs com GSH. A. FAc de mamona. 100%: 14,9µmol 

pNPP/min. B. FAc de rim bovino. 100%: 14,9µmol pNPP/min. 1. Controle. 2. Pré-

incubação FAc 5’. 3. Pré-incubação 1mM GSH. 4. Reação 16nM H2O2. 5. Reação 0,25mM 

desf. 6. Reação 1mM DTT. 7. Reação 1mM DTT + 16nM H2O2. 8. Reação 0,25mM desf. + 

16nM H2O2. As FAcs foram pré-incubadas (10’ FAc mamona e 5’ FAc rim bovino) com 

1mM de GSH em banho de gelo e no escuro, e então adicionadas ao meio de reação. Os 

ensaios foram realizados utilizando 0,185µg de FAc de mamona e 0,12µg de FAc de rim 

bovino, 0,1M de tampão acetato, 5mM de pNPP e diferentes compostos, adicionados ao 

meio de reação. Cada ponto refere-se à média de uma triplicata. Controle. FAc não pré-

incubada. Os compostos que se encontram no eixo das ordenadas foram adicionados 

logo antes do início da reação ao meio reacional. Desf. = desferoxamina. Resultados 

significativos em relação ao controle: p<0,05. ***: muito significativo, n.s.: não 

significativo. 
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 Para a FAc de mamona, a figura 18A mostra que a exposição de  

10 minutos a GSH não interferiu na atividade enzimática, como foi mostrado na 

figura 13. A reação com 2,5M de H2O2 utilizando a enzima exposta à GSH, assim 

como ocorreu com a enzima exposta a DTT (figura 17), não inibiu 50% da 

atividade enzimática, sendo responsável redução de apenas 25% da atividade 

enzimática. Assim, tal concentração de peróxido não atuou como sendo o IC50, 

mostrando que houve algum tipo de proteção. Novamente, a presença de GSH 

deve ter auxiliado na conversão do estado de ácido sulfênico ao estado ativo 

(figura 4), processo esse que deve ter ocorrido mais rapidamente devido à 

exposição prévia da enzima ao GSH.  

Ainda observando a figura 18A, podemos ver que a adição de 

desferoxamina inibiu um pouco a atividade enzimática em relação ao controle. 

Não esperávamos tal inibição, e testamos a presença de desferoxamina para 

tentar reverter uma inibição por GSH caso houvesse alguma. Assim, não sabemos 

ao certo o porquê desse  fenômeno. A reação com 1mM de DTT utilizando FAc de 

mamona exposta a GSH causou a maior inibição detectada: cerca de 45%. 

Testamos a presença de DTT no meio de reação para reverter uma possível 

inibição por GSH na presença de H2O2 (figura 4). Porém, a presença de DTT 

interferiu bastante na atividade enzimática. A combinação de DTT e H2O2 

acarretou na mesma atividade relativa em presença de H2O2 isoladamente, 

evidenciando que o DTT não influenciou na atividade. A desferoxamina, na 

presença de H2O2, causou maior inibição da atividade do que quando foi acrescida 

isoladamente. Isso podez sugerir que de alguma forma esse composto favorece a 

inibição por peróxido.  

Quanto a FAc de rim bovino, a figura 18B mostra que a pré-incubação da 

enzima sem aditivos favorece a atividade enzimática. Não sabemos ao certo 

explicar o aumento de 40% na atividade enzimática, mas especulamos que pode 

se dever a uma estabilização da atividade da enzima, que estava em temperatura 

superior à de armazenagem. No entanto, a exposição ao GSH bloqueia esse 

efeito, fazendo com que a atividade enzimática retorne ao patamar do ensaio 

controle. Assim, aparentemente a exposição ao GSH não interferiu na atividade 
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enzimática, corroborando o que foi visto na figura 13. No entanto, a pré-incubação 

elevou tanto a atividade enzimática que se tomamos por referência o ensaio 

realizado com a enzima pré-incubada, observamos uma diminuição de 40% da 

atividade enzimática, mostrando que a exposição prolongada ao GSH pode causar 

alguma efeito na atividade enzimática. A reação com H2O2 utilizando a enzima 

exposta a GSH resultou em uma grande inibição da atividade enzimática, muito 

maior do que a esperada por se tratar da concentração referente ao IC50: houve 

uma inibição de mais de 80% da atividade. Assim, acreditamos que de alguma 

forma o GSH interage com a enzima, deixando-a mais susceptível à oxidação 

causada pelo H2O2. Ainda na figura 18B, observamos que desferoxamina causou 

uma inibição de cerca de 50% da atividade, sugerindo que esse composto é capaz 

de interagir com GSH e de alguma forma dificultar a catálise. O mesmo resultado 

ocorreu com a reação utilizando DTT, porém com inibição ainda maior: cerca de 

70%. Na presença de DTT e H2O2, ao contrário do que ocorre com a FAc de 

mamona, houve aumento da inibição, mostrando que não houve proteção alguma. 

O mesmo se observa para reações contendo desferoxamina e H2O2.  

Assim, após analisarmos cuidadosamente as figuras 17 e 18, podemos 

concluir que, para a FAc de mamona, a exposição ao DTT apresentou efeito 

protetor contra a oxidação do sítio catalítico por H2O2, ou facilitou a recuperação 

da enzima na forma ativa. No entanto, para a FAc de rim bovino, tal efeito protetor 

não pôde ser observado, sendo que a inibição da enzima exposta ao DTT na 

presença de H2O2 foi superior à causada na FAc não exposta a DTT. 

De maneira semelhante, GSH apresentou efeito protetor para a FAc de 

mamona, enquanto que para FAc de rim bovino tal proteção não foi observada. A 

presença de desferoxamina, em nenhum dos casos, elevou a atividade 

enzimática, confirmando os dados apresentados na figura 15. A fim de garantir 

que todas as possibilidades de recuperação da forma ativa da enzima, expostas 

na figura 2, fossem atendidas, realizamos reações na presença de H2O2 e DTT, 

mas não houve reversão significativa da inibição da atividade enzimática, talvez 

porque nenhuma das enzimas atingiu o estado que pode interagir com DTT. 
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Após essa análise, suspeitamos que os estados de oxidação alcançados 

por cada uma das FAcs, na presença da concentração referente ao IC50 de H2O2 

para cada enzima, é bastante diferente. Um fator que sustenta nossa hipótese é a 

resposta bastante diferenciada a DTT e GSH observada. A presença de 

carboidrato da estrutura da FAc de origem vegetal pode influenciar essa resposta, 

e isso será testado mais adiante. Outros trabalhos utilizando DTT não relataram 

inibição por esse composto, chegando a utilizar concentrações 100 vezes maiores 

do que as utilizadas no presente trabalho (Granjeiro, M., 1994; Granjeiro, P., 1998; 

Pinheiro, 2002; Sousa, 2005). Com GSH, Sousa (Sousa, 2005) relatou inibição da 

atividade enzimática, que foi revertida pela adição de desferoxamina. Já outros 

trabalhos não mostram nenhuma evidência de inibição (Granjeiro, M., 1994; 

Granjeiro, P., 1998), inclusive relatando grande ativação da fosfatase na presença 

de tal composto (Pinheiro, 2002). A inibição por DTT observada pode estar 

relacionada ao estado de oxidação de cada FAc, isolada ou na presença de outros 

compostos. 

 

4.6 Capacidade de reversão da inibição por H2O2 dos compostos DTT e 

GSH 

Após testarmos a capacidade de proteger o sítio catalítico dos compostos 

DTT e GSH, resolvemos testar se esses compostos são capazes de reverter a 

inibição da atividade enzimática causada a uma FAc por H2O2. 

Para tanto, realizamos a exposição das FAcs ao H2O2, utilizando depois 

essas enzimas em reações em presença de DTT ou GSH. 

Primeiramente, determinamos experimentalmente o melhor tempo de 

exposição ao H2O2 para cada enzima. A figura 19 mostra os resultados de 

atividade enzimática obtidos para FAc de mamona (figura 19A) e FAc de rim 

bovino (figura 19B) expostas durante diferentes tempos à concentração de H2O2 

semelhante ao IC50. 
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Figura 19. Efeito do tempo de exposição ao H2O2 na atividade das FAcs. A. FAc de 

mamona. B. FAc de rim bovino. Os ensaios foram realizados utilizando 0,185µg de FAc de 

mamona e 0,12µg de FAc de rim bovino, 0,1M de tampão acetato e 5mM de pNPP e a 

concentração de H2O2 referente ao IC50 de cada enzima. As FAcs foram pré-incubadas em 

banho de gelo e no escuro, e então adicionadas ao meio de reação. Cada ponto refere-se 

à média de uma triplicata. Controle. FAc não exposta a H2O2, pré-incubada nas mesmas 

condições e durante os mesmos períodos de tempo. Tempo 0 para H2O2: FAc retirada 

logo após a adição de DTT e GSH ao meio de pré-incubação. 
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A observação da figura 19A mostra que a FAc de mamona não sofreu 

muitas alterações em sua atividade, mesmo em presença de H2O2, entre os 

tempos de exposição de 5 a 15 minutos. Houve um aumento de atividade 

enzimática com 5 minutos de exposição, em relação ao tempo zero. Isso pode se 

dever a uma estabilização da enzima, ou ainda de uma reversão do estado de 

ácido sulfênico da enzima. Não sabemos explicar exatamente os fatores que 

levaram a esse aumento, que pode inclusive se dever a um erro experimental. 

 Ainda assim, optamos por expor a enzima durante 10 minutos ao H2O2, pois 

já foi constatado que a enzima tem sua atividade aumentada quando é pré-

incubada antes de ser utilizada na reação (figura 16), e as atividades obtidas com 

FAc exposta a H2O2 segue o mesmo padrão. 

 Já para a FAc de rim bovino, percebemos na figura 19B que há um grande 

aumento da atividade enzimática do controle após 5 minutos de pré-incubação. A 

enzima exposta a H2O2 tem sua atividade inibida em cerca de 50%, e ela é 

mantida relativamente constante, independentemente do tempo de exposição. 

Assim, acabamos optando por expor a FAc de rim bovino durante 5 minutos ao 

H2O2, para que a atividade enzimática pudesse ser aumentada. Como o tempo de 

exposição aparentemente não influencia na atividade enzimática, somente a 

presença de H2O2, esse pode ser mais um indício de que a FAc de rim bovino 

sofre oxidação por H2O2 até atingir estados irreversíveis de inativação, como ácido 

sulfônico ou sulfínico (figura 4). Pinheiro (Pinheiro, 2002) relata inibição enzimática 

quando realizou ensaio expondo a FAc de células V79 ao H2O2. A inibição da 

atividade chega a 20%, menor do que o observado no presente trabalho. 

 Estabelecidos os tempos de exposição para cada FAc, seguimos com 

ensaios em presença de DTT ou GSH utilizando a enzima exposta a H2O2, a fim 

de avaliar se há reversão da inibição causada pela oxidação do sítio catalítico na 

presença de compostos como DTT ou GSH. 

 A figura 20 mostra os resultados obtidos utilizando FAc de mamona (figura 

20A) e FAc de rim bovino (figura 20B) expostas a H2O2 em ensaios na presença 

de DTT ou GSH. 
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Figura 20. Atividade enzimática das FAcs expostas à H2O2. A. FAc de mamona. 100%: 14,9µmol 

pNPP/min. B. FAc de rim bovino. 100%: 14,9µmol pNPP/min. As FAcs foram pré-incubadas (10’ 

FAc mamona e 5’ FAc rim bovino) com a concentração de H2O2 referente ao IC50 em banho de 

gelo e no escuro, e então adicionadas ao meio de reação. Os ensaios foram realizados utilizando 

0,185µg de FAc de mamona e 0,12µg de FAc de rim bovino, 0,1M de tampão acetato, 5mM de 

pNPP e diferentes compostos, adicionados ao meio de reação. Cada ponto refere-se à média de 

uma triplicata. Controle. FAc pré-incubada na ausência de H2O2. Os compostos que se encontram 

no eixo das ordenadas foram adicionados logo antes do início da reação ao meio reacional. Desf.: 

desferoxamina. Resultados significativos em relação ao controle: p<0,05. ** significativo.***: 

muito significativo. 
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A observação da figura 20A mostra que, para a FAc de mamona, a 

exposição prolongada ao H2O2 acarreta uma inibição da atividade enzimática 

maior do que os 50% esperados por se tratar da concentração de IC50. Assim, 

podemos especular que a enzima pré-incubada com H2O2 tem maior dificuldade 

em reverter a inibição, voltando ao estado ativo. Ou ainda, as moléculas que 

sofrem reativação são novamente oxidadas pelo H2O2 presente no microambiente. 

É interessante notar que a adição de DTT, GSH ou ambos ao meio de reação não 

é capaz de recuperar a atividade enzimática, não apresentando diferença 

significativa da atividade enzimática na ausência desses compostos e com a 

enzima exposta a H2O2. Com isso, pode-se pensar que a exposição ao peróxido 

desencadeia uma oxidação irreversível, levando a FAc ao estado de ácido 

sulfônico ou sulfínico (figura 4). Tampouco, a presença de desferoxamina 

combinada a GSH na reação foi capaz de elevar a atividade enzimática. Assim, 

suspeitamos que a exposição da enzima ao H2O2 leva a estados de oxidação 

irreversíveis, inibindo com maior intensidade a atividade enzimática. 

 Para a FAc de rim bovino, a figura 20B revela que a exposição prolongada 

ao H2O2 não teve grandes efeitos sobre a atividade enzimática, que foi inclusive 

inibida em níveis inferiores a 50%, como era esperado. A presença de DTT na 

reação utilizando a FAc exposta ao H2O2 conseguiu recuperar totalmente a 

atividade enzimática, tomando-se o controle sem pré-incubação como referência. 

Contudo, essa atividade ainda foi menor do que a observada para a enzima pré-

incubada na ausência de H2O2. Já a adição de GSH não foi capaz de recuperar a 

atividade enzimática, o que sugere que os mecanismos de atuação e interação do 

DTT e do GSH diferem bastante para a FAc de rim bovino. A combinação de DTT 

e GSH no meio de reação também não surtiu efeitos na retomada da atividade 

enzimática, sendo que a atividade observada foi muito semelhante à apresentada 

pela enzima exposta ao peróxido na ausência desses compostos.  

 Ao contrário do que mostraram os ensaios com desferoxamina (figura 15), a 

adição de desferoxamina e GSH ao meio de reação apresentaram resultados 

bastante satisfatórios, praticamente recuperando a atividade enzimática, com o 

controle sem pré-incubação como referência. Talvez íons de ferro presentes na 
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amostra contendo a FAc sejam responsáveis por essa recuperação, ou ainda 

pode se tratar de outro mecanismo que garante que, para uma enzima 

previamente oxidada por H2O2, a incubação com GSH e desferoxamina consegue 

reverter tal oxidação. 

 Assim, pudemos ver que para a FAc de mamona, DTT e GSH não 

conseguem reverter a oxidação da enzima exposta por tempos mais prolongados 

ao H2O2 (figura 20). Apesar disso, para a enzima combinada a H2O2 no momento 

da reação, tanto DTT quanto GSH conseguiram recuperar os parâmetros cinéticos 

dessa FAc (figuras 11 e 12). Já para a FAc de rim bovino, DTT se mostrou capaz 

de reverter a oxidação, recuperando praticamente 100% da atividade enzimática. 

GSH isoladamente não foi capaz de causar esse efeito, mas combinado a 

desferoxamina, teve os mesmos resultados. Pinheiro (Pinheiro, 2002) relata que a 

exposição da FAc de células V79 ao H2O2, seguida de reação com DTT, é capaz 

de recuperar a atividade enzimática, o que é consistente com os dados 

apresentados para a FAc de origem animal utilizada no  presente trabalho. 

  

 4.7 Efeito do H2O2 sobre a FAc de mamona sem carboidrato 

 Uma das grandes suspeitas para entender a grande resistência da FAc de 

mamona ao H2O2, ainda mais quando comparada à FAc de rim bovino, é a 

presença de carboidrato em sua estrutura. Acreditamos que de alguma maneira a 

cadeia de açúcar dificulte o acesso do H2O2 ao sítio catalítico, ou a oxidação 

desse por H2O2. 

 Assim, utilizamos uma endoglicosidase para remover a cadeia de 

carboidrato da FAc de mamona, e primeiramente determinamos a Km e a Vmáx da 

enzima nessas condições, para avaliar se existiam diferenças cinéticas em relação 

à enzima nativa. 

 A figura 21 mostra a atividade enzimática em função da concentração de 

substrato. 
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Figura 21. Atividade enzimática da FAc de mamona desglicosilada.  A. Modelo da 

Hipérbole-retangular. B. Modelo de Lineweaver-Burk. Para os ensaios, foram utilizados 

0,185μg de FAc de mamona, 0,1M de tampão acetato e concentrações crescente de 

pNPP. A FAc deglicosilada foi submetida a incubação de 24h a 37°C com endoglicosidase 

H, como descrito na metodologia. Cada ponto se refere à média de uma triplicata. FAc 

mamona incubada 24h: FAc de mamona submetida ao mesmo tratamento para 

desglicosilação, porém sem a adição de endoglicosidase H. 
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A observação da figura 21 mostra que a cadeia de carboidratos é 

fundamental para a atividade enzimática, como já havia constatado Granjeiro 

(Granjeiro, P., 1998). Podemos notar que a ausência da cadeia de açúcar faz com 

que a afinidade da enzima pelo substrato diminua muito, elevando bastante o valor 

da Km. Experimentalmente, não conseguimos atingir a Vmáx para a FAc 

desglicosilada, mesmo em concentrações de substrato de 40mM: a enzima nativa 

atingiu a Vmáx em concentrações 4 vezes menores.  

 Assim, a grande diferença no valor da Vmáx e no do Km da FAc nativa 

e desglicosilada sugere que o processo de remoção da cadeia de carboidrato foi 

realizado, e isso influenciou bastante na atividade enzimática, mostrando que 

existe alguma relação dessa cadeia com o sítio catalítico e com a conformação 

ideal da enzima. Um ensaio utilizando a FAc de mamona submetida a 24h de 

incubação a 37ºC sem endoglicosidase ganrantiu que as diferenças observadas 

nos parâmetros cinéticos se devem à ausência de carboidrato, e não à incubação 

prolongada da FAc. Assim, seguimos para ensaios com H2O2, esperando que 

houvesse maior sensibilidade ao H2O2 na enzima desglicosilada em relação à 

nativa. Esperávamos que a ordem de grandeza do IC50 fosse de mM. 

 A figura 22 mostra a atividade enzimática em presença de concentrações 

crescentes de H2O2. 
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A figura 22 mostra um efeito comentado anteriormente para a FAc de 

mamona nativa: em concentrações de H2O2 inferiores a 50mM, há aumento da 

atividade enzimática. Não sabemos explicar ao certo os mecanismos que levam a 

essa ativação, pois a oxidação deve ocorrer de maneira mais branda, mas não era 

esperado que isso ativasse a enzima. Trabalhos em elaboração no nosso 

laboratório, utilizando outras FAcs vegetais com carboidrato na estrutura, 

relataram ativação da enzima na presença de concentrações de até 0,5M de H2O2. 

Hipotetizamos que isso possa se dever à modificações estruturais da enzima 

promovidas pela presença de H2O2, que de alguma forma facilitam o mecanismo 

de catálise. 
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Figura 22. Atividade enzimática da FAc de mamona desglicosilada em presença de H2O2.  

Os ensaios utilizaram 0,185μg de FAc de mamona, 0,1M de tampão acetato e 5mM de 

pNPP. A desglicosilação da FAc de mamona foi realizada conforme descrito na metologia. 

Cada ponto representa a média de uma triplicata. 
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 Ainda observando a figura 22, podemos observar que a FAc de mamona 

desglicosilada também sofre ativação na presença de concentrações de até 1M de 

H2O2, mas não sabemos explicar como isso ocorre. No entanto, a ausência de 

cadeia de carboidrato tornou a enzima mais resistente à oxidação por H2O2, 

destruindo nossa hipótese de que a resistência da FAc de mamona ao H2O2 se 

devia à presença de carboidrato em sua estrutura. A figura 22 mostra que, pelo 

contrário, a enzima torna-se mais resistente quando é isenta de carboidrato. 

Assim, o valor de IC50 não pôde ao menos ser calculado.  

 Assim, podemos supor que a cisteína do sítio catalítico da FAc de mamona 

não é essencial para a catálise, ou a oxidação não e irreversível, atingindo apenas 

o estado de ácido sulfênico, e sendo rapidamente recuperada a forma ativa da 

enzima. Entretanto, Granjeiro (Granjeiro, P., 1998) já havia observado que a 

cisteína presente no sítio ativo da fosfatase ácida de mamona era essencial para a 

catálise, uma vez que compostos que reagem com grupamentos SH, como Cu2+ e 

p-cloromercuribenzoato (pCMB) inibiam completamente a atividade da enzima. 

Pelo mesmo motivo, a cisteína presente no sítio catalítico da FAc de rim bovino é 

fundamental para a atividade enzimática, sendo que a presença de tais compostos 

ou a oxidação da cisteína impedem a catálise. Ou ainda a oxidação desse resíduo 

ocorre de maneira irreversível, levando rapidamente ao estado de ácido sulfônico 

ou sulfínico. 

 Para podermos analisar se a perda de carboidrato eleva a sensibilidade da 

FAc de mamona à exposição a DTT, GSH ou H2O2, realizamos ensaios da mesma 

maneira descrita para a FAc nativa, expondo a enzima desglicosilada pelo mesmo 

intervalo de tempo a cada um desses compostos. 

 A figura 23 mostra os resultados obtidos em reações utilizando FAc de 

mamona desglicosilada exposta à 1mM de DTT. 
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A observação da figura 23 revela que a pré-incubação da enzima não teve 

efeito significativo sobre sua atividade. A exposição ao DTT elevou a atividade 

enzimática em torno de 5%, o que não variou muito do padrão exibido pela FAc 

nativa, onde a exposição ao DTT não influenciou na atividade enzimática. Assim, 

podemos perceber que não houve redução de nenhum componente do sítio ativo, 

mesmo na ausência da cadeia de açúcar da enzima. Ao contrário do que foi 

observado para a FAc de mamona nativa, a reação em presença 2,5M de H2O2 

utilizando FAc desglicosilada exposta ao DTT elevou a atividade enzimática em 

quase 20%, enquanto que para a enzima nativa, as mesmas condições de ensaio 

resultaram em uma redução de cerca de 20% da atividade enzimática. Isso era 

esperado, dado que a ausência de carboidrato mostrou ser um fator que eleva a 

resistência da enzima a H2O2, sendo que sua atividade é aumentada em 

concentrações desse composto da ordem de 1M. Ainda não sabemos ao certo os 
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Figura 23. Atividade enzimática de FAc de mamona desglicosilada exposta à 1mM de DTT. 

Os ensaios utilizaram 0,185μg de FAc de mamona, 0,1M de  tampão acetato e 5mM de 

pNPP. A deglicosilação da FAc de mamona foi realizada conforme descrito na metodologia. A 

exposição da FAc a DTT foi realizada em banho de gelo no escuro durante 10 minutos. Cada 

ponto representa a média de uma triplicata. Resultados significativos em relação ao 

controle: p<0,05. ** significativo. ***: muito significativo. 100%: 2,4µmol pNPP/min. 
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mecanismos que permitem que a redução do sítio catalítico eleve a atividade na 

ausência de carboidrato na estrutura dessa enzima. 

 Também realizamos ensaios utilizando FAc de mamona desglicosilada 

exposta a GSH, e a figura 24 mostra os resultados obtidos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 A observação da figura 24 mostra que, ao contrário do observado para a 

FAc de mamona nativa (figura 17), a exposição da enzima desglicosilada a 1mM 

de GSH eleva a atividade enzimática. Isso pode ser uma evidência de alguma 

alteração conformacional, que permite maior proteção do sítio catalítico por GSH. 

A atividade enzimática em presença de H2O2 também foi superior à observada 

Figura 24. Atividade enzimática de FAc de mamona desglicosilada exposta à 1mM de GSH. 

Os ensaios utilizaram 0,185μg de FAc de mamona, 0,1M de tampão acetato e 5mM de 

pNPP. A desglicosilação da FAc de mamona foi realizada conforme descrito na metodologia. 

A exposição da FAc a GSH foi realizada em banho de gelo no escuro durante 10 minutos. 

Cada ponto representa a média de uma triplicata. Controle: FAc desglicosilada não pré-

incubada. Desf.= Desferoxamina. Resultados significativos em relação ao controle: p<0,05. 

** significativo. ***: muito significativo. 100%: 2,4µmol pNPP/min. 
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para a enzima nativa, atingindo cerca de 85% da atividade observada para o 

controle. Aqui não observamos o padrão de ativação da FAc desglicosilada por 

H2O2, e a inibição da atividade enzimática não foi significativa, quando se leva em 

conta o desvio padrão desse ensaio em especial. 

 Ainda observando-se a figura 24, pode-se notar que a presença de DTT no 

meio de reação utilizando a FAc desglicosilada exposta a GSH elevou bastante a 

atividade enzimática, sendo quase 30% maior do que a observada no controle. 

Esse fenômeno vai de encontro ao observado na figura 15, onde a exposição a 

GSH seguida da presença de DTT na reação inibiu cerca de 40% da atividade 

enzimática. A adição de H2O2, combinada a DTT, gerou uma atividade relativa 

cerca de 10% maior do que o controle, mostrando que houve uma pequena 

inibição por oxidação do sítio catalítico. 

A presença de desferoxamina também aumentou bastante a atividade 

enzimática: em torno de 70%. Para a FAc nativa, não observamos grandes 

diferenças em relação ao controle, mas a perda da cadeia de carboidrato parece 

favorecer o efeito já esperado de desferoxamina na enzima exposta a GSH. 

Ensaios na presença de desferoxamina e H2O2 recuperaram a atividade 

enzimática ao nível do controle, diminuindo bastante a atividade em relação ao 

ensaio na presença de desferoxamina isoladamente. Isso pode ser evidência de 

que a desferoxamina favorece a inibição por H2O2, ou ao menos não protege o 

sítio catalítico da FAc desglicosilada contra a oxidação por H2O2.  

Após a exposição da FAc de mamona desglicosilada a DTT e GSH, 

realizamos ensaios de exposição dessa enzima à H2O2, a fim de avaliar se DTT e 

GSH são capazes de reverter a eventual inibição causada por oxidação do sítio 

catalítico. A figura 25 mostra os resultados obtidos. 
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Figura 25. Atividade enzimática de FAc de mamona desglicosilada exposta à 2,5M de 

H2O2. Os ensaios utilizaram 0,185μg de FAc de mamona, 0,1M de tampão acetato e 5mM 

de pNPP. A deglicosilação da FAc de mamona foi realizada conforme descrito na 

metodologia. A exposição da FAc a H2O2 foi realizada em banho de gelo no escuro 

durante 10 minutos. Cada ponto representa a média de uma triplicata. Controle: FAc 

desglicosilada não pré-incubada. Desf.= Desferoxamina. Resultados significativos em 

relação ao controle: p<0,05. ** significativo. ***: muito significativo. 100%: 2,4µmol 

pNPP/min. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

A figura 25 mostra que a exposição da FAc de mamona desglicosilada a 

2,5M de H2O2 praticamente não afetou a atividade enzimática, inibindo-a cerca de 

5%, ao contrário do que foi observado para a enzima nativa (figura 19). Isso era 

esperado, uma vez que já havíamos constatado uma resistência ao H2O2 maior 

para a enzima desglicosilada do que para a nativa. A adição de DTT ou GSH ao 

meio de reação quase não alterou a atividade enzimática, em relação ao ensaio 

utilizando apenas a enzima exposta a H2O2. Contudo, a combinação desses dois 

compostos foi capaz de reverter, ainda que cerca de apenas 5%, a inibição da 

atividade enzimática causada por exposição ao H2O2. 

Reação 1mM GSH + 0,25mM desf. 

Reação 1mM DTT + 1mM GSH 
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Reação 1mM DTT 
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FAc pré-incubada 10’
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 Ainda observando a figura 25, podemos notar que a combinação de GSH e 

desferoxamina elevou cerca de 10% a atividade enzimática, evidenciando que 

houve uma pequena proteção. 

 

4.8 Eletroforese em condições não desnaturantes 

 A fim de avaliar o estado das FAcs e confirmar a desglicosilação da FAc de 

mamona, realizamos eletroforese em condições não desnaturantes. Aplicamos 

amostras das FAcs de mamona nativa e de rim bovino nativas e fervidas, a fim de 

comparar a movimentação da enzima nativa e sabidamente desnaturada por calor 

no gel. Esperávamos que tal comparação permitisse inferir o estado de cada FAc 

nativa, uma vez que caso a movimentação da enzima coincidisse com a da FAc 

desnaturada, poderíamos afirmar que a FAc estava desnaturada, mesmo sendo 

armazenada a -20ºC. Também aplicamos amostra da FAc de mamona 

desglicosilada, sendo que em um poço não fervemos a amostra antes de aplicar e 

em outro realizamos tal procedimento. Além disso, utilizamos a FAc de mamona 

submetida a 24h de incubação a 37ºC, como controle do processo de 

desglicosilação. Esperávamos confirmar a desglicosilação através da 

movimentação diferencial da FAc de mamona incubada com endoglicosidase H 

em relação à enzima nativa. 

 Nossos resultados (figura não mostrada) não permitiram ampliar as 

informações sobre o estado das FAcs, uma vez que não houve coloração alguma 

no gel, exceto a obtida para o marcador de peso molecular, em todas as 

triplicatas. Assim, a coloração do marcador de peso molecular garantiu que a 

eletroforese foi bem sucedida, uma vez que sempre conseguimos repetir tal 

resultado. Porém, nenhum sinal de proteína foi possível ser detectado no gel, em 

nenhum dos poços. 

 O aumento da quantidade de proteína aplicada a cada poço (50 ou 100µg) 

tampouco foi suficiente para obtermos bandas de proteína. Tentamos diminuir o 

percentual de poliacrilamida do gel de corrida, realizando a eletroforese em gel de 

corrida a 7,5% de poliacrilamida. Contudo, para ambas as FAcs, os trabalhos 
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realizados logo após sua purificação utilizaram eletroforese em condições não 

desnaturantes com gel de corrida a 10% (Granjeiro, M., 1994; Granjeiro, P., 1998).  

Assim, hipotetizamos que a eletroforese teve sucesso, porém as FAcs não 

conseguiram atravessar o gel de empacotamento ou o gel de corrrida, 

permanecendo no local de aplicação da amostra. Evidências de que as enzimas 

estavam parcialmente polimerizadas e desnaturadas sugerem que talvez as FAcs 

estivessem em um estado de agregação das moléculas que impediu que estas 

atravessassem a malha do gel, resultando na ausência de coloração do gel após a 

corrida. 

  

 

5. Conclusões 

 A observação de nossos resultados permitem uma série de conclusões a 

respeito do efeito de H2O2 sobre a atividade de duas FAcs com cisteína no sítio 

catalítico: 

ð As FAcs utilizadas não estavam totalmente ativas, apresentand valores 

de Km e de Vmáx diferentes dos obtidos nos trabalhos logo após a purificação; 

 ð Em presença de H2O2, detectamos duas respostas bastante diferentes: a 

FAc de mamona mostrou-se muito resistente a esse composto, enquanto que a 

FAc de rim bovino foi bastante sensível;  

 ð A presença de carboidrato na FAc de mamona não é suficiente para 

explicar a resistência, já que a retirada da cadeia de açúcar elevou ainda mais a 

resistência da enzima; 

 ð Hipotetizamos que a diferença de comportamento na presença de H2O2 

se deve a diferenças no estado de oxidação da cisteína de cada uma das enzimas 

na presença desse composto;  

 ð O sítio catalítico da FAc de mamona provavelmente atinge um estado de 

ácido sulfênico, enquanto que o da FAc de rim bovino talvez chegue a estado de 

ácido sulfínico ou sulfônico;.  

 ð Compostos protetores de danos por oxidação, como DTT e GSH, têm 

efeitos diferenciados em cada uma das FAcs; 
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 ð Desferoxamina não se mostrou eficaz na recuperação da atividade 

enzimática; 

 Assim, nossos resultados, em conjunto, sugerem que pode haver 

mecanismos diferentes de oxidação do sítio catalítico de cada uma das FAcs, 

mecanismo esse que não parece estar diretamente relacionado à presença de 

carboidrato na estrutura da enzima. Esses diferentes processos de oxidação 

podem levar a estados reversíveis ou irreversíveis de oxidação da cisteína do sítio 

ativo, resultando talvez em diferentes sensibilidades das enzimas ao H2O2. 
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