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RESUMO

As proteinas tirosina fosfatases (PTP) (EC 3.1.3.48) sdo enzimas regulatérias chaves
que participam na transdugdo de sinal e sdo essenciais na regulagdo do crescimento,
diferenciacao, ciclos celulares, na transcricio génica, resposta imune e outros processos.
Esta ciasse de enzimas, que contém cisteina no sitio ativo, pode ser inativada por agentes
oxidantes. Neste trabalho, estudamos os efeitos de perdxido de hidrogénio e t-butil
hidroperéxido, compostos que induzem estresse oxidativo, na atividade de uma PTP
purificada de membranas de linfocitos humanos, indicativamente a CD45.

A PTP foi purificada de membranas de linfécitos humanos airavés de cromatografias
de troca ibnica (DEAE Sepharose) e exclusdo molecular (Sephacryl S-200). A purificagéo
enzimatica foi acompanhada por SDS-PAGE e eletroforese bidimensional. A atividade
enzimatica foi determinada através de incubagdo a 37°C por 30 min em pH 5,0 em presenca
de 5 mM de p-nitrofenil fosfato (pNPP) como substrato. A enzima obtida da cromatografia de
exclusao molecular apresentou uma massa molecular relativa de aproximadamente 200 kDa,
reconheceu mais eficientemente tirosina fosfato (cerca de 3,2 vezes) come substrato quando
comparado ao pNPP, e foi inibida por inibidores especificos de PTP, tais como vanadato
(40%), pervanadato (100%), p-cloromercuribenzoato (20%) and Cu® (95%). Acido okadaico,
um inibidor especifico de serina e treonina proteina fosfatases, nio afetou a atividade da
PTP de membranas de linfécitos. Estes resultados de caracterizagao sugerem fortemente
que a PTP purificada de membranas de linfécitos humanos é a CD45. Perdxido de
hidrogénio e t-butit hidroperéxido inibiram a atividade dessa proteina com valores de 1Cs
(concentracdo do composto que produz 50% de inibicio enzimatica) de 50 uM e 16 mM,
respectivamente. Glutationa reduzida (GSH) protegeu parcialmente a enzima contra estes
oxidantes, porém protegies totais foram obtidas quando se adicionava 250 uM de
desferoxamina ao meio de ensaio. Nossos resultados sugerem que essa proteina pode ser
regulada por alteragéo do estado de oxidag&o dos grupos funcionais do sitio ativo ¢ que esta
regulagio poderia fornecer um mecanismo de controle celular através de espécies reativas
de oxigénio.



ABSTRACT

Profein phosphatases, that dephosphorylate proieins in residues of threonine, serine
and tyrosine, are a class of enzymes that can be stressed by compounds present in oxidant
or reductant environments. In particular, the protein tyrosine phosphatases (PTP) (EC
3.1.3.48) are key regulatory enzymes that participate in signal transduction and are essential
for regulating cellular growth, differentiation, cell cycle, gene transcription, immune response
and other processes. This class of enzymes, which contain cysteine in the active site, can be
inactivated by oxidant reagents. In this work we have studied the effect of hydrogen peroxide
and {-butyl hydroperoxide, compounds that induce oxidative stress, on a purified PTP (CD45)
from membrane human lymphocytes.

PTP was purified from human lymphocyte membranes through ion exchange {(DEAE
Sepharose) and molecular exclusion (Sephacryi S-200) chromatographies. The enzyme
purification was followed by SDS-PAGE and 2D electrophoresis. The enzyme activity was
determined by incubation at 37°C for 30 minutes at pH 5.0 in presence of 5 mM p-
nitrophenylphosphate (pNPP) as substrate. The enzyme obtained from molecular exclusion
chromatography had a relative molecular mass of approximately 200 kDa, recognized more
efficiently tyrosine phosphate (about 3.2-fold} as substrate when compared with p-NPP, and
was inhibited by specific PTP inhibitors, such as, vanadate (40%), pervanadate (100%), p-
chloromercuribenzoate (20%) and Cu® (95%). Okadaic acid, a specific serine and threonine
protein phosphatases inhibitor, did not significantly affect the lymphocyte membrane PTP
activity. These characterization results strongly suggest that the membrane PTP purified from
human lymphocytes was the CD45. Hydrogen peroxide and t-butyl hydroperoxide inhibited
the CD45 activities with 1Cs; {concentration of compound that produces 50% enzyme
inhibition) values of 50 yM and 16 mM, respectively. Reduced glutathione (GSH} partially
protected the enzyme against these oxidations, but full protections were observed when 250
pM deferoxamine were added to the assay medium. Our resuits suggest that CD45 can be
regulated by altering the oxidation state of active site functiona! groups, and that this
regulation could provide a mechanism of cell control by reactive oxygen species.



INTRODUCAO

1. INTRODUGAO

1.1 Linfécitos

Linfocitos sdo células do sistema imune presentes tanto na circuiacde sanguinea
quanto na linfatica, sendo capazes de transitar pelos tecidos. Reconhecem e respondem a
uma grande variedade de antigenos e por isso sd0 mediadores da resposta imune.

Os linfocitos consistem de subclasses distintas, que possuem diferentes fungdes. Os
linféeitos B reconhecem antigenos extracelulares tdo bem quanto antigenos na superficie da
céiula e se diferenciam em células secretoras de imunogiobulinas, assim, funcionando como
mediadores da resposta imune humoral.

Os linfocitos T sio divididos em popuiagdes funcionalmente distintas, as células T
helper e T citotoxico. Ambos reconhecem e respondem a antigenos ligados ao complexo de
histocompatibilidade (MHC) na superficie de outras celulas. Em resposta a estimulacéio ao
antigeno, as ceélulas T helper secretam citocinas que estimulam a proliferagio e
diferenciagio das células T, células B, macrofagos e outros leucdcitos. Linfécitos T
citotoxicos lisam células que expressam antigenos, como por exemplo, células infectadas
por virus ou bactérias. Alguns linfocitos, denominados T supressores, tém a fungéo de inibir
o sistema imune. Uma terceira classe de linfocitos sdo as células Natural Killer (NK), que
estao envolvidas na imunidade inata contra virus e microrganismos intracelulares.

Os precursores dos finfocitos surgem na medula 6ssea das mesmas células-tronco
pluripotenies que dao origem as demais células sanguineas. Algumas células da medula
ossea se tornam comprometidas a progenitores linféides que darao origem as células B, Te
NK. A maturagado das célutas B acontece no figado fetal, e apds o nascimento, na medula
Ossea. As células T deixam a medula e vao até o timo onde completam sua maturagio.
Destes d6rgaos, os linfocitos, através da circulagdo sangilinea, migram para os 6rg3os
linfdides periféricos {ou secundarios) onde se proliferam e se diferenciam de acordo com
antigeno especifico. Dentre os principais orgdos linféides secundarios estfio o bacgo, as
tonsilas, os linfonodos, as adendides, o apéndice e as Placas de Peyer.
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por Roberta R.R.Sousa

Figura 1. Linfécitos e suas respectivas fungdes no sistema imunolégico.

Linfécitos T em desenvolvimento ndo apresentam receptores de célula T (TCRs), nem
CD4 ou CD8, proteinas transmembranas que caracterizam o linfécito T helper (CD4") e
citotoxico (CD8"), respectivamente. Os TCRs, juntamente com outras subunidades
denominadas CD3, participam da ativacdo de células T em resposta a presenca de um
antigeno, hormdnio ou qualquer outro efetor.

Os linfocitos sdo responsaveis pela producdo de diversas substancias, dentre elas,
mediadores inflamatorios como as citocinas (peptidios sollveis secretados por uma
variedade de células). Estas incluem os interferons (INF-a, B e y) e interleucinas (IL) (Wallace
and Keast, 1992; Yassad ef al., 1997).
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1.2 Fosforilagdo e desfosforilagio de proteinas

A fosforilagdo de proteinas, catafisada por proteinas quinases, € uma modificacio
poés traducional muito comum utiizada para a regulagdo de diversos processos importantes
para a vida celular (Mustelin et a/, 2004). O processo antagdnico de desfosforilacio de
proteinas, catalisado por proteina fosfatases, é importante para manter o nivel adequado de
proteinas fosforiladas. Em particular, a fosforilagdo e desfosforilagio de residuos de serina,
treonina e tirosina em proteinas tém emergido como evento chave na regulagéo da divisao,
diferenciacao, desenvolvimento celular e apoptose, regulagéo do metabolismo e expressao
génica, contragdo, transporte, locomogao celular, aprendizado e memodria (Johnson and
Barford, 1993; Trowbridge, 1991; Denu et al, 1996; Harrison ef al, 1899; Zhang, 2001).
Acredita-se que 30% das proteinas intracelulares sejam fosfoproteinas e que cerca de 4% do
genoma eucariotico codifique proteinas quinases e fosfatases, o que confirma a importancia
destas duas classes de enzimas (Jia, 1997).

As atividades das enzimas quinases e fosfalases sdo cuidadosa e fortemente
reguladas in vivo. Niveis inadequados na atividade dessas enzimas podem proporcionar
consegiiéncias graves que incluem neoplasias, diabetes, inflamagio e doencas resultantes
de defeitos imunolégicos (Harrison ef al., 1999; Alexander, 2000, Zhang, 2002; Schade and
Levine, 2003).

1.3 Fosfatases

As fosfatases (ortofosfato monoéster fosfohidrolases — E.C.3.1.3.2) sao
enzimas da classe das hidrolases que catalisam a desfosforilagio de monoésteres
de fosfatos (Hollander, 1971). enzimas podem ser divididas em trés grupos: proteinas
fosfatases, fosfatases 4cidas e fosfatases alcalinas (Jia, 1997; Bemier & Wang,
1995). Estas hidrolases estéo amplamente distribuidas nos diferentes tecidos (Duff ef
al., 1994, Ferreira ef al, 1999) e compartimentos celulares (Lee, 1988).

As fosfatases acidas apresentam um pH étimo para catélise em torno de 5,0 e
utilizam como substratos compostos com baixa massa molecular, como por exemplo,
acucares e dlcoois fosforilados. Estas enzimas estio amplamente distribuidas em
vertebrados (Granjeiro et al., 1997; Buzalaf ef a/,, 1998), plantas (Duff et al,, 1994, Ferreira of
al, 1998; Granjeiro ef al., 1999) e microorganismos (Moulay and Robertgero, 1995; Gonzalez
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et al, 1993). Aiguns tecidos contém mais de um tipo de fosfatase acida, diferindo na massa
molecular, localizacdo nas células, especificidade por substratos e sensibilidade a inibidores
{Vincent et al, 1992). No sangue, esta enzima pode ser encontrada nos eritrocitos,
leucocitos, plasma, onde algumas vezes & utilizada como meio de diagnostico para
algumas doencas (Granjeiro, 1994; Ben-Arie ef al, 1999). Estudos citoguimicos
revelaram a presenca desta enzima em diferentes locais da célula como niicleo,
mitocondrias, membranas, lisossomo, Complexo de Golgi e reticulo endoplasmatico
(Lee, 1988). Alguns tecidos contém mais de um tipo de fosfatase acida, diferindo na massa
molecular, localizacio nas células, especificidade por substratos e sensibilidade a inibidores
(Vincent et al, 1992). Fosfatases acidas de mamiferos sao classificadas de acordo com sua
massa molecular relativa (Mr) em alta Mr (acima de 100 kDa), intermediaria Mr (20 a 100
kDa), e baixa Mr (abaixo de 20 kDa), e sao inibidas, respectivamente, por tartarato, fluoreto e
p-cloromercuribenzoato. As fosfatases de alta e intermediaria Mr podem apresentar em suas
estruturas fetro, zinco ou magnésio e carboidratos (Granjeiro ef al., 1997).

As proteinas fosfatases (PPs) hidrolisam proteinas fosforiladas em residuos de
serina/treonina efou tirosina, sendo denominadas proteina Ser/Thr fosfatases e proteina
tirosina fosfatases (PTP), respectivamente (Jia, 1997; Harrison et al, 1999, Wang ef al,
1989). As primeiras séo inibidas especificamente pelo acido okadaico, e as Ultimas pelo
vanadato. A importancia das proteinas fosfatases se deve a sua participagio em processos
como arranjo de microtubulos, crescimento, diferenciagéo e proliferacdo celuiar, uma vez
gue as mesmas podem regular a atividade de outras enzimas por desfosforilacao de
residuos de serina, treonina e tirosina (Garcia et al., 2003; Alonso et al., 2004).

1.3.1 Proteinas Tirosina Fosfatases

As PTPs sao uma familia estruturalmente diversa, compreendendo receptores com a
habilidade de transmitir sinais diretamente através da membrana e enzimas citoplasmaticas
que agem tanto posttiva como negativamente no controle da fungdo celular (Walton and
Dixon, 1993; Harrison et al., 1999; Preneta ef al,, 2002; Aoyama ef al., 2003, Zhang, 2003;
Stoker, 2005) como crescimento e diferenciacéio celular, metabolismo, ciclo ceiutar,
comunicagao célula—-célula, migragcdo celular, reposta imune, transcricio génica, canais de
ions e sobrevivéncia. Fosforilagdo anormal de tirosina esta associada a muitas doencas
humanas, incluindo cancer, diabetes, artrite reumatica e hipertensao (Zhang, 2001).
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O genoma humanc codifica relativamente poucas serinaftreonina fosfatases
especificas, mas pelo menos 107 genes que codificam enzimas da familia das tirosina
fosfatases foram identificadas, sendo que 20 sdo enzimas tipo-receptor com um ou dois
dominios cataliticos na porgéo intracelular (Mustelin ef al., 2004; Alonso ef al., 2004).

Com base na funcéo, estrutura e seqiiéncia, as proteinas tirosina fosfatases podem ser
agrupadas em quatro familias principais: proteinas tirosina fosfatases especificas, proteinas
fosfatases cdc25, proteinas fosfatases de especificidade dual e proteinas fosfatases de baixa
massa molecular (Wang et af., 2003; Pills and Schultz, 2004).

A. Proteinas Tirosina Fosfatases Especificas hidrolisam apenas proteinas contendo
residuos de tirosina fosforilados. Apresentam alta massa molecular relativa. Todas
apresentam um dominio catalitico de aproximadamente 240 residuos de aminoacidos, dos
quais 71 sao altamente conservados. Podem ser divididas em dois grupos: PTPs tipo
receptores (RPTPs) e intracelulares (Neel and Tonks, 1997; Li and Dixon, 2000; Zhang,
2001). PTPs tipo receptores, exemplificadas pelas CD45 e PTPq, sdc enzimas modulares,
consistindo geralmente de uma UGnica regido transmembrana, um ou dois dominios PTP
citoplasmaticos e um dominio extracelular, semelhante & fibronectina, o qual se liga a
efetores extracelulares. Portanto, estas fosfatases estéio envolvidas na comunicaciio céluta-
célula e transducao de sinal (Hertog, 1999; Alexander, 2000).

B. Proteinas Fosfatases com Dupla Especificidade (dual), como por exemplo, tipo
VH1, cdc25, MAP-1, sdo capazes de hidrolisar tanto proteinas com fosfotirosinas como
proteinas com fosfoserina ou fosfotreonina, possuindo mais afinidade por fosfotirosina. Esta
caracteristica dual parece estar associada & menor profundidade do sitio ativo de
aproximadamente 6 A nas PTPs de especificidade duai ¢ 9 A nas PTPs especificas {Zhang,
2001).

Algumas ainda hidrolisam outros substratos tais como flavina mononucleotideo (FMN)
e acucares fosforilados (Granjeiro ef al., 1997a), no entanto, a especificidade desta fosfatase
por residucs de aminoacidos é maior (Takagi et al., 1997; Maehama and Dixon, 1998;
Zhang, 2001). Estas fosfatases apresentam importante papel na regulagio da transducgio de
sinal mitogénico e controlam o ciclo celular (Wu and Sun, 1999).

C. Fosfatases Cdc25 sfio enzimas reguladas por fosforilagdo, exibem especificidade
dual e estao relacionadas com o controle da diviséo celular. (Zhang ef al, 2002; Zhang,

7



INTRODUCAQO

2003). Existem trés cdc25 especificas (A, B e C), que colaboram para o controle de
diferentes pontos de checagem no ciclo celular.

Apesar das cdc25 também apresentarem dupla especificidade, a sequéncia de seu
sitio ativo & muito diferente da familia tipo VH1 e s&o classificadas numa subfamilia separada
por serem mais distantemente relacionadas aos demais membros da familia das PTPs, tanto
com rela¢do a estrutura primaria quanto terciaria.

D. Proteinas Tirosina Fosfatases de Baixa Massa Molecular Relativa (~20KDa) nio
compartitham nenhuma homologia com qualquer ouira PTP, exceto pelo padrac de residuos
do sitio ativo e peio mecanismo de catdlise. Hidrolisam residuos de tirosina fosforitados e
possuem um importante papel na regulagcio da proliferacao celular (Zhang, 2001; Raugei et
al., 2002). A aita expressao destas enzimas inibe a proliferacdo de células normais e
transformadas (Harrison ef al., 1999).

Todas a PTPs, incluindo aquelas que desfosforilam inositol D3-fosfolipideos (Mahema
and Dixon, 1998) ou RNA, usam o mesmo mecanismo catalitico baseado na cisteina. Um
intermediario fosfo-cistenil é formado e hidrolizado com a ajuda de um acido aspartico que
age como uma base geral (Mustelin, 2004) (figura 2). A especificidade restrita para
fosfotirosina em PTP é devido a alga catalitica de 9A de profundidade (Barford ef al., 1999)

(figura 3).
y [

A) PTP-Cys-SH =—= PTP-Cys-§ © 0'\
Q

Asp 181—>— o
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B) pYP-Cys-S-E\ % —— PIP.CysSH + &
o " (slow) HO’E?OH

Figura 2. Esquema do mecanismo de catalise de uma PTP.
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A presenga de cisteina no sitio ativo & responsavel pela caracteristica comum das
proteinas tirosinas fosfalases de serem inibidas especificamente pelo vanadato,
pervanadato, p-cloromercuribenzoato e outros agentes oxidantes (Tonks and Neel, 1996;
Tsiani and Fantus, 1997; Jin ef al, 2000). Todas PTPs sdo caracterizadas pela sensibilidade
ao© vanadato, habilidade de hidrolisar p-nitrofenolfosfato, insensibilidade ao acido ckadaico e
nao precisar de ions metalicos para catalise,

Alca flexivel
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O==H==0 po
~ - residuo dobradiga
*\.
{ "~
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' FX
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=
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Alga PTP

Figura 3. Esquema do sitio catalitico de uma PTP. O loop consiste de residuos de
aminoacidos que compde a seqiéncia assinatura [IV]JHCXAGXXR[S/TIG onde: | - lle, V-
Val, H- His, C- Cys, A-Ala, G- Gly, R- Arg, S- Ser, T- Thr e X - qualquer aminoacido.
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1.3.2 Modulacgio da atividade das PTPs

Modulagao por Fosforilagédo

Um mecanismo geral da regulagio da atividade de PTPs € através da fosforilagdo. A
fosforilagao de residuos de serinaftreonina especificos dos dominios nao cataliticos podem
regular as PTPs de modo negativo ou positive. Para varias PTPs, incluindo PTP-1B e SHP-1,
a ativagdo pela fosforilacdo ja foi descrita (Ostman and Bohmer, 2001).

Modulagédo por Dimerizagao

As PTPs tipo receptor (RPTP) podem ser reguladas por dimerizacdo. A primeira
evidéncia de dimerizacdo como um mecanismo regulatério para atividade de RPTP veio de
estudos com uma proteina quimérica consistindo de uma porgéo extracelular de receptor de
crescimento epidermal (EGFR) e um dominio intracelular do RPTP, CD45. A dimerizagio
induzida por ligantes EGFR/CDA45 levava a inativacdo funcional da CD45, sugerindo que a
dimerizacgao inibe a atividade da CD45 (Desai et al., 1993).

Recentemente, Blanchetot e colaboradores (2002) mostraram que a dimerizagéo de
RPTP era regulada por oxida¢do e os dimeros de RPTPs eram estabilizados por estresse
oxidativo.

Modula¢do Quimica

No mecanismo de ativagdo de uma PTP de baixa massa molecular relativa, Wang e
colaboradores (2000) mostraram que uma molécula de agua participava do sitio ativo da
enzima. Em nosso laboratorio, realizamos um estudo detalhado com compostos purinicos e
cbservamos efeitos diferenciados de adenina, guanina e acido Urico na atividade de uma
PTP de rim bovino (Granjeiro et al., 2002). Observamos ainda que a inativagéio desta PTP
por surfactantes anifnicos envolvia tanto interagdes eletrostaticas como hidrofébicas
{Granjeiro et al., 2004). Avaliamos também o efeito dos flavondides quercetina e morina, que
apresentaram efeitos antagdnicos sobre a atividade da mesma enzima (Miranda et al,
2005).

Modulagao por Oxido-Redugiio

A oxidacdo reversivel de PTP & um mecanismo de regulagio da atividade desta
enzima. Oxidagio da cisteina do sitio catalitico bloqueia a capacidade dessas enzimas de
desfosforilar seus alvos, visto que a catdlise &€ mediada peia transferéncia de grupos fosfatos
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do substrato a cisteina do sitio ativo, seguida pela rapida hidrolise do fosfato. Em geral,
oxidacao do residuo de cisteina a acido sulfénico & reversivel, enquanto a oxidagio a acido
sulfénico e acido suifinico sdo irreversiveis.

Diferentes PTPs podem ser inibidas através da irradiacdo UV em células intactas. A
geracdo de espécies reativas de oxigénio induzida por UV e subseqilente oxidagdo
reversivel de PTPs foi proposta como um mecanismo de regulacéo da atividade (Ostman
and Bohmer, 2001).

1.3.3 Fosfatase de Linfécitos

Os leucocitos expressam uma grande variedade de proteinas fosfatasicas citosélicas e
transmembrana (Palou et al., 1997). Os iinfocitos T apresentam pelo menos dois tipos de
proteina fosfatases caracteristicas: uma PTP tipo receptor presente na membrana, & uma
proteina Ser/Thr fosfatase citoplasmatica (calcineurina ou PP2B), as quais apresentam
importante papel na transdugao de sinal culminando com a produgéic de IL-2, que é uma
importante citocina na proliferacio dos linfocitos (Yakura, 1997).

Brito e colaboradores (2005) descreveram a importancia das proteinas fosfatases
CD45 e PP2B nos linfocitos humanos. Alguns autores mostraram que as PTPs presentes na
membrana de linfécitos sdo CD45 e CD148, com as suas respectivas isoformas, sendo a
CD45 a mais expressa (Palou et. al., 1997 e Sasaki ef. al., 2001).

CD148

A CD148, também conhecida por DEP-1, foi definida durante o VI Interacional
Workshop on Lymphocyte Differentiation Antigens por Schraven e colaboradores (1997). No
mesmo ano, Palou e colaboradores identificaram a CD148 como PTP transmembrana do
tipo Hl e Autschbach e c¢olaboradores, em 1999, determinaram a massa moiecular entre 200
e 250 kDa. A proteina apresenta uma porgao extracelular composta por 8 a 10 dominios de
fibronectina Ill, com 970 residuos, um segmento transmembrana com 25 residuos e uma
cauda intracelular de 342 residuos que contém um Unico dominio PTP. A presenga de
dominios de fibronectina [l na porgio exiracelular sugere seu possivel involvimento nos
processos de adesdo célula-célula. Por outro lado, a existéncia de um dominic PTP
intracelular evidencia sua participagdo na transduc&o de sinal (Palou et af, 1997).

A CD148 estd presente na membrana de todas as linhagens hematopoiéticas
humanas, ndo ativadas, sendo fortemente expressa em granulcitos e mandcitos/
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macréfagos. E pouco expressa em linfacitos do sangue periférico, incluindo células T CD4* e
CD8'. Tangye e colaboradores (1998) demostraram que CD148 esta envolvida na ativagdo
de celulas T in vifro, eniretanto, a importancia da CD148 na resposta imune in vivo € ainda
desconhecida (Autschbach ef al., 1999).

CD45

A CD45, uma proteina tirosina fosfatase tipo receptor, € uma glicoproteina de massa
molecular entre 180-230 kDa, expressa exclusivamente em células hematopoiéticas, exceto
eritrocitos maduros e plaquetas (Sasaki ef al,, 2001). Em células T e B eia ocupa cerca de
10% da éarea da superficie celular. E composta de frés porgdes distintas: um dominio
extracelular altamente variavel entre as espécies, um Unico dominio intermembranas e uma
grande regio citoplasmatica, contendo dois dominios, D1 e D2 (figura 4).

A CD45 existe em inOmeras isoformas, resultado de splicings alternativos dos éxons 4
a 6 do RNA (Trowbridge, 1991), que sao geraimente denominados de A, B, C, o que levou
as nomenclaturas usadas para as isoformas de CD45RABC, CD45RB, etc, onde a letra “R”
simboliza “Restrito”, e a letra que segue refere-se ao produto do éxon na isorforma particular.
O termo “CD45R 0" refere-se a isoforma em que todos os trés éxons foram extraidos.

O primeiro dominio citoplasmatico proxime & membrana chamado de D1 tem atividade
PTP, enquanto que 0 segundo dominio D2 nao tem atividade fosfatasica significante devido
a uma mudanga critica nos aminoacidos essenciais para a catalise. Entretanto, o dominio D2
€ requerido para a propriedade de enovelamento e/ou recrutamento do substrato (Frearson
and Alexander, 1996).
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Figura 4. Esquema das estruturas de duas isoformas da CD45,

O papel principal da CD45 é regular positivamente as proteinas da familia Src quinase,
inicializando a sinalizagio através do receptor de células T (TCR) (Mustelin and
Altman,1990). Ratos ¢ humanos com deficiéncia na expressao de CD45 n&do apresentam
habilidade de responder a sinais via TCR-CD3 (Mustelin ef al., 2004). Entretanto, existem
alguns trabaihos mostrando que a CD45 poderia desfosforilar um sitio regulatério positivo em
algumas proteinas da familia Src quinases, levando a inativacéo (D'Oro ef al., 1996). A CD45
poderia também ter outros substratos, como proteinas da familia Jak (lrie-Sasaki ef al,
2001); um papel negativo na ades3o mediada por integrinas (Shenoci ef al, 1999); ¢ um
envolvimento na mielinizacao do sistema nervoso central (Nakahara ef al., 2005).
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1.4 iImportancia do Estado Redox

Uma definicio simplificada do estado redox celular é o grau de oxida¢io (ou redugio)
de varias espécies redox ativas presentes em uma localizagdo particular em um dado
momento (Gilbert ef al, 1990). As principais espécies redox ativas intracelulares incluem
proteinas que contém grupos tidis e cisteinas, giutationa, nucleoctidios de pirimidina e outros
metabdlitos como lactato e piruvato. O estado redox celular é regulado por um grupo
complexo de equilibfio termodindmico acoplado com reagdes redox e metabdlitos.
Realmente, uma célula eucaridtica contém numerosos compartimentos com diferentes
potenciais redox determinados por uma razao de espécies oxidadas/reduzidas. No contexto
da regulacdo redox na transdugio de sinal, estes fatores podem determinar o estado de
oxidacao dos grupos redox de enzimas de sinalizagdo, mediando a resposta do organismo
por mudanga do estado redox celular, como por exemplo, anoxia e inibidores respiratorios
(Chance et al, 1962), jejum e diabetes (Williamson ef al,, 1967) (Thannickal and Fanburg,
2000; Forman ef al., 2002; Chiarugi and Cirri, 2003; Cho ef al., 2004)..

Em uma maneira similar, a atividade de enzimas de sinalizacao podem ser afetadas
por estresse oxidativo causado por elevadas concentragbes de espécies reativas de oxigénio
(EROs) e nitrogénic como os superdxidos e radicais hidroperoxil, H-O,, perGxidos organicos,
radicais hidroxil, 0zonio, 6xido nitrico, diéxido de nitrogénio, peréxinitrito, oxigénio singlete e
acido hipocloroso (Harvathova ef al., 2003; Chiarugi et al., 2005: Tonks, 2005; Buhrman et al,
2005). O estresse oxidativo, ou seja, o desbalango entre a produgdo de EROs e defesa
antioxidante, pode ser resultante do metabolismo nomal (cerca de 2% do oxigénic na
mitocdndria se converte em radicat livre, da alteracio da resposta antioxidante celular ou da
acdo de xenobidticos) e representa significativo papel na etiologia de pelo menos 50 tipos de
doengas, incluindo o cancer. A alteragdc do estado redox celular provoca aumento da
mutagénese e apoptose (Matés and Sanchez-Jiménez, 2000; Fréchet ef al, 2001; Carmody
and Cotter, 2001). e embora varias macromoléculas estejam sujeitas aos ataques de radicais
livres, os nucleotideos livies e 0 DNA podem sofrer os efeitos deletérios priméarios (Allen and
Tresini, 2000; Fréchet et al., 2001).

A incidéncia de doengas relacionadas a processos cancerigenos no organismo
envolvendo a formacao de EROS, tais como perdxido de hidrogénio e o radical hidroxil, vem
merecendo especial atenc&o (Rover Junior ef al., 2001).

Em condicoes fisiologicas existem varios mecanismos de defesa contra a ac¢io dos
oxidantes, tais como: enzimas (superdxide dismutase, catalase, glutationa peroxidase e
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glutationa redutase), moléculas contendo tidcis {(GSH e tiorredoxina) e vitaminas (Gaté et al,
1999).

Na céiula, a glutationa apresenta importante papel na sintese de proteinas, transporte
de aminoacidos, sintese de DNA e RNA, balangco do estado redox, controle da
permeabilidade de ifons na membrana plasmatica e detoxificagio de xenobidticos pela
reacao de conjugacio catalisada pela glutationa transferase (Paolicchi et al., 2002; Filomeni
et al., 2002). A glutationa (y - L-glutamil - L cisteina-glicina) € o mais abundante antioxidante
intraceiular, presente em todas as células metabolicamente ativas. Os niveis normais de
giutationa reduzida em células de mamiferos est&o na faixa de 0,5 a 10 mM/L (Choin ef af,,
1997). Este tripeptidic existe no organismo em suas formas reduzida (GSH) e oxidada
(GSSG), atuando direta ou indiretamente em muitos processos biolégicos importantes,
inciuindo sintese de proteinas, metabolismo e proteco celular (Meister, 1991).

Grande parte da atengdo dada ao H,O, € devida ao seu papel como segundo
mensageiro, o que culmina na ativagio de varias quinases, incluindo a familia das quinases
ativadas por mitégenos (MAPKs) e ativagdo do fator nuclear kappa {NFxB) importante no
controle da apoptose (Kyriakis el al, 1994; Allen and Tresini, 2000; Lee, and Esselman,
2002; Torres, 2003; Foley ef al, 2004). Por outro lado, este agente oxidante atua como
inibidor das PTPs, oxidando um residuo de cisteina no sitio ativo essencial para catalise
(figura 2), levando, portanto, a um aumento de proteinas fosforiladas em residuos de tirosina
na céiula (Denu and Tanner, 1998; Allen and Tresini, 2000; Thomas and Mallis, 2001).
Agentes oxidantes como H;0, podem afetar a fosforilacéo de residuos de tirosina peto efeito
direto ou indireto nas proteinas tirosinas quinases e fosfatases, pela agio da concentracio
de redutores intracelulares e aumento do fluxo através do canat de hexose monofosfato
(Sullivan, et al., 1994).

Diferentes PTPs podem ser inibidas através da irradiacio UV em células intactas. A
gerac@o de EROs induzida por UV e subseqiiente oxidagao reversivel de PTPs foi proposta
como um mecanismo de regulagdo da atividade (Ostman and Bdhmer, 2001).

15



OBJETNVOS

2. OBJETIVOS

Este trabalho teve a finalidade de purificar uma PTP de membrana de linfécitos

humanos e estudar seu comportamento enzimatico in vifro na presenca de agentes

oxidantes, assim como estudar a prote¢io da enzima por agentes antioxidantes. Assim, a

presente dissertacdo contém os seguintes alvos:

a)

b)
c)

d)

e)

Aprimoramento de uma metodologia para purificagdo da PTP de membranas de linfécitos
humanos;

Caracterizacio desta enzima por métodos eletroforéticos e cinéticos.

Determinacido dos parametros cinélicos (Km, V., ulilizandose o
p-nitrofenilfosfato (pPNPP) como substrato;

Estudos do efeito de agentes oxidantes como t-butil hidroperéxido, perdxido de
hidrogénio e pervanadato, com determinacdo da ICs (concentragdo da substancia que
inibe 50% a atividade enzimatica).

Estudos da possibilidade de reversao do efeito oxidativo, através do uso de agentes
antioxidantes, como Aacido ascorbico e glutationa reduzida, na presenca e auséncia de
desferroxamina (quelante de ferro).

16



3. MATERIAIS

MATLRIAS EMETODOS

Os agentes oxidantes (H,O. e t-butil hidroperdxido), antioxidantes (GSH, acido
ascorbico), substratos, resinas cromatograficas, marcadores de massa molecular e outros

composios especificos foram obtidos da Sigma, Merck, Amersham Biosciences e Miilipore.,

Os linfécitos foram obtidos de sangue de voluntarios saudaveis (conforme aprovagio
pela Comissdo de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas — UNICAMP, n®

21972000). A coleta de sangue foi realizada pelo Hemoceniro da FCM — UNICAMP.

4. METODOS

A obtencao da proteina purificada seguiu o seguinte fluxograma:

Fracdo
solivel

Sangue
{4.1) Linfocitos
(4.2) Linfécitos
lisados
(4.2}
ultracenirifugagio
(4.2) Fracao insolavel
membrana
(4.3 A) Cromatografia (4.3 B) Cromatografia
de Troca I6nica E> de Exclus&o Molecular

A proteina obtida da cromatografia de exclusdo molecular foi utlizada para

caracterizacao eletroforética, cinética e para estudos de oxido-redugdo.
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4.1 Obtencao dos linfocitos

Através de centrifugagdo com gradiente, utilizando o reagente Ficoll-Paque™ Plus
(Amersham Biosciences), os linfocitos foram separados dos demais componentes do
sangue. As células foram lavadas 3 vezes com solugio salina.

4.2 Obtenciao da Fosfatase de Membrana de Linfocitos

Os linfocitos obtidos peila cenirifugacdo com gradiente foram ressuspensos em
Tampao Tns-HC! pH 84 50 mM contendo 0,1% [p-mercaptoetanol, 5 mM EDTA,
1 mM EGTA e 150mM NaCl. Os linfécitos em suspensdo, mantidos sob refrigeracio, foram
submetidos a sonicagio por 3 pulsos constantes, com duracdo de 30 s, na poténcia de até
60% (Uttrassom da Sonoplus). A solugdo de células lisadas foi centrifugadas a 10.000 x g
por 10 min, a 4°C. O precipitado, contendo células nZo lisadas, foi descartado e o
sobrenadante resultante foi submetido a ultracentrifugacdo de 100.000 x g por 1 hora. O
precipitado foi ressuspenso em Tampdc Tris-HCI pH 84 50 mM contendo 0,1% B-
mercaptoetanol, 5 mM EDTA, 1 mM EGTA, 150 mM NaCi e 0,5% de Triton X-100, para
solubilizacao das proteinas das membranas. Para auxiliar este processo, a suspensao de

membranas foi submetida a uma sonica¢do, no mesmo equipamento citado anteriormente,

com 3 pulsos constantes de 30 s de duragao.

4.3 Purificagédo da PTP de membrana

Para purificacdo da proteina, foram realizadas cromatografias em sistema FPLC
(Pharmacia). Para acompanhar a purificagéo, foram realizadas a dosagem da atividade
fosfatasica, a quantificacdo de proteinas, por leitura a 280 nm, além de eletroforese SDS-
PAGE.

A) Cromatografia de Troca I6nica

Apdés 12 horas sob refrigeracdo, o precipitado ressuspenso foi submetido a
cromatografia de troca idnica, DEAE Sepharose (6 x 2,6 cm), equilibrada em Tampao Tris-
HCI pH 8,4 50 mM contendo 0,1% p-mercaptoetanol, 5 mM EDTA, 1 mM EGTA, 150 mM
NaCl A e 0,056% triton X-100. O fluxo foi de 1,0 mL/min. O gradiente salino variou de 0,15 -
1,0 M, com step em 200 mM por 5 volumes de coluna. Foram celetados 3mL por tubo.
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B) Cromatografia de Exclusao Molecular

As fragbes eluidas da DEAE Sepharose que apresentaram atividade fosfatasica foram
submetidas & cromatografia de exclusdc molecular, Superdex S-200 (60 x 1,5 cm),
equilibrada com Tamp&o 50 mM Tris-HCI 50mM pH 8,4 contendo 50 mM NaCl, 5 mM EDTA,
1 mM EGTA, 1 mM fosfato, 5% glicerol, 0,01% B-mercaptoetano! e 0,05% Triton X-100. O
fluxo foi de 0,3 mi/min, Foram coletados 3mL por tubo. O volume de amostra nao

ultrapassou 5% do volume da coluna.

4.4 Eletroforese

A) Gel SDS-PAGE

A mobilidade eletroforética em condigbes deshaturantes foi determinada por
eletroforese em gel vertical de 5 e 7,5% de poliacritamida e em gel de gradiente linear
vatiando de 5 a 15% de poliacrilamida. As solugdes de poliacrilamida foram preparadas em
tampao Tris-HCI 0,375 M (pH 8,8) contendo 0,1% de SDS e poiimerizadas em placas (16,0 X
18,0 cm). Para formar o gradiente linear, as solucbes de 5 e 15% de acrilamida foram
misturadas de maneira a formar o gradiente. Os dois compartimentos da cuba SE 600
(Amersham Biosciences), foram preenchidos com o tampéo de corrida (0,192 M de glicina,
25 mM de Tris-HCI (pH 8,3) e 0,1% SDS,).

As amostras para a corrida (50 pg de proteina) foram preparadas tomando-se 1 volume
de cada amostra ¢ 1 volume do tampéo de amostra (10% de glicerol, 4% SDS, 0,08% do
tampéac Tris-HCI 1M (pH 6,8} e 2 gotas do azul de bromofencl 0,2%). A corrida eletroforética
foi realizada durante 5h a 120V. O azul de bromofenol foi wtilizado como marcador da
corrida.

As proteinas utilizadas como marcadores de baixa massa molecular foram fosforilase b
(94kDa), soroalbumina bovina (BSA) (67kDa), ovalbumina (42kDa), anidrase carbdnica
(30kDa), inibidor de tripsina de soja (20kDa) e a-lactalbumina (14,4kDa) e as utilizadas como
marcadores de alta massa molecular foram tiroglobulina (669kDa), ferritina (440kDa),
catalase (232kDa), lactato desidrogenase (140kDa) e BSA (67kDa).

A colorag@o do gel foi realizada durante 12 horas com uma solugdo contendo 0,025%
de “Coomassie Briliiant Blue R250” em 40% de metanol e 7% de acido acético glacial em
agua. A descoloragao foi obtida apds lavagens sucessivas em uma solugéio contendo 7% de
acido acético glacial, 40% de metanol em agua deionizada. Os géis foram armazenados em
50% de gilicerol em agua.
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B) Eletroforese de duas dimensoes em gel de Poliacrilamida (2D)

Focalizagao Isoelétrica (Primeira Dimenséo)

As amostras de proteinas foram precipitadas em 10% acido tricloroacético (TCA) em
acetona por 30 min a —20°C, e em seguida centrifugadas a 10.000xg por 10 min. As
proteinas precipitadas foram solubilizadas em 250uk de solucic de re-hidratagéo (DeStreak
Rehydration Soiution) na qual foi adicionado 5 ul dos anfélitos (IPG buffer, pH 3-10).

A solucdo de re-hidratagdo contendo a amostra e IPG Buffer foi colocada na canaleta
(strip holder), juntamente com a fita (Immobiline sirip), e recoberta com 1,0 mL de dleo
minerai (Fluid Cover) para evitar a evaporacao dos reagentes durante a re-hidratagdo. As
fitas IPG de 13 cm, com gradiente finear de pH 3-10, foram re-hidratadas no equipamento
para a focalizacdo isoelétrica (/PGphor) durante 12 horas, & temperatura ambiente, sendo
que nas 5 horas finais foi aplicado 500V.

No primeiro estagio de focalizagao isoeléfrica foi utilizado 500V até atingir 0,5 kVh: no
segundo estagio, 1000V até 1 kVh; no terceiro estagio, 8000V até 14,5 kVh e 500V até
atingir 20kVh totais. Depois da focalizagdo isoelétrica as fitas IPG foram equilibradas em
duas solucbes redutoras de pontes de dissulfeto. A primeira solugdo de equilibrio era
composta por 50 mM Tris —HCI (pH 8,8), contendo 8 M uréia, 30% (viv) glicerol, 2% SDS, 2%
DTT e 0,002% azul de bromofenol. A segunda solugdio possuia 2,5% acido iodoacético no
lugar no DTT (Gdrg et al, 1987). As fitas foram equilibradas por 15 minutos em cada
solugao.

SDS-PAGE (Segunda Dimensio)

Depois de equilibradas, as fitas IPG foram colocadas sobre o gel da segunda dimensao
SDS PAGE (item 4.4 A) e cobertas com uma solugio 0,5% de agarose em tampdo Tris-
glicina (25 mM Tris-HCI, 192 mM glicina e 0,1% SDS) contendo 0,002% de azul de
bromofenol.

A separacgio eletroforética das proteinas foi feita 4 temperatura ambiente em cuba SE
600 (Amersham Biosciences). Na primeira etapa, foram aplicados 90V fixos durante 30
minutos. Na segunda etapa, 25 mA por gel e 120V durante, aproximadamente 5 horas.

A coloragao do gel foi realizada com uma solugao 0,025% de “Coomassie Brilliant Blue
R250" como descrito anteriormente no item 4.4 A,
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4.5 Dosagem de proteinas totais

A proteina foi quantificada pelo método de Bradford (1976), utilizando a albumina de
soro bovino como padrdo. A reagado foi iniciada pela adicio de 0,4 mL do reagente de
Bradford, adquirido da BioRad, a 0,05 mL da amostra em 1,55 mL de agua. Apds 5 min, a
leitura da absorbancia foi feita a 595 nm.

4.6 Determinacao da Atividade Enzimatica

A) Por formacao de p-nitrofenol |

A atividade enzimatica foi determinada através da formag&o do p-nitrofenol, utilizando-
se p-nitrofenil fosfato (p-NPP) como substrato. Para um volume final de 1,0 mL, a mistura de
incubagéo continha 100 mM de tampéo acetato de sodio (pH 5,0) e 5,0 mM de p-NPP. Apds
adicdo da enzima, incubou-se por 40 min a 37°C e a reagéo foi paralisada pela adigo de
1,0 mL de NaOH 1,0 M. A formagdo do p-nitrofencl, que em meio alcalino apresenta
coloracéo amarelada, foi determinada espectrofotometricamente pela leitura da absorbancia
a 405 nm, tomando-se o valor de 18.400 M" ¢cm™ como coeficiente de extingao molar do p-
nitrofenoxido (Chaimovich and Nome, 1970). Uma unidade enzimatica (UE) foi definida como
a quantidade de enzima necessdria para produzir 1 pmol de p-nitrofenol por minuto. A
atividade especifica (AE) é dada pela relacao UE/ mg de proteina.

B) Por formacao do fosfato inorganico

Em alguns casos, a atividade enzimética foi determinada através da quantificagio do
fosfato inorgénico produzido durante a hidrélise do substrato (p-NPP), como descrito por
Sumner (1944). A mistura de incubagao foi a mesma descrita no item anterior. A paralisagio
ocorreu pela adigdo de 0,5 mL de &cido sulfurico 0,25 M. A coloragéo foi desenvolvida pela
adicao de 1,0 mL de molibdato de aménio 2,5% (em acido sulfurico 2,0 M) e posterior adigio
de sulfato ferroso 10%, como redutor. Apdés 30 min a temperatura ambiente, o produto
formado, azul de mofibdénio, foi determinado pela medida da absorbancia a 700nm
(coeficiente de extingdo molar de 4.000 M cm™).

4.7 Determinacéo dos Parametros Cinéticos (Km, Vmax) na auséncia e na
presenca dos agentes oxidantes.

Os parametros cinéticos, Km e Vmax, foram determinados através do ajuste da curva
(V x [8)) utilizando o modelo da hipérbole retangular.
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4.8 Efeito de agentes oxidantes na atividade da enzima

A atividade enzimatica foi determinada utilizando-se p-NPP como subsirato, de acordo
com os métodos acima descritos. Foram analisados 0s efeitos dos agentes pervanadato,
H.O. e t-butil hidroperéxido.

4.9 Estudos de reversibilidade e protegao dos antioxidantes.

Foram analisados os efeitos reversiveis e de protegio dos agenies antioxidantes
glutationa, acido ascérbico (Método 4.5 A) e flavondides (Método 4.5 C). A afividade
enzimatica foi determinada na presenca dos agentes oxidantes na concentracdo de iCs
(concenfracao do composto gue inibe em 50% a atividade enzimatica) e em diferentes
concentragies dos possiveis agentes antioxidantes.

Para avaliar o efeito protetor dos antioxidantes, a enzima foi pré-incubada durante 5
minutos a 25°C, juntamente o possivel agente protetor e a reagao foi iniciada pela adi¢ao do
substrato pNPP com o0 agente oxidante, e se desenvolveu a 37°C durante 40 minutos. Para
verificar se a atividade enzimatica poderia ser revertida pela agéo de antioxidante, a enzima
foi pré-incubada com o oxidante e a reagéo foi iniciada pela adigdo do substrato juntamente
com antioxidante.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Purificagao

A ultracentrifugagao a 100.000 x g promoveu a maior separacao entre as proteinas
soliveis (fragdo de citosol) das insoldveis (fragdo de membrana). A figura 5 mostra uma
eletroforese das proteinas separadas utilizando-se este processo. E importante observar que
algumas proteinas na fragcdo M (membrana) aparecem com maior intensidade que na fragio
total (P} devido ao processo de concentragfo da amostra por uliracentrifugagao.

A fracao de membrana foi submetida & cromatografia de troca iénica DEAE-Sepharose
(figura 6). Observa-se uma resolugdo adequada quando o gradiente salino (NaCl) foi
reafizado mantendo-se uma concentracido constante em 200 mM (figura 6 A) por 5 volumes
de coluna (vc), com separagéo adequada de dois picos de proteinas que saiam unidos
quando era aplicado um gradiente continuo de NaCl (figura 6 B).

Na figura 6 A, o primeiro pico de proteina (linha preta), corresponde as proteinas que
n&o adetiram a resina anidnica, possivelmente por terem um ponto isoelétrico (pl) maior que
8,4, possuindo, portanto, cargas neutras ou positivas. A maior quantidade de proteinas foi
eluida neste inicio e apresentaram baixa atividade fosfatasica (linha em vermeiho).

No segundo pico de proteinas, representado pelas fragbes 66 a 74, que apresenta
praticamente toda a atividade fosfatasica, estdo presentes as proteinas que eluiram com
200mM de NaCl e que possivelmente possuem cargas negativas em pH 8,4, portanto pl
menor que 8,4. A CD45 é uma proteina de membrana com massa molecular relativa que
pode variar de 180 kDa a 230 kDa e pl entre 6,3 a 7,1, dependendo das isoformas (Abdul-
Salam et al., 2000}, assim era esperado que ela eluisse no segundo pico proteico.

O terceiro pico de proteina, representado pelas fragdes 118 ao 140, eluiu com
aproximadamente 650 mM NaCl (50%) e apresentou uma pequena atividade enzimatica
entre as fragdes 118 a 124.
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Figura 5. Eletroforese em gel de poliacrilamida em presenca de SDS (SDS-PAGE
5%) de proteinas de linfocitos humanos. Procedimento realizado conforme descrito em
Métodos 4.4 A. H - marcadores de proteinas de alto peso molecular; P - proteinas presentes
no extrato de linfécitos; C — proteinas da fragdo soluvel (citosol); M — proteinas da fragdo de

membranas. Em destaque a posi¢do da proteina de membrana CD45, de massa molecular
em torno de 200 kDa.
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Figura 6. Cromatografia de troca idnica da fragio de membrana de Linfdcitos
Humanos. O procedimento foi realizado em resina DEAE Sepharose equilibrada em tampzo
tris-HCI pH 8,4 50mM contendo 0,1% B-mercaptoetanol, 5 mM EDTA, 1 mM EGTA, 150mM
NaCl A e 0,05% triton X-100. O fluxo foi de 1,0 mL/min, conforme descrito em Métodos 4.3 A.
A - Cromatografia com uma etapa de eluicdo com concentragdo de NaCl constante de
200mM, precedendo o gradiente continuo até 1,0 M. B — Eluigdo com gradiente continuo de
NaCl. A linha em preto representa a quantidade de proteinas medida a 280 nm e a linha em
vermelho, a atividade enzimatica, medindo-se p-nitrofenol liberado, conforme Métodos 4.5 A.
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Como primeira analise qualitativa foi feito um estudo de inibicdo enzimatica, uma
ferramenta Util para se determinar o principal tipo de fosfatase presente em um meio
(Mackintosh and Mackintosh, 1994; Bernier and Wang, 1996). Foi realizado um estudo de
inibicéo para cada pico eluido da cromatografia de troca idnica (tabela 1).

Tabela 1. Efeito de compostos sobre a atividade fosfatasica dos trés picos
eluidos na cromatografia de troca idnica DEAE Sepharose. As condices de ensaio sdo
as mesmas descritas em Métodos 4.5 A, utilizando-se pNPP como substrato, na auséncia
(controle) e em presenca dos compostos nas concentragdes indicadas.

Compostos Atividade enzimatica (%)
Pico 1 Pico 2 Pico 3

Controle 100 100 100
Vanadato 1mM 14 0 26
pCMB 0,1mM 95 36 100
Acido okadaico 0,2mM 98 106 103
Ca** 1mM 110 66 106
Mg* 1mM 110 69 102
Cu® 1mM 36 4 7
Fosfato 10mM 107 54 99
DTT 10mM 107 79 107
Peréxido 0,1mM 23 5 3
Pervanadato 0,05mM 18 3 1
Fluoreto 10mM 106 57 98

Sabendo-se que as PTPs sdo inibidas especificamente pelo vanadato, p-
cloromercuribenzoato (pCMB), pervanadato, H,O, e Cu®, o pico 2 foi escolhido para
prosseguir com a purificagcéo, pois estes compostos apresentaram praticamente inibicao total
de atividade neste pico. Auséncia de inibigdo por acido okadaico, a alta inibicdo por pCMB e
auséncia de ativagdo por Mg*? e Ca™ sugerem que a principal fosfatase no pico 2 nao se
trata de uma proteina serina/treonina fosfatase como PP1, PP2A e PP2B (Bialojan and
Takai, 1988) e sim de uma PTP.
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As fragbes correspondentes ao segundo pico protéico da cromatografia de troca idnica
foram concentradas em membrana com poros de 10 kDa, em centrifuga refrigerada por
4.000 x g e submetidas a cromatografia de exclusdo molecular (Superdex S-200). A
finalidade dessa cromatografia foi, além de obter um grau de pureza maior, efetuar a
substituicdo do tamp&o de alta concentragdo salina por outro que possuisse menos
interferentes quimicos. Assim, as quantidades de B-mercaptoetanol e NaCl foram diminuidas
e componentes protetores da atividade fosfatasica foram acrescentados, como fosfato
inorganico e glicerol.

O cromatograma de exclusédo molecular (figura 7) mostra um primeiro pico de proteina
cuja atividade fosfatasica se encontra em sua porgéo ascendente e dois picos seguintes sem
atividade fosfatasica. O limite de exclusdo da resina Superdex S-200 & de 20 a 200 kDa,
assim ja era esperado que a CD45, cuja massa molecular varia de 180 a 230 kDa, estivesse
presente no primeiro pico de proteina.

A eletroforese SDS-PAGE corada com prata (figura 8) mostrou que a fracdo com
atividade fosfatasica que eluiu da Superdex S200 possui uma banda de proteina bastante
intensa na faixa de 180 kDa e uma menos intensa de aproximadamente 220 kDa, sugerindo
que estas duas proteinas possam ser duas isoformas da CD45.
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A 405nm

Figura 7. Cromatografia de exclusdo molecular do segundo pico de proteinas

eluido da cromatografia de troca idénica. O procedimento foi realizado em resina Superdex
$-200 (60 x 1,5 cm), equilibrada com Tamp&o 50mM Tris-HCI 50mM pH 8,4 contendo 50mM
NaCl, 5 mM EDTA, 1 mM EGTA, 1 mM fosfato, 5% glicerol, 0,01% B-mercaptoetanol e 0,05%
Triton X-100. O fluxo da corrida foi de 0,3 mL/min, conforme descrito em Métodos 4.3 B. A

linha em preto representa a quantidade de proteinas medida a 280 nm e a linha em

vermelho, a atividade enzimatica, medida pela liberagéo de p-nitrofenol.
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~180kDa —»

14,4kDa

Figura 8. Eletroforese SDS PAGE das proteinas eluidas da cromatografia de
exclusdo molecular. Procedimento realizado conforme descrito em Métodos 4.4 A,
utilizando-se gel de poliacrilamida 5 - 15 %, corado com prata (Switzer et al., 1979), onde P -
extrato bruto (pool de linfécitos), C - fragdo soluvel (citosol), M - fragdo de membrana, S1 -
primeiro fragdo da cromatografia de exclusdo molecular com atividade fosfatasica, S2 -
segunda fragao da cromatografia de exclus&o molecular com atividade fosfatasica. A posicgo
da massa molecular em torno de 180kDa foi determinada por regresséo linear y = 2,45694 -
0,10554 . x, onde y = log Mr .10° e x = caminho percorrido pelos marcadores (cm).
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A tabela de purificacdo (Tabela 2) mostra que a etapa da cromatografia de troca iénica
foi muito importante para purificagdo da PTP de membrana de linfocitos humanos, visto que
a quantidade de proteinas diminuiu com concomitante aumento da atividade especifica. A
purificagao foi cerca de 3,5 vezes com relagéo a etapa de membrana. A etapa de gel filtragao
nao se mostrou tao eficiente, apesar de ter diminuido a quantidade de proteinas, pois a
atividade enzimatica total também diminuiu provavelmente devido a diminuicdo de B-
mercaptoetanol presente no tampao de corrida utilizado na cromatografia de gel filtragdo. A
diminui¢ao de proteinas nesta etapa foi evidenciada na eletroforese (figura 8). A purificacao
desta etapa com relagdo a anterior, de cromatografia de troca idnica foi de cerca de 1,5
vezes. No final, a enzima foi purificada 8,6 vezes, com um rendimento de 34% e uma
atividade especifica de 55 unidades.

A eletroforese SDS-PAGE corada com Coomassie Blue (figura 9) mostra as fracoes
constantes da Tabela 2.

Tabela 2. Tabela de purificagdo da PTP de membranas de linfécitos humanos

Proteina Ativida- Atividade Purifi-

Fracao V?'::T; € total de total especiﬁcaé cagao Renri(‘i}rg;ento
(mg) (U) (U/mg) x 10~ (vezes)
Extrato de linfocitos 60 145 0,93 6,4 1 100
Fracao sollvel 57 114 0,40 3.5 - -
Membranas 20 54,6 0,60 11 1,7 65
DEAE-Sepharose 39 23,4 0,87 37 58 -
Superdex S-200 16 5,76 0,32 55 8,6 34
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Figura 9. Eletroforese SDS-PAGE das fragées obtidas na purificagdo de PTP de
membranas de linfécitos humanos. As condigdes séo as descritas em Métodos 4.4 A, com
gel de acrilamida 5% corado com Coomassie Blue. Etapa da purificagéo: P - extrato bruto
(pool de linfécitos); C - fracdo soluvel (citosol); M - fragdo de membrana; D - fracdo de DEAE
Sepharose; S - segundo pico de proteina da cromatografia Superdex S-200, que mostrou
atividade fosfatasica.
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5.2 Caracterizagao da PTP purificada

As fragdes eluidas da Superdex S-200 que apresentaram atividade fosfatasica foram
unidas numa Unica fragcdo e caracterizadas. Foram utilizados diferentes métodos de
caracterizacao: eletroforese 2D, capacidade de hidrolisar determinados substratos e efeitos
de inibidores especificos.

Na figura 10 observar-se uma eletroforese bidimensional das proteinas do extrato de
linfécitos, com enfoque em uma proteina de ponto isoelétrico entre 6 e 7 € uma massa
molecular relativa em torno de 200 kDa.

Apesar da baixa concentragao de proteinas das fragdes eluidas da Superdex S-200, foi
possivel realizar uma eletroforese bidimensional, onde se destaca spots arrastados de
mesma massa molecular, com pl variando de 6 a 7 (figura 11). Essa € uma caracteristica de
proteina que pode sofrer fosforilagdo. Quanto mais residuos fosforilados, mais negativa €
sua carga liquida e mais a proteina se move para pH &cido durante a isoeletrofocalizagéo.
Como ja foi mencionado, a CD45 possui uma massa molecular relativa que pode variar de
180 kDa a 230 kDa e um pl entre 6,3 a 7,1, dependendo das isoformas (Abdul-Salam et al.,
2000). A CD45 pode ser fosforilada nos residuos de ser-995, ser-1003 e ser-1007

(Beausoleil et al., 2004), desta maneira, a proteina destacada em ambas as eletroforeses
bidimensionais certamente se trata da CD45.

Nenhuma referéncia foi encontrada sobre o pl da PTP transmembrana CD148
funcional, apenas foi determinado, o pl téorico em pH fisiologico, através da seqiiencia de
aminoacidos, sem as porgoes glicolisadas, através do site http://ca.expasy.org/uniprot/
Q12913 e http://ca.expasy.org/uniprot/Q12913. A tabela 3 mostra as caracteristicas obtidas
através da seqiiencia de aminoacidos, das duas PTPs de membrana, a CD45 e CD148.
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Figura 10. Eletroforese bidimensional do extrato bruto de linfécitos. Procedimento
realizado conforme descrito em Métodos 4.4 B, em gel de 5-15% de poliacrilamida. Em
destaque uma possivel isoforma da CD45, com pl de aproximadamente 7 e massa molecular
em torno de 200KDa. A quantidade de proteina aplicada foi pequena, ndo mostrando todos
os spots do pool de linfécitos, no entanto, foi suficiente para mostrar os spots de interesse.
Em destaque (seta) varios spots de mesma massa molecular (200kDa aproximadamente) e
pl entre 6 e 7. A posicdo da massa molecular em torno de 180kDa foi determinada por
regresséo linear y= 2,57857- 0,09862 . x, onde y = log Mr.10° e x= caminho percorrido pelos

marcadores (cm).
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Figura 11. Eletroforese bidimensional da fracio obtida da cromatografia
Superdex $-200. Procedimento realizado conforme descrito em Métodos 4.4 B em gel de 5-
15%, com destaque para spots de uma proteina com pl entre 6 e 7, devido a fosforilagbes
diferenciais e uma massa molecular em torno de 180kDa. A posigdo da massa molecular em
torno de 180kDa foi determinada por regress&o linear y= 2,57857- 0,09862 . X, onde y= log
Mr.10° e x= caminho percorrido pelos marcadores (cm).
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Tabela 3. Caracteristicas das PTPs de membrana de linfécitos humanos

CD45 CD148
isoformas Pelo menos 8 isoformas -
Tamanho . . ) )

1304 aminoacidos 1337 aminoéacidos
{precursor nZo processado)

Massa molecular 147.254 Da 145927 Da
(precursor nao processado)
Massa molecular observada 180-230 kDa * 200-250 kDa **
. 5,94 5,34
pl tedrico - : : .
(do residuo 1 ao 1226} (do residuo 1 ao 1298)
pl observado 6,3a71* -

*Abdul-Salam et af., 2000
**Austschbach et al., 1999

A figura 12 mostra a especificidade por substratos da enzima obtida. A atividade
enZimatica utilizando pNPP como substrato foi considerada 100% porque todas as
fosfatases podem hidrofisar de maneira eficiente este substrato sintético (Tsuchiya et al.,
1997, Kawada et al., 1999). Pode-se observar que a enzima foi capaz de hidrolisar tirosina
fosfato com uma especificidade muito maior que o0s demais substratos (320%
aproximadamente), indicando a presenca de PTPs (Cunic ef al, 1999). Quando comparado
com pNPP, as hidrolises dos substratos serina e treonina fosfatos foram da ordem de 50 -
70%, porém foram bastante reduzidas com relagdo & hidrolise de tirosina fosfato. Apesar
das enzimas terem hidrolisado eficientemente a tirosina fosfato, o resultado deve ser
criteriosamente analisado, pois recentemente Vetter e colaboradores (2000) relataram que
algumas fosfatases podem atuar sobre aminoacidos isoladamente e, no entanto, eram
incapazes de atuar sobre um residuo de aminoacidos em um peptideo. Aiém disto, estes
pesquisadores demonsiraram que aminoacidos vizinhos ao residuo de tirosina poderiam
determinar a especificidade da enzima. Estes resultados reforcam que a fosfatase de
membranas de linfocitos & uma proteina tirosina fosfatase, sendo a CD45 uma forte
candidata pelas propriedades descritas acima.
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Utilizando-se pNPP como substrato foram determinados os valores dos parametros
cinéticos Km e V. Através do gréfico de Michaelis-Menten (figura 13) pode-se obter os
valores de Km e Vs, sendo de 0,26 mM e 180 mol.min'{.mg™, respectivamente. Este valor
de Km € da mesma ordem de grandeza da PTP de baixa massa molecular de rim bovino,
obtida em nosso laboratério, 0,14 mM (Granjeiro ot al,, 1997).
era a fosfatase predominante apos a purificac3o. Na figura 14, observa-se que a enzima foi
inibida por vanadato 0,1 mM (40%), pervanadato 0,1 mM (100%), peréxido de hidrogénio
0,1 mM (90%) e pCMB e pHMB 0,1 mM (aproximadamente 20%).

A enzima nao apresentou dependéncia por cations divalentes para catalise. Como
discutido anteriormente, a alta inibicdo pelo vanatado se deve a sua analogia estrutural com
o fosfato, uma vez que este inibidor & especifico para classe das tirosinas fosfatases. O
pCMB ligou-se especificamente aos grupamentos —SH livres no sitio ative da enzima,
essenciais para a catalise enzimatica (Laidler et a/, 1982; Tracey, 2000). O peréxido também
atua em residuos especificos de ~SH provocando a sua oxidagio o que pode gerar pontes
de dissulfeto (-8-8), acido sulfénico (-SOH), 4cido sulfinico (-SQ.H) e acido sulfénico (-SOzH)
que podem ser formas irreversiveis de oxidagio (Aoyama ef al., 2003).

O acido okadaico n&o apresentou efeito sobre a atividade enzimatica, indicando que a
presenca de proteinas Ser/Thr fosfatases é muito pequena, apesar de ter ocorrido hidrolise
dos substratos sintéticos.

De acordo com os resultados cinéticos preliminares é possivel sugerir que a fosfatase
presente na fragdo purificada de membranas de linfocitos trata-se de uma proteina tirosina
fosfatase (PTP), tartarato resistente e que nio requer fons Mg** para sua catalise.

As PTPs s&o inibidas competitivamente por vanadato (Zhang and Eiten, 1990:
Granjeiro et al, 1997) e ireversivelmente por pervanadato (complexo do vanadato com o
Hz0,), através da oxidagdo da Cys-12. O ion vanadato forma uma ligagdo covalente com a
Cys-12 no sitio ativo, e desta forma, inibe a atividade PTP por atuar como um analogo do
estado de transigao (Zhang, ef al,, 1997). Vanadato induz a fosforitagio em tirosina residuos
de diversas proteinas como os receptores para o fator de crescimento epidermal, insulina e
fator de crescimento do hepatécito (Ruff et al., 1997).
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Figura 12. Atividade da PTP de linfocitos sobre diferentes substratos. Os
substratos serina fosfato (Ser-Pi), treonina fosfato (Thr-Pi), e tirosina fosfato (Tyr-Pi) foram
utiizados na concentragéo final de 10 mM. A atividade foi determinada como descrito em

Métodos 4.6 B, medindo-se o fosfato (Pi) liberado. A atividade com p-NPP como substrato foi
considerada como 100%.
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Figura 13. Determinacdo dos parametros cinéticos para a PTP de membrana de
linfécitos. A atividade enzimatica foi determinada como descrito em Métodos 4.7, variando-
se a concentracéo de pNPP. Os parametros cinéticos Km e Vs, foram determinados através
do ajuste da curva (V x [S]) utilizando o modelo da hipérboie retangular. Os experimentos
foram realizados em ftriplicata e as barras representam os desvios padrao (SD).
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-

pervandaio 0, 1mM

peréxido 0,1mM |

acido okadaico 200nM
Ca1mM

Cu1mMm

Mg 1mM

DTT 1mM

pCMB 0,1mM
vanadato 0, 1mM
pHMB 0,1mM
Tartarato 10mM
fluoreto 10mM

fosfato 10mM
controle

Atividade Relativa (%)

T
160 120

Figura 14. Efeito de potenciais inibidores sobre a atividade da PTP de
membranas de linfécitos. Procedimento realizado conforme descrito em Métodos 4.6 A,
onde os inibidores foram adicionados diretamente ao meio de reacdo, nas concentractes
indicadas. A atividade na auséncia de compostos foi considerada como 100%.
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5.3 Estudos de oxido-reducgio da PTP de linfocitos humanos parcialmente
purificada

Com a enzima obtida através da cromatografia de troca idnica, foram realizados
estudos para avaliar o efeito de agentes oxidantes sobre a atividade fosfatasica. Na figura 15
pode-se observar que o efeito do peroxido de hidrogénio sobre a atividade enzimatica é
tempo dependente, visto que atividade enzimatica diminui a medida que aumenta o tempo
de exposicao da enzima ao H,O, (1uM), que é capaz de promover 50% de inibicio com
apenas 5 minutos de exposicdo da enzima. Apds 15 minutos, a atividade enzimatica é
inibida em 70%, chegando a inibigéo de 90% em 60 minutos.

Para a concentragio de 1uM o t-butil hidroperoxido (figura 16) promove uma inibigéo
de 50% em 10 minutos. Em 20 minutos a inibigio & de 70%, a atividade enzimatica &
reduzida a 10% em 60 minutos de exposigdo ao t-butil hidroperdxido.

Estudos com agentes antioxidante GSH realizados com a fragdo eluida da
cromatografia de troca ionica (figura 17) mostraram que quanto maior a concentragiio de
GSH, maior a inibicao da atividade fosfatasica.

Paolicchi e colaboradores (2002) observaram um efeito pré-oxidante quando GSH
estava presente juntamente com Fe® e y —glutamil transferase (GGT), uma ectoenzima
transmembrana, presente em linfécitos inativos (Grisk et al., 1993), responsavel pelo ciclo da
GSH. A presenca de Fe*® é possivel, uma vez que, durante a sonica¢do, as hemacias
presentes poderiam ter liberado Fe*? que em meio aquoso rapidamente se oxida a Fe*®. O
metabolismo do GSH por esta enzima produz espécies reativas de oxigénio (EROs),
conforme as reagdes:

pH>70
GSH —=agv ™ y-glutamato + GC-SH
GC-SH ~— * GC-S (anion Tiolato) + H*
GC-S +Fe® ____, GC-S* (radical Tiil) + Fe**
Fe* +0, —* Fe* + O, (anion superdxido)

Oy +HO0 — 5  O:+H;0; (peroxido de hidrogénio)

Para verificar se as reagdes acima poderiam estar ocomrendo, utilizou-se
desferroxamina, um quelante especifico de ferro, no meio de reacdo. Na presenca de
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desferroxamina (figura 18) esse efeifo ndo era observado, pelo contrario, ocorria uma
ativacao.

Esses dados mostram que ha interferentes no meio enzimatico apés a troca idnica. Foi
necessaria uma nova etapa para eliminagdo de interferentes. A cromatografia de exclusio
moiecular utilizada com etapa seguinte, foi muito importante para a eliminagio desses
interferentes.

110
100 |- =
%
80

70 -

60 - =
50 |

40 |
30 |
20 |
10 |- =

[ } L] | ]
0 10 20 30 40 50 60

Atividade relativa (%)

Tempo {minutos)

Figura 15. Efeito do tempo de exposicdo da PTP parcialmente purificada a agio
do H;0.. A enzima foi pré-incubada a temperatura ambiente em presenca de TuM de H,0,
nos tempos indicados. Apds estes tempos, a atividade enzimatica remanescente foi
deteminada conforme descrito em Métodos 4.6 A. A atividade na auséncia de HO, foi
considerada como 100%.
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Figura 16. Efeito do tempo de exposi¢io da enzima parcialmente purificada a
acdo do t-butil hidroperéxido. A enzima foi pre-incubada a temperatura ambiente em
presenca de 1uM de t-butil hidroperdxido nos tempos indicados. Apés estes tempos, a
atividade enzimatica remanescente foi determinada conforme descrito em Métodos 4.6 A. A
atividade na auséncia de t-butil hidroperéxido foi considerada como 100%.
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Figura 17. Efeitc de GSH na atividade da PTP parciaimente purificada.
Procedimento realizado conforme descrito em Métodos 4.9 em presenca de GSH. Os

experimentos foram realizados em ftriplicata e as barras representam os desvios padroes

(SD).
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Figura 18. Efeito da desferroxamina e GSH na atividade da PTP parcialmente
purificada. Procedimento realizado conforme descrito em Métodos 4.9 em presenca de GSH
efou desferoxamina (Desf). Os experimentos foram realizados em triplicata e as barras
representam os desvios padrao (SD).
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5.4 Estudos de oxido-redugdo da PTP (CD45) de linfécitos humanos
purificada

Foram realizados estudos para avaliar os efeito de agentes oxidantes sobre a atividade
fosfatasica da enzima purificada. Nao foi possivel determinar a ICs do pervanadato devido
sua enorme especificidade pelo sitio catalitico do dominio enzimatico. Em concentragdes na
ordem de nanomolar, o pervanato inibiu 100% a atividade enzimatica (figura 14). O
pervanadato € produzido pela reagdo de vanadato, que possui inibigso especifica para PTP,
funcionando como o fosfato inorganico, um inibidor competitivo, e pelo perdxido de
hidrogénio, também um inibidor de PTPs, por oxidar o residuo de cisteina essencial para
catdlise enzimatica.

Como agentes oxidantes foram utilizados o peréxido de hidrogénio e o
t-butil hidroperoxido. Na figura 19, observa-se que t-butil hidroperéxido apresentou um valor
de ICs de 16 mM quando se utilizou p-NPP como substrato. Na figura 20, observa-se um
de ICs, obtido foi de 50 uM. E relatado na literatura que a atuacdo do H,O; é irreversivel
(Tracey, 2000). O maior efeito promovido pelo HO, em relagdo ao
t-butil hidroperoxide pode estar associado ao tamanho das moléculas (impedimento estérico)
€, consequentemente, a acessibilidade aos grupos -SH da enzima.
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Figura 19. Efeito do t-butil hidroperoxido sobre a atividade enzimatica da CD45. A
atividade enzimatica foi determinada como descrito em Métodos 4.8, em presenca de
concentracbes variadas de t-butil hidroperdxido. Foi considerada 100% a atividade na
auséncia do peroxido. Os experimentos foram realizados em triplicata e as barras
representam os desvios padrio (SD).
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Figura 20. Efeito do peréxido de hidrogénio na atividade da CD45. A atividade
enzimatica foi determinada como descrito em Métodos 4.8, em presenga de concentracdes
variadas de perdxido de hidrogénio. Foi considerada 100% a atividade na auséncia do
peréxido. Os experimentos foram realizados em triplicata e as barras representam os
desvios padrao (SD).
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Efeitos de GSH e acido ascorbico como antioxidantes

Para entender o mecanismo de atuacio dos agentes oxidantes, foram feitos estudos
com agentes antioxidantes GSH e 4acido ascorbico. Na figura 21 observa-se que o acido
ascorbico 10 mM inibe a atividade fosfatasica a medida que sua concentracdo aumenta, na
ordem de 20%. O acido ascorbico esta presente no plasma sanglineo numa concentracio
de 24-85 uM. A ingestdo de 72 mg/dia apresenta efeito antioxidante, porém em quantidade
acima de 500 mg/dia ha um possivel efeito pré-oxidante (Song ef al, 2001). O Acido
ascorbico € o principal antioxidante soliivel, pois reduz o anion superdxido e radicais
hidroxilas, com a formagéo de um composto intermediario, que é reduzido sucessivamente
pela GSH. No entanto o 4cido ascérbico ndo é considerado um antioxidante potente, pois em
concentracdes elevadas pode atuar como pré-oxidante (Podmore et ai., 1998).

Segundo Hininger e dblaboradores (2005}, na presenca de metais de transicdo, o
ascorbato pode promover a formagdc de espécies reativas de oxigénio como, por exemplo, e
0, a 0y 7, reduzindo Fe* ou Cu* a Fe** e Cu", respectivamente, e estimular a reacio de
Fenton.

Fe* + H,0 > Fe* +OH + OH" (Reagéo de Fenton)

H0, + Oy * OH +OH" + O, (Reagho de Haber Weiss)
Fe” ou Cu®

Enquanto o acido ascorbico inibiu a atividade enzimatica em 20% na concentragac de
10 mM, GSH apresentou a mesma inibigio na concentragio duas vezes maior, 20mM.

Essa inibicdio pelo acido ascérbico e pela GSH pode, portanto, estar associada 2
presenca de metais de transicao como Fe* no meio (Hininger ef al, 2005) além da enzima
GGT que promove o efeito pré-oxidante da GSH (Paolicchi et al,, 2002)

No entanto, ensaios feitos com GSH na presenga de desferoxamina, um quelante de
ferro e aluminio, ndo apresentou efeito sobre atividade enzimatica, podendo concluir que
durante a purifica¢io a enzima GGT foi eliminada, porém nio eliminou o Fe?*.

Na figura 22, observa-se que isoladamente, GSH e desferoxamina nao apresentavam
efeito na atividade enzimatica. A inibicio causada pela presenca de H,0, (60%) foi
parcialmente protegida por GSH (cerca de 85% de atividade), e totalmente pela presenca
conjunta de GSH e desferoxamina. O H,0, na presencga de desferoxamina teve seu efeito
diminuido, apresentando inibicio de apenas 20% da atividade enzimatica. A reversibilidade

48



RESUL TADOS £ DISCUSGAQO

total em presenca de GSH e desferoxamina sugere que possa ter ocorrido complexacdo do
ferro do meio, impedindo a formacdo de radical hidroxil, a partir do peroxido de hidrogénio,
através da reagéo de Fenton. O radical hidroxil € um radical livre, e seu efeito oxidante é
muito mais acentuado e rapido, pois possui elétrons desemparelhados; ja o peréxido de
hidrogénio ndo é considerado radical livre, apesar de ser um agente oxidante, pois nao
apresenta elétrons desemparethados.

Na figura 23 observa-se o efeito de outro agente oxidante, o t-butil hidroperdxido. A
GSH 5 mM e desferoxamina 0,25 mM n&o apresentaram efeito sobre a atividade fosfatasica.
O t-butil hidroperéxide na concentracio de 15 mM promoveu uma inibicdo de 40% da
atividade enzimatica. Na presenca de GSH, a atividade enzimatica foi revertida para 95%,
indicando que GSH protegeu a enzima contra oxidac&o causada pelo t-buitil hidroperoxido.
GSH e desferoxamina juntos também protegeram a enzima contra oxidagdo, mas com a
mesma intensidade gque GSH sozinha. No estudo com t-butil hidroperéxido n3o houve
protecdo mais efetiva da atividade enzimatica pela GSH juntamente com desferoxamina,
comparado ac perdxido de hidrogénio, sugerindo que t-butil hidroperoxido ndo deve formar
radicais livres.

Na celula, o maior niimero de espécies redox reativas consiste de proteina com
residuos de cisteina (~25mM), seguido pela glutationa reduzida (1-10mM) (Rusnak and
Reiter, 2000). A glutationa reduzida & mais susceptivel & oxidacdo que a PTP presente no
meio, pois esta em maior concentracio que as proteinas com grupos tidis.

Meng e colaboradores (2002) verificaram que as PTPs sdo reguladas por espécies
reativas de oxigénio no meio celular, e que muitas sio reversiveimente oxidadas e
inativadas. Recentemente, Monfort e colaboradores (2003) identificaram uma espécie
sulfenilamida que ¢ formada através da oxidagéio da cisteina do sitio catalitico da PTP1B.
Sulfenilamida ou sulfenamida & caracterizada pela ligagdo do enxofre da cisteina ao
nitrogénio do residuo de serina vizinho da cadeia principal. A conversao do acido sulfénico a
sulfenamida é rapida, e pode ser novamente reduzida por tidis, incluindo giutationa. As
formas de acido sulfénico e sulfenamida ciclica da PTP1B sio rapidamente convertidas, na
presenca de glutationa, a uma forma mais estavel, a PTP1B s-glutationitadas, que pode ser
reduzida por DTT ou tioltransferases (figura 24). A formagso de sufenamida ciclicas, assim
como s-glutationilagfio, protege a PTP contra oxidagao irreversivel (Hertog ef al.,2005).

Outro mecanismo de protegio contra oxidagéio é a formacio de pontes dissulfeto entre
a cisteina do sitio ativo e um residuo de cisteina adjacente. Foi observado tal mecanismo em
LMW - PTP, cdc25 e PTEN, PTP nao classicas (Hertog ef al., 2005).
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Figura 21. Efeito dos agentes antioxidantes, acido ascérbico e GSH na
atividade enzimatica da CD45. A atividade enzimatica foi determinada como descrito em
Métodos 4.8, em presenga de glutationa reduzida ou de acido ascérbico. Foi considerada
100% a atividade na auséncia dos compostos. Os experimentos foram realizados em

triplicata e as barras representam os desvios padréo (SD).
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Figura 22. Efeito da desferroxamina e GSH na atividade enzimatica da CD45
tratada com H,0,. As condicbes utilizadas foram as descritas em Métodos 4.9 em presenca
de 5 mM de GSH, 250 uM de desferroxamina e 50 pM de H.0,. Os experimentos foram
realizados em triplicata e as barras representam os desvios padrao (SD).
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Figura 23. Efeito da desferroxamina e GSH na atividade da CD45 tratada com t-
butil hidroperéxido. A atividade enzimatica foi determinada como descrito em Métodos 4.9,
utiizando-se 5 mM de GSH, 250 uM de desferroxamina e 15 mM de t-buti} hidroperoxido. Os

experimentos foram realizados em triplicata e as barras representam os desvios padrao
(SD).
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Figura 24. Esquema sobre oxidagdo de PTP. A cisteina do sitio catalitico esta na
forma de anion tiolato sob condigdes normais devido ao seu baixo valor de pKa. A oxidagso
leva a formagao de 4cido sulfénico, e oxidagdes adicionais ievam a formacio irreversivel de
écido sulfinico e sulfénico. Acido sulfénico & rapidamente convertido em suifenilamida, que
nado pode mais ser oxidada a acido sulffnico ou sulfénico, mas pode ser reduzida a forma de
anion tiolato, em resposta a tidis (como DTT). A forma de acido sulfénico pode ainda ser
convertida em um intermediario glutationilada na presenca de GSH. Na presenca de agentes
redutores, como DTT ou ainda tiotransferases, a enzima pode ser convertida a forma
reduzida. Apenas a forma reduzida é cataliticamente ativa (Hertog ef af., 2005).

Com a finalidade de verificar se a CD45 apresenta esse mesmo mecanismo de
protegéo contra oxidagdo mostrado na figura 24, foi feito um estudo de pré-incubac¢do com
H;O, durante 5 minutos a 25° C (figura 25). A pré-incubagéo da enzima com H,Q, inibiu em
100% a atividade enzimatica, enquanto que a pré-incubagiio com GSH elevou a atividade
enzimatica em 70%. Quando se acrescentou H,O, apos a incubagiio com GSH, a atividade
enzimética foi elevada em 20%.

Como a oxidac&o do acido sulfénico da cisteina a acido sulfinico e suifonico & muito
rapida, a GSH deve estar presente no meio de reagéo antes, ou juntamente com o agente
oxidante para que, assim que oxidasse a cisteina a acido sulfénico, formasse o intermediario
sulfenilamida ou glutationilada, ambas formas inativas. Para que esses intermediarios
retornem a forma ativa, é necessaria a presenga de DTT ou tiotransferases. Os resultados
sugerem que a CD45 pode formar um intermediario glutationilada ou sulfenilamida, que &
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rapidamente reduzido a forma ativa, visto que nao houve inibicio da atividade enzimatica,
quando a mesma foi pré-incubada com GSH. Provaveimente a presenga de pequenas
quantidades de p-—mercaptoetanol, um agente redutor, no tampdo da enzima foi suficiente
para retomar o cisteina para sua forma ativa, ja que ndo foi acrescentado DDT no meio.

GSH + H202> —

H202

GSH 5mM —

controle

L LB I e [F ¥y 7 [T T T[Ty

o 20 40 60 8 100 120 140 180 180
Atividade Relativa (%)

Figura 25. Estudo da pré-incubacio da CD45 com H;0,. A enzima foi pré-incubada
com H:0, ou GSH durante 5 minutos a 25°C. Apés este tempo, a atividade enzimatica foi
determinada como descrito em Métodos 4.8, *H,0, foi adicionado ao meio de reacao apos a
incubacio da enzima com GSH.
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6. CONCLUSAO

O presente trabalho teve como material de estudo a proteina tirosina fosfatase tipo
receptor, CD45, de linfocitos humanos. A CD45 apresenta importante papel na
proliferacéo e funcéo linfocitaria, sendo que um dos fatores que define a atividade dessa
enzima & o estado redox celular. Assim, o objetivo geral desse trabalho foi avaliar &
modulacao redox da CD45 purificada. Utilizando-se de 2 etapas cromatograficas (troca
ionica e exclus&o molecular) a CD45 foi purificada 8,6 vezes com um rendimento de 34%
e a atividade especifica foi de 55 UE. A enzima obtida foi caracterizada através de
estudos com inibidores e adicionaimente pela eletroforese bidimensional.

Os estudos de oxido-reducio permitiram concluir que a atividade enzimatica CD45 &
inibida por agentes oxidantes, sendo que radicais livres como radical hidroxil tem efeito
inibitério mais acentuado. Essa inibigcgo & tempo dependente e nio pode ser revertida por
agentes redutores como GSH.

GSH apresenta protegéio da enzima contra agentes oxidantes. O efeito protetor da
GSH pode se dar de 3 formas:

1- O fato de a GSH estar em maior concentracéo que a enzima, e, portanto, ser mais
susceptivel a oxidagao;

2- A GSH pode induzir a formagdo de um intermediario sulfenilamida, um intermediario
inativo que, na presenga de tidis, pode voitar para sua forma ativa;

3- A GSH pode formar um intermediario glutationilado com a enzima (GSH ligada a
enzima pela cisteina catalitica) também uma forma inativa que na presenca de tibis
como DTT poderia retomar para sua forma ativa.

O presente trabalho apresentou contribuicio na éarea cientifica, principalmente por
propor uma metodologia para purificagio rapida e de baixo custo da CbD45, quando
comparada com a CD45 reoombinahte, além de demonstrar que o estado redox celular &
um dos fatores que determinar4 a atividade da CD45 e, consequentemente, a velocidade
de ocorréncias da via desencadeada pela CD45 que culmina na producio de IL-2.
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7. DIFICULDADES ENCONTRADAS

Provavelmente a maior dificuldade encontrada no presente trabalho tenha sido
encontrar uma condi¢cdo 6tima para manutencio da atividade enzimatica por um tempo
mais longo.

Utilizamos um anticorpo anti-CD45 com a finalidade de comprovar sua identidade,
através de imunoblofting. Entretanto, anticorpo apresentou problemas, o© que
impossibilitou a obtenc&o desta informagao.

Estudou-se também efeitos de flavondides como agentes antioxidantes. Entretanto,
problemas como o método de determinacio da atividade enzimética e instabilidade da
enzima, tornaram estes estudos pouco conclusivos.
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8. PERSPECTIVAS

Entre as perspectivas provenientes do presente trabalho podemos mencionar:
a) Necessidade de estudar com mais detalhes as condigbes para manter a estabilidade
enzimatica, principalmente apds a coluna de filtragdo em gel. Isto permitiria realizar uma
purificacéo até a homogeneidade, e trabalhar mais adequadamente com a enzima pura,
sem necessidades de purificagdes frequentes.
b) Com uma enzima mais estavel seria possivel a realizacio de um estudo cinético mais
detalhado, por exemplo, com relacéo a inibidores, e com relacio a possiveis substratos
fisiologicos.
c) Utilizac&o de um anticorpo anti CD45 para definigdo de sua identidade.
d) Retomada dos estudos de flavondides como agentes antioxidantes, ou pré-oxidantes.
Estudos de envolvimento de radicais livres na regulagio por éxido-reducio da PTP

de linfocitos humanos.
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