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RESUMO
A proteina tirosina fosfatase de baixa massa molecular relativa (20 kDa) do
rim de carneiro fo; purificada 1.291 veges até a homogeneidade, com rendimento
de 4%, através de um procedimento envolvendo fracionamento com sulfato de
aménio, cromatografia de froca-idnica em SP-Sephadex com eluicdo por ion-

afinidade e Cromatografia de exclusio molecular (Sephacryl 5-200). A enzima

purificada apresentou uma A E. de 99,4 umol minﬁlmgd. O estudo do efeito do

PH na atividade enzimética revelou gma faixa de pH 6timo de 40a355 A

pouco sensivel a diversos COmpostos, reagentes redutores de tidis e fons

metalicos, exceto pela inibigdo por Zn*, Cu®, Hg*e Ag’ e, pela ativagio por

grafico de Arrhenius, foj de 34,5 kI mol'K. Dos substratos testados, o pNPP, o

B-Naftil-P, a FMN e a Tyr-P foram os tinicos hidrolisados significativamente
com K, de 0,08 mmol L 037 mmol L7; 10,9 mmol L7 e 0,51 mmol L7,

Naftil-P, mostrou um aumento na K, e na V,,, enquanto que para a Tyr-P a K.
diminuiu. A K, para a hidrélise da FMN nso foi alterada. A Ea para a hidrélise

do pNPP, na presenca de BSA no meio de T€acao ou no meio de diluicio, foi

similar 3 obtida na auséncia de BSA  Nos estudos de estabilidade {érmica

observamos que os diversos compostos testados (Pi, BSA, Glicero] e DTT)
Somente protegeram a enzimg quando utilizados em comjunto. Isoladamente nio
houve protecao significativa. estudo de inibidores demonstroy msensibilidade
a0 tartarato ¢ fluoreto, ¢ mibigdo por vanadato (K4, 0,18 pmol L™, piridoxal-5-p
(K4, 3,7 umol L‘}), Pi (K4, 0,6 mmol LY, molibdato de aménio (Kic, 0,1 mmol L
fe Kia, 0,2 mmol Lhe PCMB. Assim como para 0 pNPP, o vanadato erq um
mibidor competitive com relagdo a FMIN e Tyr-P, com valores de Ki de 0,34
nmol L7 e 0,48umol L, Tespectivamente.




v
SUMMARY

A low mnolecular weight sheep kidney protein tyrosine phosphatase was
purified 1291-fold to homogeneity, with 4% recovery, by a procedure involving
ammonium sulfate fractionation, SP-Sephadex ion-exchange chromatography
with ion-affinity elution and molecular exclusion chromatography. The purified
enzyme had a specific activity of 99.4 umol min'lmg‘l, The pNPP hydrolysis
reaction catalyzed by this enzyme had a broad pH optimum of 4.0-5.5 and
maximal activity at 57°C. Reducing thiol compounds, metal ions and other
different compounds did not significantly affect the enzyme activity except for
the inhibiton by Zn*, Cu®, Hg”, Ag and activation by guanosine. An
activation energy value of 54.5 K.mol K was determuned from Arrhenius plot
for the hydrolysis of pNPP. The apparent K | values obtained, at 37°C and pH
5.0, for the best substrates were 0.08 mmol L, 0.37 mmol L, 0.51 mmol L
and 10.9 mmol L” for pNPP, B-Naphthyl-P, FMN and Tyr-P, respectively.
Kinetic parameters in the presence of 1 mg mL™ BSA, in the reaction medium or
in the enzyme dilution medium, showed an increase in K, and V,_,, for the
substrates pNPP and B-Naphthyl-P. For the substrates Tyr-P and FMN, the K
decreased or was not affected, respectively. The activation energy was not also
affected i the presence of BSA. The following compounds Pi, DTT, BSA, and
glycerol only protected the enzyme against thermal inactivation if used together.

3.7 umol L), inorganic phosphate (Ki, 0.6 mmol L), ammonium molybdate
(Kic, 0.1 mmol L and Kia, 0.2 mmol L™!) and pCMB. Both tartrate and fluoride
were ineffective inhibitors. As observed for pNPP, was a competitive inhibitor,
in relation to FMN and Tyr-P, with the following Ki values: 0.34 nmol L” and
0.48 pmol L™, respectively.
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1 INTRODUCAQO

Um mecanismo fundamental que uma célula utiliza para controlar seus

processos bioldgicos € via fosforilagdo e defosforilagdo de proteinas. Em
” parﬂcular a fosforilagdo e defosforilagdo de residuos de tirosina em proteinas
tem emergido como um evento chave na regulagdo da divisfio, diferenciacio ¢
desenvolvimento celular, regulagio do metabolismo, expressio génica,
contragéo, tranisporte, locomogio celular, aprendizado ¢ meméria. (Cohen, 1988;
Johnson e Barford, 1993; Zhang, 1998).

As atividades de proteina quinases e fosfatases sio cuidadosa e fortemente
reguladas “in vivo”. Mudangas anormais na atividade dessas enzimas podem
proporcionar conseqii€ncias graves que incluem céncer e doengas resultantes de
defeitos imunologicos (Jia, 1997).

Nas células normais, muitos receptores de fatores do crescimento possuem
dominios mtracelulares com atividade proteina tirosina quinase (PTK). Um
grande numero de produtos de oncogenes tem estruturas semelhantes a estes
receptores porém, permitem uma atividade PTK desregrada, caracterizada pela
fosforilagdo inadequada em tirosina com conseqilente proliferagio descontrolada
e oncogénese (Ramponi ¢ Stefani, 1997; Byon ef al, 1997).

Sdo conhecidas muitas enzimas capazes de hidrolisar proteinas fosforiladas

em tirosina. Apesar da seqiiéncia de aminoéacidos ser extremamente variada,

todas compartitham um padréio de sitio ativo constituido de uma cisteina ¢ uma

arginina, separados por cinco residuos de aminoécidos e abreviado como CxsR,
onde x pode ser qualquer aminoacido. Bioquimicamente, estas fosfatases podem
ser identificadas pela sensibilidade ac vanadato, insensibilidade ao 4cido
ocadaico, independéncia de ions metalicos, habilidade em defosforilar p-
nitrofenilfosfato (pNPP) e total perda de atividade apés mutacgéo da cisteina do
sitio ativo por serina. Todas estas fosfatases parecem preferir peptideos contendo
fosfotirosina, apesar de um subgrupo apresentar uma atividade dupla, também
hidrolisando fosfotreonina e fosfoserina. Com base na funcfo, estrutura e

seqiiéncia, estas fosfatases podem ser agrupadas em quatro familias principais: i)
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as proteina tirosina fosfatases (PTPs) especificas; /i) as fosfatases com

dupla especificidade tipo VH1; iii) as cdc2S5; iv) as proteinas tirosina fosfatases
de baixa massa molecular relativa (BMr <20 kDa) (Fauman e Saper, 1996; Jia,
1997).

As proteinas tirosina fosfatases especificas sdo as enzimas melhor estudadas
na superfamilia das PTPs ¢ apresentam alta massa molecular relativa (AMr >100
kDa). Elas estdo envolvidas em uma grande gama de vias de sinalizagdo e, nos
ultimos anos, mais de 100 PTPs foram isoladas e seqiienciadas a partir de
diversos orgamnismos incluindo bactérias, leveduras, nematédides, insetos e
vertebrados. Todas apresentam um dominio catalitico de aproximadamente 230
residuos de aminoacidos, dos quais 71 s3o altamente conservados. Esta familia é
ainda subdividida em dois grupos: fosfatases transmembrana tipo receptor ¢ as
fosfatases citoplasmaticas tipo ndo-receptor (Fauman e Saper, 1996).

As PTPs tipo receptor siio modulares, consistindo de dominios
extracelulares variaveis, seguidos de um segmento transmembrana simples e um
ou dois dominios cataliticos intracelulares. Quando estdio presentes dois dominios
cataliticos, o dominio carboxilico terminal ¢ cataliticamente inativo. O
alinhamento dos dominios cataliticos de todas as PTPs conhecidas sugere que as
do tipo receptor derivam de uma enzima ancestral simples (Krueger ef al., 1990).
E consenso que as PTPs tipo receptor estio envolvidas na comunicagio célula a
célula pela transduc¢do transmembrana de sinais, 0 que acarreta yuma mudanca na
...fosforilacio. intracelular . da. tirosina.. 2
PTK (Jia, 1997).

As PTPs citossélicas tipo ndo-receptor freqilentemente contém segmentos
extracataliticos os quais podem estar envolvidos diretamente na regulagio da
atividade catalitica ou podem tornar a enzima em alvo para regides especificas da
c€lula e substratos. Estes segmentos estdo associados ao grupamento C- ou N-
terminal € sdo os responséveis pela funcdo fnica e pelas propriedades das PTPs
(Jia, 1997). As PTPs podem ainda sofrer fosforilagio do dominic ndo catalitico,

causando modificagdes na atividade catalitica ou na localizagdo celular.

nodo- compensatério-d-agho-da- o
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..desfosforilavam. a Tyr-15.do.com

Outra caracteristica marcante das PTPs especificas € a capacidade de
hidrolisar 100.000 vezes mais rapido a fosfotirosina do que a fosfoserina ou
fosfotreonina. Isto se deve possivelmente a presenca de residuos de amino4cidos
proximos ao sifio ativo, criando uma parede, dentro da gual somente a
fosfotirosina pode penetrar e sofrer a hidrolise; esta regido (residuos de 43-46,
KNRY) ¢ denominada “regido de reconhecimento da fosfotirosina” (Yuvaniyama
et al., 1996).

As fosfatases com dupla especificidade tipo VH1 sdo capazes de hidrolizar
fosfatos momocsteres de peptideos contendo tanto fosfotirosina como
fosfoserina/treonina, estas enzimas regulam a transdugfio de sinais mitogénicos e
desempenham um importante papel no controle do ciclo celular. A presenca de
um padrdo caracteristico do sitio ativo (His-Cys-X-X-Gly-X-X-Arg-Ser/Thr)
andlogo ao das PTPs indica fortemente que estas fosfatases com dupla
especificidade, apesar de ndo compartilharem qualquer outra homologia
estrutural, possuem um sitio ativo & um mecanismo catalitico similares aos das
PTPs (Jia, 1997). Esta caracteristica parece estar associada a2 menor profundidade
do sitio, de aproximadamente 6A nas PTP de dupla especificidade (contra os 9A
das PTPs especificas), além da auséncia da seqiiéncia KNRY (Yuvaniyama ef ol
1996).

As fosfatases cdc25 s#o enzimas relacionadas com o controle da divisdo

celular, foram inicialmente identificadas em leveduras (Nurse, 1990) onde

promotor da maturagdo (cdc2). O cdc2 assim ativado, iniciava a fase M
fosforilando wma grande gama de proteinas celulares incluindo histonas. Este é o
principal exemplo de uma fosfatase iniciando, ac invés de finalizando, um
processo de sinalizagdo celular. As proprias cdc25 sdo reguladas por fosforilacdo.

O dominio catalitico das cdc25 mostra uma conservagio de segiiéncia
maior do que todas as outras familias de fosfatases e, embora ndo estejam
disponiveis, até o momento, informagdes sobre sua estrutura, suspeita-se que o
padrio CxsR responsavel pela ligacdo do fosfato seja similar ao das outras

tirosina fosfatases.

ponente quinase, dependente de-ciclina, ne-fator -~
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Apesar das cdc25 também apresentarem dupla especificidade, a

seqiiéncia de seu sitio ativo é muito diferente da familia tipo VHI. Faltam os
residuos de glicina conservados nas PTPs especificas e nas de dupla
especificidade tipo VHI, tanto quanto os residuos contendo hidroxila logo apés a
arginina; mesmo a histidina ndo ¢ bem conservada nesta familia. Ao contrario, o
padrio do sitio ativo das cdc25 apresenta residuos de fenilalanina e acido
glutdmico.

Recentes estudos levaram a identificagio de um grupo de PTPs
citoplasmaticas, as proteina tirosina fosfatases de BMr, caracterizadas pela
reduzida massa molecular (~18 kDa). Estas enzimas ndo compartilham qualquer
homologia de seqii€ncia com qualquer das outras PTPs, exceto pelo padrio do
sitioc ativo ¢ do mesmo mecanismo de catalise. As PTPs de BMr diferem das
fosfatases acidas classicas pela inibigdo por vanadato, ao invés do tartarato, e
pelo mecanismo catalitico, o qual procede via formagio de um
fosfointermediario envolvendo uma cisteina altamente conservada. As PTPs de
BMr foram identificadas em procariotos, leveduras e mamiferos, embora os
genes para as outras PTPs nfio tenham sido encontrados em procariotos
(Ramponi e Stefani, 1997).

Ramponi e Stefani (1997) publicaram uma revisdo bastante completa sobre
a PTP de BMr onde resumiram as informagdes mais recentes sobre a evoluggo,

estrutura, cinética e caracteristicas biolégicas desta familia de tirosina fosfatases.

Destacaremos alguns dos aspectos mais importantes abordados nessa revis3o....

A primeira PTP de BMr (E.C.3.1.3.48.) foi estudada inicialmente como
uma fosfatase acida soliivel de BMr (E.C.3.1.3.2.) em func¢io da marcante
atividade sobre o pNPP. A presenca desta enzima em mamiferos foi inicialmente
descrita por Heinrikson (1969) e Chaimovich ¢ Nome (1970); posteriormente, a
fosfatase acida de BMr de eritrécito foi purificada e caracterizada por Dissing et
al. (1979), de figado bovino por Lawrence e Van Etten (1981) e de figado
humano (Taga e Van Etten, 1982). A enzima foi ainda purificada do corago

bovino (Chernoff e Li, 1985), placenta humana (Waheed ez af., 1988), figado de
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rato (Fujimoto ef al., 1988), coragdo bovino (Zhang ¢ Van Etten, 1990),

figado de rato (Manao ef al., 1992), figado de porco (Caselli ef ol., 1994a), rim
bovino {(Granjeiro ef al., 1997a), pulméo bovino (Buzalaf et o/, 1998).

Varias - 3scenzimas foram isoladas (Dissing ¢ Svensmark 1990) e
seqiienciadas (Dissing er al, 1991; Dissing e Johnsen, 1992) a partir de
eritrocitos humanos. Trés alelos foram identificados para esta enzima, cada um
gerando duas isoenzimas, denominadas rapida (r) e lenta (1) com base na
mobilidade eletroforética. Concomitantemente, duas isoenzimas do figado de
rato, AcPl e AcP2, foram isoladas (Manao ef al., 1992). Os genes para duas
isoenzimas de placenta humana (HCPTP-A ¢ HCPTP-B), correspondentes as
formas rapida ¢ lenta dos eritréeitos e figado de rato, foram clonadas,
seqiienciadas € expressas (Wo ef al., 1992a). Outras duas isoenzimas foram
seqiienciadas através de clonagem molecular (Shekels et al.,, 1992) a partir de
células 3T3-L 1, capazes de hidrolisar a fosfotirosina de uma proteina ligadora de
lipideos do adipécito.

As isoenzimas (r) dos eritrocitos, a AcP1, e a HCPTP-A tem sido indicadas
como sendo a isoforma-1 (IF1), e as isoenzimas (1) dos eritrécitos, a AcP2, a
HCPTP-B, as PTPs do figado de humanos, bovinos e suinos ¢ do rim bovino
como sendo a isoforma-2 (IF2), apesar da IF1 também estar presente. E possivel
concluir que se trata da IF2, pois durante a purificagfo ela se liga a resina de SP-

Sephadex quando em alta forca 16nica. Por outro lado, a IF1 s6 se liga em baixa

~forga mca- P -6 1F2-diferem-uma-da outia-ma -seqlitnoia dos residuos-Ge
aminoacidos da regido de 40-73, na afinidade pelo substrato e na sensibilidade a
ativadores e inibidores (Baxter ¢ Suelter, 1985; Wo et al., 1992a; Ciri ef al.,
1993a; 1993b; 1995; 1996).

Recentemente, a PTP de BMr (17,4 kDa) tem sido identificada, purificada ¢
caracterizada de varios microorganismos como Schizosaccharomyces pombe
(Mondesert ef al., 1994; Zhang et al., 1995; Modesti ef al., 1995; Hengge et al.,
1997), Saccharomyces cerevisiae (Ostanin ef al., 1995), Streptomyces coelicolor
(Li e Strohl, 1996).
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As PTP de BMr tem sido extensamente estudadas com relagfo ao
mecanismo catalitico (Davis ef al., 1994; Chiarugi ef al., 1994), homologia
(Dissing ¢ Johmsen, 1992) e estrutura conformacional (Logan ef al., 1994; Su et
-al.,; 1994). A- primeira enzima seqiienciada, a do figado bovino (Camici ef al.,
1989), possui umn dominio simples com 157 residuos de aminoacidos (17.953 Da)
contendo 8 cisteinas, todas na forma reduzida, e o residuo N-terminal acetilado.
Néo ha homologia entre esta enzima e as fosfatases acidas de alta e intermediania
Mr, fosfatases alcalinas, as fosfotreonina/serina fosfatases, ou ainda com outras
PTPs. Dentre as PTPs, a unica semelhanga reside na seqiiéncia do sitio ativo
altamente conservado (CxsRS/T) (Hiraga e Tzuiki, 1991; Cirri ef al., 1993b).

As seqii€ncias das PTPs de BMr de procariotos, de leveduras e das IF1 e
IF2 tem sido determinadas por vérios laboratérios; todas possuem de 156-166
residuos de aminoacidos ¢ uma seqiiéncia altamente conservada, especialmente
na regido dos residuos de 10-28 que contém o sitio ativo. As IF1 e IF2 diferem
uma da outra somente na seqiiéncia da regido de 40-73, sugerindo que elas
tenham se originado de um inico gene, mais provavelmente através de “splicing”
alternativo do RNA (Dissing ef al., 1991), apesar de a duplicagdo do gene
também ter sido sugerida (Wo et al., 1992a).

A andlise por raios X permitiu, recentemente, elucidar a estrutura terciéria,
com resolugio de 2,1 A, da enzima do figado e coracio bovino (Su ez al., 1994;

Zhang, M. et al., 1994). A proteina possui dimensdes relativas de 34x42x48 A,

~eprrrronsitaida deanr-dombno m}%gﬁﬁﬁ,Gﬁﬁ?ﬁﬁéﬁ%fﬁ%ﬁﬁg“%ﬁﬁ’fﬁfﬁig, S

paralelas e torcidas, envolvidas por a-hélices de conexfo nos dois lados. Os
residuos de 13-17 do sitio ativo formam uma al¢a (alca fosfato) que conecta a
primeira folha-P com a primeira a-hélice. O sitio ativo € localizado na base de
uma depressdo formada pelo lado C-terminal de uma folha-B paralela; a borda
desta depress8o ¢ margeada por residuos hidrofdbicos divididos em trés grupos:
residuos de 46-58, de 90-95 ¢ de 128-132, os quais podem interagir com a
estrutura aromatica dos substratos que contém fosfotirosina ou os outros residuos
de aminoacidos vizinhos. Hstes residuos hidrofobicos estdo presentes também

nas enzimas de leveduras e em algumas de procariotos {(Mondesert ef al., 1994;
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Zhang ef al . 1995; Modestl ¢f o/, 1993; Li & Strohl, 1996), o que também

reforga a possive] importancia destes no reconhecimento do substrato,

Figura A. Disposicgio das «-hélices e folhas B na estrutura terciaria da PTF de BMr do coragdo
bovino {Zhang, M e al., 1994). A aica fosfato do sitio afivo encontra-se entre a folhd Bl ¢ a2 -
hélice 1.
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Estudos cinéticos (Baldijdo er af., 1975; Bittencourt ¢ Chaimovich,

1976; Zhang e Van Etten, 1991a, 1991b; Zhang et al., 1992; Zhou et al., 1993),
de mutagio sitio dingida (Chiarug: er al., 1992; Wo ef al., 1992a, 1992b; Davis
- et-al. 1994; Evans ef gl , 1996) ¢ a determinacio da estrutura terciaria da PTP de
BMr (Su er a/., 1994; Logan ef al., 1994; Zhang, M. et al,, 1994) permitiram
identificar a Cys-12, Arg-18 e Asp-129 como os residuos essenciais para a
catalise enzimatica, sendo que os residuos de Cys e Arg estdo muitos proximos e
constituem a alca fosfato. Atuando indiretamente, a His-72, Ser-43, Ser-19 e
Asn-15 constituem ¢ estabilizam o sitio ativo (Zhang, M. et al., 1994).

As PTPs de BMr de mamiferos hidrolisam com muita eficiéncia arilfosfatos
como o pNPP e a fosfotirosina, tanto quanto acilfosfatos, sejam naturais ou
sintéticos, como o carbamoil fosfato, acetil fosfato e benzoil fosfato, mas
apresenta baixa atividade sobre alquil fosfatos (revisto por Rampom ¢ Stefani,
1997), com excegio das flavina mononucleotideo (FMN) (Taga e Van Etten,
1982; Fuchs et al., 1992; Granjeiro et al., 1997b). Estas enzimas, bem como as
oriundas de procariotos ¢ leveduras, também apresentam uma atividade marcante
sobre peptideos e proteinas fosforilados em tirosina (Chemnoff e Li, 1985;
Ramponi et af., 1989; Zhang e Van Etten, 1991b; Shekels ef al., 1992; Stefani ez
al., 1993; Li e Strohl, 1996). Esses autores ainda afirmam que a atividade sobre
fosfoserina/treonina ¢ insignificante, mas sfio contestados por Zhang ef al.,

(1995). Outra caracteristica marcante das PTPs de BMr ¢ a capacidade de

Cirri et al., 1993b).

Um grande numero de estudos cinéticos determinou que o modelo cinético
da reacgdo catalisada pela IF2 da PTP de BMr ¢ do tipo 5,2P, onde ocorre a
entrada de um substrato e a saida de dois produtos. A reacfio procede via
formacio de um intermediério cistemnil fosfato Cys-12 (Wo et af., 1992b; Cumi ef
al., 1993b), sendo que o passo que leva a sua formacgo ¢ acompanhado pela
protonagdo do grupo que sai (primeiro produto; grupo fendlico no caso do

pNPP). A hidrolise do imntermedidrio cistemil fosfato é o passo limitante da

reagdo. A Cys-12, mantida na forma de tiolato pela Ser<19; seria responsével pelo - -~
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ataque nucleofilico ao atomo de fosforo do substrato, levando a formacio

do intermediario fosfoenzima; o Asp-129 atuaria como doador de proton para o
grupo que deixa a enzima ¢ a Arg-18 seria responsavel pelo reconhecimento do
substrato ¢ estabilizacdo do estado de transigio (Zhang Z. ¢f g/, 1994, Evans et
al., 1996).

Zhang, M. ef al (1994) propuseram que a His-72, Ser-19 e Ser-43 teriam o
papel de estabilizar o sitio ativo através da formagfo de uma rede de pontes de
hidrogénio que interage com a Asn-15 presente na alca do sitio ativo,
propiciando a geometria mais favoravel para a ligagdo do fosfato. Ao contrario
do que se imaginava inicialmente, os residuos de His-66 e -72 nfio atuam
diretamente no sitio ativo, sendo que a His-66 encontra-se muito longe (>154) e
no lado oposto da molécula.

O seguinte modelo cinético para a hidrdlise de fosfatos monoésteres pela
PTP de BMr foi proposto (Baldijdo er al, 1975; Zhang ¢ Van Etten, 1991b;
Evans et al., 1996):

I ko k3 k4

E+pNPP <= EepNPP E_;P S EeP S E+P
F1 2 pNFenol ** k-4
O papel catalitico da Cys e da Arg sfo iguais aos de outras PTPs, inclusive

as de dupla especificidade, nas quais o padrio do sitio ativo conserva a seqiiéncia
CXsR.

... Estudos recentes sohre 0 mecanismo de catalise da AcPl e AcP? do figado .. .

de rato, utilizando 4 substratos diferentes (inclusive fosfotirosina) confirmam que
a hidrolise dos substratos procede pelo mesmo mecanismo para ambas as
isoenzimas (Cirri ef al., 1995).

As PTPs sdo mibidas competitivamente por vanadato, assim como as de
BMr (Zhang € Van Etten, 1990; Granjeiro et al, 1997a; Buzalaf ef al, 1998) e
irreversivelmente por peroxivanadato (o complexo do vanadato com o H,0,),
através da oxidagdo da Cys-12, determinada por espectrometria de massa;
agentes redutores como o ditiotreitol (DTT), presentes no meio de reago,

mantém a cisteina reduzida e convertemn mais rapidamente o peroxido em
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vanadato (Huyer ef al, 1997). O ion vanadato forma uma ligacgdo
covalente com o nucledfilo Cys-12 no sitio ativo, que apresenta uma geometria
trigonal bipiramidal, ¢ desta forma, inibe a atividade PTP por atuar como um
- analego do estado de transi¢io (Zhang, M. et al., 1997). A injegdio intraperitoneal
de vanadato induz a fosforilagdo em tirosina de diversas proteinas como os
receptores para o fator de crescimento epidermal, insulina e fator de crescimento
do hepatocito (Ruff ef al., 1997). Ultimamente tem se mostrado que compostos
geradores de NO ¢ o proprio NO sdo capazes de inativar a PTP de BMr in vitro
(Caselli et al., 1994b; L1 ¢ Strohl, 1996). Esta inativagdo foi reduzida na presenga
do fosfato inorgénico, um mibidor competitivo da enzima, sugerindo que a ag#o
do NO modifica a Cys-12 e Cys-17 (Caselli ef al., 1994b).

Até 1985, o papel bioldgico das fosfatases acidas de BMr era
completamente obscuro; a enzima ja havia sido purificada de diversas fontes,
sendo encontrada praticamente em qualquer tecido de mamiferos ¢ também em
aves. Contudo, neste ano, Chemnoff ¢ Li purificaram a PTP do coragfo bovino
associada a fosfatase acida de BMr e concluiram que se tratava da mesma
enzima. A partir desse ano, os trabalhos se intensificaram de tal maneira que,
além de uma profunda caracterizagdo do mecanismo de catalise ¢ da estrutura, ja
destacado anteriormente, muito se pesquisou sobre os possiveis substratos
fisiologicos.

O primeiro relato neste sentido ocorreu em 1989, quando Ramponi ef al.

~ghservaram que e PTP-de BMr-do figado de bovino defosforilave eficientemente

in vitro o receptor do fator de crescimento epidermal (EGF-r). Posteriormente,
utilizando peptideos sintéticos contendo fosfotirosina, Stefani et al., (1993)
relataram uma atividade hidrolitica preferencial sobre o peptideo derivado de um
sitio de fosforilagic do receptor do fator de crescimento derivado de plaquetas
(PDGF-1).

A autofosforilacio de receptores de fatores do crescimento tem sido
apontada como um passo crucial na proliferagdo celular induzida por sinais
mitogénicos. Além disso, um maior estimulo na atividade tirosina quinase (Lau

et al., 1989) e/ou modificacdo no nivel da atividade celular da PTP (Klarlund,
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1985; Klarlund ez al, 1988) tem sido demonstrada em transformacdes
neoplasicas. Isto levou alguns pesquisadores a supor que a sobre-expressio de
algumas PTPs podenia suprimir ou mesmo reverter a transformacfio celular
(Liebow ef @/., 1989), at¢ mesmo utilizando as PTPs de BMr (Ramponi ef o,
1992).

Ao menos para a IF2, Ramponi e colaboradores tém demonstrado que seu
papel fisiologic o estd associado 2 hidrolise de residuos de tirosina no EGF-r e
PDGF-r autofosforilado, sendo que sua atividade pode ser regulada via
fosforilagdo a mivel de tirosina. O verdadeiro, se é que se pode falar assim,
substrato fisiolGgico ainda néo foi encontrado. Assim, como também nio se sabe

com certeza a fungdo.
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2 PROPOSICAQO

Como destacada na introducfo desta Dissertagdo, as proteinas tirosina
. fosfatases desempenham um papel importante no controle do ciclo celular.
Especificamente quanto a PTP de BMr, ainda ndo se sabe sua fungdo fisiologica
ou mesmo o substrato fisiologico.

Neste trabalho objetivamos caracterizar cinéticamente a PTP de BMr do
rim de carneiro, especialmente com relagdio a inibigdo por alguns compostos.
Também avaliaremos o efeito da albumina do soro na atividade da enzima uma
vez que diversos indicios apontam para um efeito ativador desta proteina, visto
também que na literatura, nfo ha citagio sobre esse efeito do BSA. Para tanto, é
fundamental a obtengdo de uma enzima pura e homogénea, a qual foi obtida
através de procedimentos de baixo custo visto que nosso laboratério nio dispde

de equipamentos sofisticados.
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3 MATERIAL EMETODOS

3.1 Materiaf

3.1.1 Obtengac do rim de carneiro

O nm de carnewo fo1 obtido do Matadouro Dom Pig de Bauru-SP. As pecas
foram removidas logo apos o sacrificio dos animais e transportadas em gelo moido

para o laboratOrio onde foram limpas ¢ estocadas a —20°C.

3.1.2 Reagentes e Solucbes

Resinas para as colunas cromatograficas: SP-Sephadex C50-120 e Sephacryl
S-200 (Pharmacia).

Substratos: pNPP, pirtdoxal-5-P, FMN, Tyr-P, B-naftil-P, a-naftil-P, PPi, Ser-
P, a-glicero-P, D-glicose-6-P, ATP, AMP (Sigma Chemical Co.); B-glicero-P,
acido-6-fosfoglucdnico (E. Merck Darmstadt).

Inibidores: molibdato de amoénio, vanadato (Merck); pCMB, fluoreto de sddio,
tartarato de sodio, piridoxal-HCI (Sigma Chemical Co.).

Reagentes para preparo dos tampdes: acido acético, glicina, glicil-glicina,
acido etilenodinitrilotetracético sal dissédico (EDTA), sulfato de amoénio, fosfato
dissédico (Merck); hepes, imidazol, bis-tris (hidroxi) metilaminometano (Sigma
Chemical Co.).

therol e reagentes redutores de ti01s: DTT G~SH B SH (Merc:k)

. Toéos os demazs reagentes utx]uados pcssulam grau anahtlco Todas T

solucdes foram preparadas com agua purificada pelo sistema Milli Q.
3.2 Métodos

3.2.1 Purificacao da Enzima

A metodologia utihizada para a purificagio das fosfatases acidas de BMr de
rim de carneiro ocorreu exatamente como descrito por Taga € Van Etten (1982).

As etapas abaixo descritas foram realizadas a 4°C.
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3.2.1.1 Obtenngéo do extrato

Os rins de cameiro (1.000g), descongelados e cortados em fatias, foram
homogeneizados em tampio acetato de sodio 0,1 mol L, pH 5,0 (homogeneizador
- Omni-Mixer, 3 min, velocidade maxima), na proporgao de 1,0 g de tecido para 4,0
ml. de tampdo. Em seguida, o homogeneizado obtido foi centrifugado por 20 min a
10.000 rpm emm centrifuga refrigerada SORVALL RC 2B, com rotor GSA.

Desprezado o precipitado, coletou-se o sobrenadante, o qual foi filtrado através de 4

camadas de ga=ze. O efluente obtido constituiu o extrato limpido.

3.2.1.2 Fraciornamento com Sulfato de Ambnic

Realizou-se o fracionamento a 60% de saturacfo adicionando-se sulfato de
amémio sélido (390,0 g de sal por litro de solugdo) ao extrato sob agitagdo em
cdmara fria a 4°C. Depois da adi¢lo completa do sal, deixa-se agitando Ientamente
por 2 horas. Apos este periodo, centrifugou-se novamente a solugéo a 10.000 rpm
por 20 min (rotor GSA). O sobrenadante foi descartado e o precipitado
ressuspendido, numa reducgdo de 1/5 do volume inicial, em tampZo acetato 10 mmol
L, pH 4,9, contendo EDTA 5 mmol L™ ¢ B-SH 1 mmol L”. A suspensio foi
clarificada por centrifugagio a 10.000 rpm por 20 min (rotor GSA).

3.2.1.3 Cromatografia em SP-Sephadex |
Eluicdo com Fosfato

A amostra clarificada (720 ml) foi aplicada a uma coluna de SP-Sephadex

(4,5 x 16,5 cm) previamente equilibrada com tampio acetato 10 mmoi L, pH 5,0,

contendo sulfato de aménio 0,1 mol L', EDTA 5 mmol L? ¢ $-SH 1 mmol L.
Apbs a passagem de toda amostra, a resina foi exaustivamente lavada com o mesmo
tampdo até A,go praticamente igual a zero. A eluigdo da atividade se deu aplicando
tampao fosfato dissodico 0,3 mol L pH 6,0, contendo EDTA 1 mmol L7 ¢ B-SH
0,5 mmol L. Foram coletadas fragdes de 20,0 mL, sob um fluxo de 4,0 mL min™
(bomba peristaltica BP-100, Incibras). As fracdes eluidas com o tampdo fosfato
(inibidor competitivo desta enzima) contendo mais do que 0,1 UE mL"’ foram

reunidas e a solugo resultante foi concentrada com sulfato de amdnio solido a 75%
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de saturacfio (5 16,0 g de sal por hitro de solugfio). Apés agitagdo por uma

hora, foi centrifugada a 18.000 rpm por 30 min (rotor $8-34). O precipitade foi
ressuspendido em tampio acetato 10 mmol L pH 5,0, contendo sulfato de aménio

~0,1melL, EDTA Smmol L ¢ B-SH 0,5 mmol L.

3.2.1.4 Cromatografia em SP-Sephadex (i

Eluigdo com Fosfato

A fragdo da etapa anterior (40,0 mL) foi aplicada a uma segunda coluna de
SP-Sephadex (2,5 x 9,0 cm) previamente equilibrada com tamp3o acetato 10 mmol
L, pH 5,0, contendo sulfato de amonio 0,1 mol L, EDTA 5 mmol L™ e B-SH 0,5
mmol L. ApSs a passagem de toda amostra, a coluna foi lavada com o mesmo
tampdo até Aoso praticamente igual a zero. A enzima foi eluida como descrito
anteriormente € as fragdes (12 mL) contendo atividade superior a 0,1 UE mL”’

foram reunidas e concentradas por ultrafiltracfo sob pressdo positiva de nitrogénio.

3.2.1.5 Cromafiografia de Exclusdo Molecular em Sephacryl S-200

A fragdo da etapa anterior (8,5 ml.) foi aplicada a uma coluna de Sephacryl S-
200 (3,0 x 110 cm) previamente equilibrada com tampdo acetato 0,1 mol L™, pH
5.0, contendo cloreto de sédio 0,5 mol L™, EDTA 5 mmol L7 e B-SH 5 mmol L.
Apoés a penetracdo da amostra no gel a cromatografia foi desenvolvida pela
passagem do tampio de equilibrio com fluxo de 1,0 mL min™, as fragdes (13 mL)

contendo atividade superior a 0,1 UE mL" foram reunidas ¢ concentradas por

3.2.1.6 Armazenamento da Enzima

A enzima purificada foi estocada a -20°C, em glicerol 50%, fosfato 10mM e
B-SH 1 mmol 1.7

3.2.2 Determinacio da Atividade Enzimatica
Para a determinacdo da atividade enzimatica, a enzima foi diluida em tampio
acetato 0,1 mol L pH 3,0, imediatamente antes do ensaio, e mantida a 4 °C.

A atividade enzimética fo1 determinada através dos seguintes métodos:
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3.2.21 Dosagem do p-Nitrofenol (Monitoramento da  Atlividade
Enzimatica)

Em um volume final de 1 mL, a reagdo foi iniciada pela adicio da enzima a
um meio contenndo 0,1 mol L™ de tampdo acetato de sédio, pH 5.0, ¢ 5 mmol Lt de
pNPP. A paralizaciic ocorreu pela adigdo de 1 mL de NaOH 1 mol L7, apés
incubagio por 10 min a 37°C. A formagdo do p-Nitrofenol (pNP) foi determinada
espectrofotometricamente  (Espectrofotémetro  ULTROSPEC  2000-Pharmacia
Biotech) pela leitura da absorc@o a 405 nm (coeficiente de extingdo molar da forma
do p-nitrofendxido: 18.000 (mol” L ¢m™) (Chaimovich and Nome, 1970).

Uma Unidade de Atividade Enzimatica (UE) ¢ definida como a quantidade de
enzima necessaria para produzir 1 umol de pNP por min.

A Atividade Enzimatica Especifica (AE) ¢ expressa como Unidade de
Atividade Enzimatica por miligrama de proteina (AE = UE/mg).

3.2.2.2 Dosagem do Fosfato Inorgénico (Pi)

A reagdo procedeu como descrito em 3.2.2.1 exceto que a paralisagdo da
mesma foi feita pela adigdo de I mlL de molibdato de amémio 3% (em tampéo
acetato 0,2 mol L™ pH 4,0). A coloragio do complexo fosfo-molibdico foi adquirida
a temperatura ambiente pela adi¢do de acido ascorbico 1% (em tampdo acetato 0,2
mol L, pH 4,0), como redutor, de acordo com o método descrito por Lowry and
Lopez (1946). A absorbéncia foi medida a 700 nm, 30 min ap0s a adi¢do do acido

~ascorbico. O coeﬁmente de extmg:ao molar para o complexo reduz1d0 (azul de
| .r.mohbdemo.) € 4 000 mol” L cm "

3.2.2.3 Dosagem da Tirosina

A atividade fosfotirosina-fosfatase da enzima foi medida de maneira similar a
descrita em 3.2.2.1, usando como substrato Tyr-P 5 mmol L”. A produgio de
tirosina foi determinada espectrofotometricamente pela leitura da absor¢do a 293
nm e usando um coeficiente de extingdo molar de 2.381 mol’ L em” (Fasman,

1976).
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3.2.2.4 Dosagem do S-Naftol

A reac80 ocorreu segundo Material e Métodos, 3.2.2.1, mas usando como
substrato B-maftil-P 5 mmol L' O B-nafiol formado foi medido
espectrofotometricamente pela leitura da absorcfo a 346 nm e usando um

coeficiente de extingdo molar de 2.780 mol™ Lem™.

3.2.3 Determinacao da Concentrag&o Proteica

A proteina foi quantificada pelo método de Lowry como descrito por Hartree
(1972), utilizando BSA como padrio. A reagdo foi iniciada pela adi¢do de 2,0 mL
do Reagente C a 0,2 mL da amostra. Apos 10 min, adicionou-se 0.2 mlL do
Reagente de Folin-Ciocalteau (1:1). A leitura da absorbancia foi realizada a 660 nm
apos 30 min da adigo do reagente de Folin-Ciocateau a temperatura ambiente.

O perfil proteico obtido das colunas cromatograficas foi estabelecido através
da leitura direta da Aagy (Layne, 1957).
3.2.4 Estudos Cinéticos

Com a enzima purificada, realizou-se alguns estudos cinéticos. Todos os
ensaios, sem excegdo, foram feitos, a0 menos, em triplicata. As barras de erro nas

figuras correspondem ao erro padrio (s.e.).

3.2.4.1 Efeito do tempo de incubacdo

A atividade enzimatica foi determinada nas condi¢des de ensaio descritas, com

.excecdo do tempo de paralizacdo da reacdo que variou de 0 a 40 min. Para.cada ...

tempo foi feito um controle, sendo gque neste tubo o hidroxido de sodio foi

adicionado antes da adi¢do da enzima.

3.2.4.2 Efeito da Concentracdo da enzima

A atividade enzimatica foi determinada como descrito utilizando-se diferentes

concentra¢des da enzima (de 15 ng a 322 ng).

3.2.4.3 Efeito do pH

O efeito do pH no meio de ensaio foi estudado utilizando-se meios de

incubag8o preparados com diferentes tampdes na concentragio de 0,1 mol L'\ Os
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tampde utilizados foram glicina (pH 2,5 ¢ 3,0); acetato (pH 3,5-5,5); bis-tris
(pH 6,0 ¢ 6,5); hepes (pH 7,0 e 8,0) e glicil-glicina (pH 9,0). A atividade foi

determinada como descrito.

' 3.2.4.4 Efeito da Temperatura e Determinacdo da Energia de Ativacdo (Ea)

A atividade enzimatica foi determinada como descrito em Material ¢ Métodos,
3.2.2.1, utilizando um tempo de reacdo de 5 min. A reacio foi iniciada pela adigio
da enzima previamente diluida em tampdo acetato 0,1 mol L pH 5,0.

A Ea da reagdo de hidrélise do pNPP (5 mmol L) pela PTP de BMr do rim de
carneiro foi determinada através do grafico de Arrhenius: log £ x /T (K'), onde & ¢
a velocidade maéxima em diferentes temperaturas (de 0 a 67 °C), expressa em UE

(umol min™). No grafico de Arrhenius, a inclinagio = -Ea/2,3R.

3.2.4.5 Estudo de Especificidade

A atividade da PTP de BMr de rim de camneiro sobre alguns compostos
fosforilados fo1 determinada dosando o fosfato liberado no meio de reagdo como
descrito, sendo que a concentragio da enzima utilizada foi de 215 ng mL™. A
atividade sobre o pNPP foi considerada como 100%.

Os compostos fosforilados testados foram: FMN, Tyr-P, pNPP, B-naftil-P, a-
naftil-P, PPi, Ser-P, pindoxal-5-P, a-glicero-P, B-glicero-P, D-glicose-6-P, acido 6-
fosfoglucénico, ATP e AMP (todos a 5 mmol L™).

..3.2.4.6 Determinacéo dos Pardmetros Cinéticos ...

Os parametros cinéticos (K, Vy.x) da reacdo catalisada pela PTP de BMr do
rim de carnetro foram determinados utilizando-se o pNPP, FMN, Tyr-P ¢ B-naftil-P
como substrato. Os valores de K, € V. foram calculados através do ajuste dos

pontos pela equacio da hipérbole retangular (Programa Origin, v. 5.0).

3.2.4.7 Efeitc do BSA na Determinacéc dos Pardmetros Cinéticos
Os pardmetros cinéticos (K, Vaa) da reagio catalisada pela PTP de BMr do
rim de carneiro foram determinados utilizando-se o pNPP, FMN, Tyr-P e B-naftil-P

como substrato, contendo BSA 1 mg mL”, no meio de reacdo ou no meio de
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diluicio da enzima. Os valores de K., € V., foram calculados como

descrito em M aterial e Métodos, 3.2.4.6).

3.2.4.8 Efeito do BSA na Ea para a hidrélise do pNPP

A atividade enzimatica foi determinada como descrito (item 3.2.2.1). A reacfo
foi iniciada pela adigdo da enzima previamente diluida em tampio acetato 0,1 mol
Lt pH 5,0, na presenca de BSA 1 mg mL”, no meio de reacdo ou no meio de
dilui¢do. Como controle, a reagdo procedeu na auséncia de BSA tanto no meio de
diluigdo como de reagio.

A Ea da reago de hidrolise do pNPP (5mM) pela PTP de BMr do rim de
carneiro, foi determinada na presenga de BSA 1 mg mL”, no meio de Teagdo, ou no

meio de diluigdo (item 3.2.4.4).

3.2.4.9 Efeito de Compostos na Estabilidade Térmica

Neste experimento a enzima foi diluida (43 pg mL™) e pré-incubada a 60°C,
em tampdo acetato de sodio 0,1 mol L™, pH 5,0, na auséncia ou na presenga de BSA
0,1%, DTT 1 mmol L, glicerol 50%, fosfato inorgénico (Pi) 10 mmol L ou todos
0s quatro juntos. Apos intervalos de tempo definidos (0 a 15 min), aliquotas de 500
ul foram retiradas e colocadas em gelo. Em seguida, a atividade residual foi
determinada (Material e Métodos, 3.2.2.1) tomando-se a atividade enziméatica no

tempo zero de pré-incubagio como 100%.

32410  Efeifo de Compostos na Afividade

O efeito de diversos compostos na atividade da PTP de BMr do rim de
carneiro foi verificado como descrito (item 3.2.2.1) utilizando um tempo de reagfo
de 10 min. A atividade na auséncia do composto foi tomada como 100%,

Os compostos utilizados foram: glicerol (5 mmol L), acido drico (1 mmol L
", B-SH (5 mmol L), EDTA (10 mmol L), G-SH (5 mmol L)), DTT (5 mmol L~
"), adenosina (1 mmol L), guanosina (1 mmol L"), SDS (10 mmol L), triton X-
100 (0,2%), lactose (15 mmol L™), glicose (15 mmol L") e sacarose (15 mmol L.
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3.2.4.11 ETeito de Metais na Atividade

O efeito de diversos ions metalicos na atividade da PTP de BMr do rim de
carneiro foi verificado como descrito (Material e Métodos, 3.2.2.1 e 2, sem ou com
pré-incubagdo, respectivamente), a 37°C por 20 min. A atividade na auséncia do
metal foi tomada como 100%.

Os metais utilizados foram: Co®", Mn®", Cu*", Mg, Ca%", Zn*", Fe*', Hg” e

Ag' (todosa 1 mmol L™).

3.2.4.12 Efeito de potenciais Inibidores

de carneiro foi verificado como descrito em 3.2.2.1. A atividade na auséncia do
inibidor fo1 tormada como 100%.

Os inibidores testados foram: piridoxal-5-P (0,01 e 0,1 mmol L), vanadato
(0,01 ¢ 0,1 mmnol L), pCMB (1 e 10 umol L”E), molibdato {0,01 ¢ 0,1 mmol L‘l),
fosfato (1 ¢ 10 mmol L), fluoreto (1 e 10 mmol L), tartarato (1 ¢ 10 mmol L),
piridoxal-HC1 €0,1 e 1 mmol L™).

32413 Estudo dos Mecanismos de Inibigdo
O tipo de inibig@io ¢ as constantes de mibigdo (Ki) para o Pi, piridoxal-5-P ,
molibdato de amdnio e vanadato foram determinados através dos graficos de

Lineweaver-Burk (1934), de Dixon (1979) ou de Cornish-Bowden (1995). Através

do grifico de Lineweaver-Burk ¢ possivel determinar o tipo de inibigdo, se

T competitivo,  Tidio-competitive, misto ou acompetitivo. A Ki ‘para a inibicso

competitiva € nHo-competitiva for determinada através do grafico de Dixon
(Inclinagdo das retas do grafico de Lineweaver-Burk versus a concentragdo do
inibidor). O intercepto no eixo x corresponde ao valor de Ki em modulo.

Na mibig#o mista, as retas no grafico de Lineweaver-Burk se interceptam no
2° guadrante € indicam a existéncia de 2 constantes de inibi¢do, uma constante de
mibicdo competitiva (Kic) e uma constante de inibigdo acompetitiva (Kia). A
primeira ¢ determinada através do intercepto das retas no grafico de 1/V versus [I]
determinados em duas ou mais concentragdes diferentes do substrato. A segunda

constante, Kia, corresponde ao intercepto das retas no grafico da S/V versus [I],
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também deterzminados em duas ou mais congcentracdes distintas do substrato
(Cornish-Bowden, 1995).

Para a determinacdo da Isp para vanadato foram utilizados diferentes
. substratos, a hidrolise foi medida na presenca de varias concentragdes de vanadato,
como descritc em Material e Métodos, 3.2.2.2.

Para a hidrélise da FMN ¢ da Tyr-P, os valores da Ki para o vanadato foram
determinados através do meétodo de Dixon (1979). A hidrélise da FMN fo1
monitorada de acordo com Material ¢ Métodos, 3.2.2.2. A hidrdlise da Tyr-P fo1
determinada pela quantificagfio da tirosina em meio alcalino (Material e Métodos,
3.2.2.3).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAQ

4.1 Purificagdo da Enzima

O estudo da PTP de BMr constitui-se de grande importédncia, especialmente
por estar relacionada a diversos processos celulares como crescimento,
diferenciagdo, proliferacdo celular e controle do metabolismo, ¢ ainda por
desconhecermos seu substrato fisioldgico. A fim de que seja possivel qualquer tipo
de estudo mais profundo sobre a atividade desta enzima, sua purficagdio até
homogeneidade ¢ crucial. Desta forma, neste trabalho, realizamos a purificagio da
fosfatase acida de BMr do rim de camneiro e a caracterizagdo de algumas
propriedades fisico-quimicas e cinéticas.

A fim de obter a quantidade de material necessaria ao estudo, 1,0 kg de im de
carneiro foi processado gerando grande volume de solugfio proteica. A técnica de
purificagdo foi a mesma desenvolvida por Taga e Van Etien (1982), envolvendo o
fracionamento com sulfato de amodnio e cromatografias de troca-ibnica em SP-
Sephadex por ion afinidade (Figuras 1 e 2). A enzima, praticamente pura e
homogénea, foi obtida apds a segunda cromatografia. Em seguida, foi concentrada
com nitrogénico (sob pressdo positiva) e submetida a cromatografia de exclusédo
molecular (Sephacryl S-200) de modo que qualquer outro possivel contaminante
fosse removido (Figura 3). A Tabela I exibe um resumo dos passos fundamentais

para o processo de purificagio da fosfatase 4acida de BMr (< 20 kDa) de rim de

A PTP de BMr foi purificada cerca de 1.291 vezes, apresentando A E. de 99,4
pmol min” mg” e um rendimento de cerca de 4%. A enzima foi estocada a —20°C
em um meio contendo glicerol 50%, fosfato 10 mmol L ¢ B-SH 1 mmol L.

Nestas condigOes a enzima foi estavel por um ano.
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4.2 Estudos Cinéticos

4.2.1 Efeito do Tempo de incubagéo

Iniciando o estudo cinético da PTP de BMr do rim de carmeiro verificamos que

ela apresentou uma linearidade na formagfo do produto, quando os ensaios eram

realizados por um tempo de 0 a 40 min (Figura 4).

4.2.2 Efeito da Concentragao da Enzima

Através da influéncia da concentragio da enzima, na velocidade da reagio,
verificamos urna correlagdo linear entre a [Enzima] e a [Produto] formado até a
concentragio de 241,0 ng mL", correspondendo a 0,6 unidades de absorbancia de
405 nm (Figura 5), mas acima desta concentracdo, a formagio do produto ndo ¢
mais linear, provavelmente pelo fato do substrato nfo estar em concentragdo
saturante. Podemos afirmar que este ndo ¢ um efeito relacionado 2 sensibilidade do
espectrofotdmetre uma vez que a curva padric de p-nitrofenol, nas mesmas
condigles que © ensaio, ¢ linear até a absorbancia de valor 2,0, pois, conforme a Lei
de Beer-Lambert, a absorbéncia A é diretamente proporcional a concentragdo do

soluto absorvente.

4.2.3 Efeito do pH

O grafico da velocidade em fungéio da variagdo do pH (entre 2.5 e 9,0),

resultou numa curva em forma de sino, revelando entre o pH 4,0 ¢ 5,5, uma

-variagio minima na quantidade de produto liberade {apreximadamente-de-10%), o

evidenciando muito mais um platé de atividade do que um pH O6timo (Figura 6).
Este aspecto € similar ao referido para as PTP de BMr do figado (Heinrikson,
1969), cérebro (Chaimovich and Nome, 1970; Saeed et al, 1990) e coragdo bovinos
{Chernoff and Li, 1985} quanto & faixa de pH 6timo para a enzima. Verificando a
atividade enzirmatica uma unidade abaixo e acima o platd, notamos que no pH 3,0 a
atividade é cerca da metade obtida no pH 6,2 (40,5 e 89%, respectivamente). Evans
et al (1996), demonstraram que o pKa para a Cys-12, essencial para a catilise

enzimnéatica, era menor ou igual a 4,0. Assim, no pH 3,0, este residuo de Cys estara
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na forma protomada (R-SH), dificuitando a catalise. Além disso, no pH 7,0,

a atividade residual é de apenas 24% em relagdo ao pH 5,0.

4.2.4 Efeito da Temperatura e Determinagaoc da Ea

A analise do efeito da temperatura na atividade enzimatica foi estudado
medindo-se a formagdo do produto (pNP) apés 5 min de incubagio a diferentes
temperaturas (4, 27, 37, 47, 57 ¢ 67°C) e revelou-se muite interessante.

O ensaio foi realizado em pH 5,0 e iniciado pela adigéio da enzima. O grafico
da velocidade em UE em funcio da temperatura exibiu um crescimento significante
da atividade at€ atingir, na temperatura de 57°C, a maxima formagdo do produto. A
partir deste ponto a queda na velocidade ¢ vertiginosa, tomando-se como referéncia
a velocidade na temperatura de 37°C (100%), chama a aten¢do que, a 57°C, esta €
cerca de 2,8 vezes maior; a 67°C a velocidade € um pouco maior que a 37°C; a
27°C a velocidade corresponde a cerca de 35%, aproximadamente (Figura 7).

Pudemos verificar que a formagdo do produto aumenta consideravelmente
com a temperatura. Alguns fatores podem explicar este comportamento como a
influéncia da temperatura na quebra do complexo enzima-produto (E-P); pelo efeito
na afinidade enzima-substrato; devido a alguma alteragfio nos pKs, os quais s@o
determinados por suas energias de ativagdo (Dixon & Webb, 1979). Entretanto, a
determinacio de qual ou quais fatores estdo influindo neste caso nfio pode ser
realizada através deste estudo. A grande complexidade das varidveis envolvidas

exige a determninagdo de constantes termodindmicas a partir das constantes de

velocidade, implicando em diversos experimentos e tratamentos matematicos dos
resultados, o que foge 30 nosso objetivo.

A analise do efeito da temperatura na atividade da fosfatase é4cida em
mamiferos ndo € freqiiente, especialmente com relagfio a enzima de BMr. Uma rara
exceclo ¢ o relato de Dissing & Svensmark (1990), onde verificaram que as
isoenzima f e s de eritrécitos humanos sofreram inativagdio térmica a 63 e 66°C,
respectivamente. Relataram ainda que a atividade residual apds a pré-incubagdo a
60°C sofreu tma elevagdio consideravel (quase 2 vezes) nos instantes iniciais do

tratamento. Esta ativagio foi explicada como um rearranjo transitorio das moléculas
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da enzima, a qual foi sucedida por uma inativagiio dependente do tempo que
eliminou praticamente toda atividade apoés 20 minutos de pré-incubagéo. Kanal &
Kondo (1991) trabalhando com suspensdo de Pseudomonas pseudomallei e P.
cepacia, verificaram a retenc3o de grande parte da atividade apos 20 minutos de
pré-incubagdo a 60°C.

Os estudos de estabilidade térmica e, principalmente, temperatura 6tima e
calculo da energia de ativagdo tem sido realizado com maior fregilencia em
fosfatase acidas de plantas. Diversos trabalhos tem relatado uma temperatura 6tima
de 60°C como Ullah & Gibson, 1988 (cotilédone de soja); De-Kundu & Banerjee,
1990 (caule em germinagdo de Vigna radiata), Biswas & Cundiff, 1991 (semente
em germinagdo de Vigna sinesis).

Com relacgfo 4 Ea, também poucos sio os relatos na literatura, especialmente
quanto as PTP de BMr. O valor da energia de ativago (Figura 7, Interno) obtido
neste trabalho (54,5 kJ mol™ K) ¢ semelhante a resultados obtides por Zhang &
Van Etten (1991) onde realizaram estudos de dependéncia da temperatura para a
PTP de BMr do coragio bovino nos valores de pH 5,0 e 7,0 e revelaram energia de
ativagio praticamente idénticas para o passo limitante da reagéio (56,9 e 58,9 kJ.mol’
! respectivamente).

Assim, este conjunto de experimento serviu, principalmente, para determinar
as condigbes padrio de ensaio a serem empregadas durante a analise das outras

caracteristicas cinéticas da PTP de BMr do rim de carneiro. Os ensaios posteriores

foram realizadios por um periodo-de-incubagiio quo-variave de 10-a-40 many-e-comr—

uma concentracio de enzima variando entre 40 e 215 ng por tubo, dependendo do
experimento, mantido o pH 5,0, a 37°C. Esta temperatura foi a escolhida pelo fato
da PTP apresentar uma estabilidade t€rmica nesta temperatura maior que a 35°C
(resultado ndco mostrado), ¢ por ndo promover a hdrolise térmica espontinea do

substrato em mniveis significativos, e por permitir comparacdo com dados da

literatura.
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Tabela X. Purificacdo da Fosfatase Acida de Rim de Carneiro.

Para a purificagdo, 1,0 kg de rim de cameiro foi utilizado.

Yolume 1LE. Proteina AE, Purifi- Hendi-
Fragio {mkL; Totais Total U.E./mg cacho mento
(mg} X (Vo)
Exirato 4200 3255 41.895 0.077 1.5 100
Suifato de
am3nio 340 2.932 24 897 0118 1.53 501
5.60%
1%.5P-
Sephadex 26 30875 6224 494 64 .42 G4
PARCT
Sephadex 2.5 21949 5.20 4225 54370 675
Sephacryl 15 128.256 1.29 99.43 12915 394
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FIGURA 1, Cromatografia em SP-Sephadex - L.

A amostra ressuspendida e clarificada ands a concentracdo com sulfato de amdnio 60% foi
aplicada 2 primetra coluna de SP-Sephadex C-30 (4,5 x 16,5 cm) equilibrada com tampdo
acetato 10 mmol L (pH 5,0), contendo sulfato de amdnio 100 mmol L' EDTA 5 mmoi L

"2 B-SH 0,5 mmol L Utilizou-se o mesmo tampdo para a lavagem da coluna o tampdo
fosfato 300 mmol L (pH 6.0}, contendo EDTA | mmol L7 e B-8H 0,5 mmol L' para a
eluigio. As fracdes (25,0 mL) foram monitoradas a 230 nm para proteina ¢ 2 405 nm para 2
atividade como indicado. As fragdes com mais de 0,1 UE mL" foram reunidas (“pool” I} ¢

concentradas com sulfato de amodnio a 75% de saturagdo,

10
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O sobrenadante limpido do passo anterior foi aplicade a uma segunda coluna de SP-

Sephadex (2,5 x 9,0 cm) equilibrada com tampdo acetato 10 mmol L™ {pH 5,0), contendo
sulfato de aménic 100 mmol L, EDTA | mmol L ¢ $-SH 0,5 mmol L. A coluna foi
lavada o a atividade eluida conforme descrito na Figura 1. As fragdes (12,0 mb} foram
monitoradas a 280 nm para proteina e 405 nm para a atividade como descrito e, aquelas

contendo mais de 0,1 UE mL™", foram reunidas ("pool” [V) e concentradas por ultrafiltraggo

sob positiva pressdo de nitrogénio.
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FIGURA 3. Cromatografia de Exclusiio Molecular - Sephacryl S-
200

A enzima concentrada na etapa anterior (8,5 mL) foi aplicada 2 coluna de Sephacryl 5-200
(3,5 x 75 cmy), equilibrada com tampdo acetato 100 mmol L, pH 5,0, contendo 250 mmol
L' de NaCle 1,0 mmol L' de B-mercaptostanol. A eluigio foi realizada com o mesmo

tampéo e as fragdes (13 ml) foram monitoradas a 280 nm para proteina ¢ a 405 nm para

atividade, como indicado.
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O ensaio foi realizado conforme descrito em Material ¢ Meétodos (3.2.2.1) utilizando o

\ 4. Influéncia do Tempo de Incubacfio na Afividade da

pNPP como substrato. A reagdo foi iniciada pela adigdo de 43 ng de enzima.
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FIGURA 5. Influéacia da Concentracdo de Enzima na Atividade da
PP,
O ensaio foi realizado conforme descrito em Material e Métodos (3.2.2.1) utilizando o©

pNPP como substrato. A reagio foi iniciada pela adigdo de substrato.
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FIGURA 6. Influéngia do pH na Atividade da PTP

O ensaio foi realizado conforme descrito em Material = Métodos (3.2.2.1) utilizando o
pNPP como substrato. A reagdo foi iniciada pela adigao de 33,75 ng enzima. Og tampQes
gtilizados na concentracdo de 100 mmol L' foram: Glicina (pH 2,5-3,0), Acstato (pH 3,5~
5,5), bis-Tris {pH 6,0-6,5), hepes (pH 7,0-8,0), glicil-glicina (pH 9,0).
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FIGURA 7. Influéncia da Temperatura na Atividade da PTP.

O ensaio foi realizado conforme descritc em Material & Metodos (3.2.2.1) utilizando ©
pNPP como substrato. A reagdo foi iniciada pela adigdo de 143,3 ng de enzima. lnterno:
Grafico de Arrhenius. A Ea para a hidrolise do pNPP foi calculada como descrito em
Mateial & Meétodos (3.2 4.4),
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4.2.5 Estudo de Especificidade

A atividade relativa da PTP de BMr sobre diversos substratos revela uma
seletiva especificidade da enzima. Dos substratos testados, esta somente hidrolizou
significativamente pNPP, B-naftil-P, FMN, e Tyr-P, sendo que estes dois ltimos
sdo potenciais substratos fisiologicos. Os demais substratos ndo apresentaram
atividade significativa (Figura 8). Estudos realizados por Zhang & Van Etten
(1990); Wo et al {1992) demonstraram anteriormente a necessidade do substrato
possuir uma estrutura aromaética ligada a molécula do substrato, bem como uma

estrutura organica especifica, como no caso da FMN.

4.2.6 Determinacao dos Parametros Cinéticos

O efeito da concentragio do substrato (pNPP) na atividade enzimatica foi
analisado utilizando uma concentragdo de pNPP entre 0,01 e 10,0 mmol L. O
grafico da velocidade contra concentragfio do substrato apresenta uma curva tipica
de Michaelis-Menten (hipérbole retangular) ¢ podemos notar que o estado
estacionario € atingido com uma concentragido de pNPP de cerca de 1,0 mmol 19
(Figura 9). Os pardmetros cinéticos, K;, € Vi, foram obtidos através do Programa
Origin (v. 5.0) pelo ajuste dos pontos obtidos, a equagdo da hipérbole retangular.

O mesmo procedimento experimental foi realizado para a FMN, Tyr-P e B-
naftil-P, sendo os parimetros cinéticos resumidos na Tabela II. Assumindo a relagio

Kewt Kip? (87 mmol™ L) como uma medida da especificidade, podemos notar que 2

" Tyr-P apresenta-se como um substrato pobre (ks K~ = 0,60), muito embora, em

relacio ao pNPP, sua velocidade de hidrélise é apenas cerca de 35% menor (Figura
8). O que ocorre aqui € a baixa afinidade da enzima por este substrato, K, de 8,75
mmol L fato também observado para a PTP de cérebro bovino, K, 5,3 mmol L!
(Saeed ef al,1990); para a IF2 de PTP de BMr de ratos, K, 6,0 mmol L? (Ramponi
& Stefani, 1997). De maneira geral, estas fosfatases apresentam uma atividade
sobre a Tyr-P da ordem de 35 a 60% em relagdo ao pNPP.
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Substratos / 5mM

p-NPP
B-Naftil-P

FMN

Tyr-P
a-Naftil-P

PRI

Serina-P
Piridoxal-5-P
a-Glicers-P
p-Glicero-P
D-Glicose-6-F
Acido 6-fosfoglucdnico
AMP
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FIGURA 8. Especificidade da PTP
A formacdo do produto foi guantificada através da liberagdo do Pi, como descrito em
Material e Métodos (3.2.2.2). A reago foi inciada pela adigdo 215,0 ng de enzima, e a

concentracdo final dos substratos era de 5,0 mmol L.
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FIGURA 9. Influéncia da Concentracio do pNPP na Atividade da
PTP.

0O ensaio foi realizado conforme descritc em Material ¢ Métodos (3.2.2.1) utilizando o

pNPP como substrato. A reagfo foi iniciada pela adigdo de 215,0 ng de enzima.
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Tabela 1f. Efeito de BSA nos Parimetros Cinéticos da PTP de Rim de
{arneiro com Diferentes Substratos.

O ensaio foi realizado na auséncia ou na presenca de BSA (1 mg mL'™"); o BSA estava presente no
meio de reagdo ou no meio de diluicdo da enzima.

Substraio
pNEP B-Naftil-P Tyr-P fMN
X, {mmoi L}

Ansente .08 137 10,90 851
Meio de Reaclo .25 138 917 -
Belo de Divigio .18 4,563 338 349

Vmax {umol min )
Auszente 3.9 10.% 4 113
ieio de Reaclio 2.8 08 133 -
Meip de Dilsichs 9.3 2324 62 20.1

Ko {ﬁki}

Anzente 223 7.6 72 739
Fieio de Beaclo 281 72 9.4 -
Meio de Dilnicds 224 328 11z 281

koK, (57 mmol 177
Agsenie PR 206.8 0.4 i34
Meio de Reaclio 1163 3z 1.03 -
Felo de Diluice 4376 521 3.34 374
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4.2.7 Efeito do BSA na Determinacao dos Parametros Cinéticos

Verificando-se que nos experimentos realizados com BSA em nosso
___1;1]:)_(_)_1_‘;;?(’)_&0, __ocorria. uma elevacio dos valores nas atividades enzimaticas,
resolvemos estudar o que de fato poderia estar ocoﬁeﬁéb. I

Foram realizados diversos experimentos para se deferminar os pardmetros
cinéticos para a hidrolise dos melhores substratos na auséncia ou na presenga da
BSA (1 mg mL™"). A albumina esteve presente tanto no meio de reagdo como no de
dituigdo da enzima.

Analisando os valores de K, € V.. obtidos (Tabela II), verificamos que ha
um aumento da Vo, para todos; enquanto que a K,, aumenta para pNPP e p-naftil-
P, para a Tyr-P diminui e ndo ¢ alterada para a FMN. Estes resultados sugeniam uma
possivel ativacdo pela BSA nestes experimentos. Contudo, em conversa recente
com Prof. Van Etten em nosso laboratoério, durante sua visita ao Brasil, ele sugeriu
tratar-se de uma possivel adsorgdo da enzima & parede de vidro do tubo ao qual foi
realizado tais experimentos, resultando na diminuig¢dio dos valores dos parametros,
quando realizados sem a presenga de BSA; resultados estes podem ser resolvidos, se
utilizarmos tubos de silica, aconselhou o Prof. Van Etten, visto que em seu

laborat6rio, aconteciam resultados semelhantes e foram resolvidos desta forma.

4.2.8 Efeito do BSA na Temperatura Otima e, na Ea

O efeito do BSA na temperatura 6tima (Figura 10) ¢ na Ea (Figura 11) para a

T —

acetato 0,1 mol L, pH 5,0, ou no mesmo tampdo acrescido de BSA 1 mg mL":
também foi determinada a Ea para a hidrolise do pNPP na presenga de BSA 1 mg
mL"?. Na Figura 11, podemos constatar que a Ea ¢ praticamente a mesma nas duas
condigdes. Isto nos mostra que o efeito do BSA nfo estd relacionado com a
diminui¢do da barreira energética. Podemos ainda constatar que, em ambas
sitnagdes, a Ea da hidrolise do pNPP pela PTP de BMr do rim de camewro ¢
semelhante ao valores encontrados por Zhang and Van Etten (1991). Este resultado

reforga a hipdtese de que nfo hd uma interagfo direta entre a enzima ¢ a albumina;
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possivelmente a2 albumina, em  maior concentracdo, adsorve

preferencialmente as superficies, preservando a enzima livre no tubo.

4.2.8 Ffeito de Compostos na Estabilidade Térmica

A fim de avaliar a estabilidade térmica da enzima, varios compostos foram
testados no meio de diluigio da enzima (Figura 12). Pudemos observar que no
tempo zero, quando diluida na presenga de BSA, DTT ou combinagéio dos
compostos ocotTe um aumento na atividade relativa, enquanto que na presenga de
glicerol houve uma queda de cerca de 50%; na presenca de fosfato morganico néo
houve modificac¢do na atividade relativa. Apés 1 min de pré-incubagdo obtivemos
uma queda brusca em todas as situagdes. Comparando-se com a diminui¢do da
atividade residual do controle (tampdo acetato 0,1 mol L™ pH 5,0). Com o do DTT
e BSA nfio observamos grandes diferencas; a atividade residual apos 10 min de preé-
incubacdio na presenca de fosfato inorgénico e glicerol também sdo equivalentes
(cerca de 15%0). A situagio que proporciona a maior atividade residual ¢ a
combinacio de todos os compostos; sendo que apds 15 minutos de pré-incubagio a
60°C, a atividade residual ¢ menor de que 30%.

O estudo da influéncia do DTT na inativagdo térmica a 60°C (Figura 12)
reforga a existéncia de grupos —SH essenciais & atividade ¢ que quando protegidos
da oxidagdo e/ou de reagfio cruzada com outro —SH, conferem a enzima uma maior

estabilidade. Um estudo semelhante foi realizado por Janska et al (1988) onde os

menor (38,2 kDa) Mr. Seus resultados revelaram que apos 5 min de pre-incubagio
das enzimas a 56°C houve uma perda drastica da atividade da enzima de maior Mr;

por outro lado, a isoenzima de menor Mr demonstrou um crescimento constante na

atividade até os 30 min de pré-incubacdo.
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FIGURA 10. Influéncia da Temperatura pa Atividade da PTP.
O ensaio foi realizado conforme descrito em Material e Métodes (3.2.2.1) utilizando ©

pNPP como substrato. A reagio fol iniciada pela adigdo de 143 ng de enzima.
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FIGURA 11. Determinacdo da Energia de Ativaciio pelo Grafico de
Arrhenius.

O grafico de Arthenius foi construido utilizando os dados obtidos na Figura 10.
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FIGURA 12. Efeito de Diferentes Compostos na Estabilidade
Térmica da PTP de BMr.

A enzima (43,0 ug) foi pré-incubada na auséncia ou na presenga de diferentes compostos
como indicado, a 60°C. Apés diferentes intervalos de tempo, uma aliquota de 500 ul. foi
retirada e colocada no gelo para posterior medida da atividade enzimatica. O ensaic foi
realizado conforme descritc em Material & Métodos (3.2.2.1) utilizando o pNPP como

substrato, sendo a rea¢do iniciada pela adicdo de 1.075 ug de enzima.
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4.2.10 Efeito cde Compostos na Atividade

Com a PTP de BMr purificada, foram também estudados os efeitos de alguns
compostos na atividade da mesma, a guanosina promoveu uma ativagio de 100% na
atividade enzimatica, similar ao descrito por Tanizaki ef af (1977) para derivados
purinicos. Enqguanto o Triton X-100 promoveu uma ligeira ativagdo, o SDS
provocou uma inibigdo total; os outros compostos testados nio promoveram efeito
significativo (Figura 13). A ativagiio apresentada pela enzima em presenga do
Triton X-100 € comumente relatada para a PTP de BMr (Saeed ef al, 1990). Da
mesma maneira, também ¢ comum a inibigdo pelo SDS que promove o
desenovelamento da proteina com a conseqgiiente perda da sua atividade catalitica
(Biswas and Cundiff, 1991).

Este estudo é de suma importdncia pois permite a deteccio de possiveis
efetores, tanto positivos quanto negativos, da atividade enzimatica. Estas
informagdes s&o fundamentais para a otimizagfo do processo de purificagdo bem
como para a execugdo dos estudos cinéticos € para o efeito de comparagdo com
outras PTP, especialmente as de BMr de mamiferos as quais possuem padrdes de

comportamento muito precisos frente aos compostos testados.

4.2.11 Efeito dde Metais na Atividade

Na Figura 14 analisamos o efeito de ions metalicos na atividade da PTP de
BMr sem e comn pré-incubagio. Em ambas as situagdes a enzima foi completamente
i pﬁffﬁ”’zﬁ " ﬁg‘?",masms TR B W oo s s o

Na presenga do Mg” uma pequena ativagdo (aproximadamente 20%) foi
verificada. Para o Co° e Fe** a inibigio da atividade enzimética foi mais
pronunciada apoés a pré-incubagdo. Tanto o F ¢*", Co® e Cu*’ podem interagir com
grupos sulfidrilicos presentes no sitio ativo das PTPs, causando mibig#o.

Por outro lado, a inibigio pelo Zn®™ foi muito mais intensa sem pré-incubagdo
do que com pré-incubagio (95% e 30%, respectivamente). Da mesma forma,
Sotiroudis and Geladopoulus (1990) mostraram que 50 umol L~ de Zn*" promoveu
uma inibigdo mmaior que 95% na PTP do misculo esquelético de coelho. A suave

inibigfo na pré-incubacéo ¢ um resultado inesperado. Uma possivel explicagio seria
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algum tipo de complexagio do Zn° e o pNPP, na auséncia da pré-

incubagdo, indisponibilizando o substrato para a catalise.

No trabalho de Fujimoto ef o/ (1984), a enzima foi pré-incubada da mesma
maneira que por nos descrita, por 20 min com o ion antes de ser submetida ao
ensaio da atividade, ocorrendo uma inibicdo de 50% em presenca de sulfato de ferro
(1 mmol L"),

A independeéncia de ions metalicos para a atividade desta PTP de BMr pode
ser confirmada pelo minimo efeito causado pela alta concentragdo de EDTA
utilizado no ensaio (Figura 13).

De maneira geral estes resultados sdo similares aos relatados para outras PTP
de BMr (Chazmovich & Nome, 1970; Galka ef al, 1980; Chemoff & Li, 1985;
Saeed ef al, 1990). Entretanto, algumas diferencgas foram observadas como a maior
sensibilidade ao Mn®" apresentada pela PTP de BMr de cauda de Xenopus laevis
(Filbur, 1973). Outras diferengas também sio notadas quando analisamos o
comportamento de fosfatases acidas purificadas de plantas, como o menor poder de
inibigéo exibido pelo Cu® (De-Kundo & Banerjee, 1990; Pasqualini et al, 1992).

O efeito de ions metalicos deve ser analisado como um aspecto caracteristico ¢
especifico da enzima em estudo. A analise da literatura, ndo sustenta a hipotese de
que grupos de isoenzimas possuam comportamentos idénticos frente a determimado
fon. Um exemiplo claro é o do Zn*™ que, na concentragio de 1 mmol L7, ativa em

20% a fosfatase acida de AMr do coleoptilo de cevada (Pasqualimi e al, 1992) e

- imtbe-emn-80%-a-atividade -da-enzima-de-AMr -da-semente-de Vigna-simensis em e

germinagdo (Biswas & Cundiff, 1991).

4.2.12 Efeito de Potenciais inibidores

Diversos inibidores em potencial da PTP de BMr foram testados (Figura 15).
A analise dos resultados revelou que uma concentragio de 100 umol L' de
Piridoxal-5-P promoven uma inibicdo de 40% da atividade. Por outro lado, nesta
mesma faixa de concentragio o molibdato de amdnio e ¢ vanadato promoveram
uma inibico de aproximadamente 80 e 90% na atividade, respectivamente. A maior

inibigdo foi obtida em presenga de pCMB, onde 1 pmol L™ do composto promoveu
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inibicdo total, enquanto que Tartarato ¢ Fluoreto em altas concentrag8oes

(10 mmol L) néo afetaram a enzima. Dos compostos mencionados na Figura 15,
foram selecionados e estudados com mais detalhes o fosfato inorganico, piridoxal-
5-fosfato, molibdato de aménio e o vanadato.

Estudando o efeito de imibidores em potencial na atividade desta enzima
(Figura 15) pudemos, de maneira indubitavel, classifici-la como uma PTP de BMr.
O comportamento frente a ibidores classicos como tartarato, fluoreto, pCMB ¢
fosfato corresponde ao citado nos diversos relatos acerca desta proteina ¢ que
permite diferencia-las das fosfatases de alto, intermediario ¢ BMr (Filburn, 1973;
De Arafijo; Mies & Miranda, 1976; Taga & Van Etten, 1982; Fujimoto et al , 1984,
Waheed ef al, 1988; Sotiroudis & Geladopoulos, 1990; Pamara ef ai, 1992;
Granjeiro, 1994 ; Ramponi & Stefani, 1997).
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DTT 5mM
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Glicose 15mM
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FIGURA 13. Efeito de Compestos Variades na Atividade da PTP.
Diversos compostos foram adicionados a0 meic de reagdo e a atividade residual fol
calculada como uma percentagem daquela obtida na auséneia do composto. A reagdo fol
iniciada pela adigio da enzima (107,5 ng) e o produto foi quantificado como descrito em
Métodos {(3.2.2.1).



Resultados e Discussido 47

140 N i ' i T H € 1 ¥ T N ] v i T i t i
] Pré-incubacédo |
120 - Nenhuma | ~
-7 20 min
X 100 -
?§ ! i
= 80 -
I
§ b
B 60 - -
o I
3
2 07 I
<£ - i
20 -
0

co” Mt Cu® Mg” Ca” zn™ Fe' Hg” Ag'
Cations /1 mM

FIGURA 14. Efeito de fons Metalicos na Atividade da PTP.

O efsito dos ions metalicos (1 mmol LY foi estudado sem pre-incubagdo (Material
Métodos, 3.2.2.1), ou apds 20 min de pré-incubagdo (Materal e Métodos, 3.2.2.2). A
atividade relativa foi calculada como uma percentagem daquela obtida na auséncia do ion.

A reacio foi iniciada pela adigfo de 107,5 ng enzima.
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FIGURA 15. Efeito de Inibidores na Atividade da PIT de BMr.

Os inibidores em potencial foram adicionados ao meioc de reagdo e a atividade residual fol
calculada como uma percentagem daquela obtida na auséncia do composto. A reacdo foi
iniciada pela adic@io de 53,75 ng de enzima ¢ o produto foi guantificado como descrito em
Material e Métodos (3.2.2.1}.
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4.2.13 Estudos dos Mecanismos de Inibigao

Dentre os inibidores testados, o Pi, o piridoxal-5-P, o melibdato de amdnio e o
vanadato forare os que apresentaram os efeitos mais significativos. Com relagiio ao
Pi, o grafico dos duplos reciprocos mostrou tratar-se de uma inibi¢do competitiva
(Figura 16). A regressio linear dos pontos obtidos no grafico da inclinagfio destas
retas contra as concentragdes do mibidor proporcionaram, na intersecdo com o €ixo
da concentragdo do inibidor, o wvalor da constante de inibigdo, K; de
aproximadamente 0,6 mmol L (Figura 16, Interno), resultado este similar ao
relatado em outros trabalhos: Chaimovich and Nome (0,7 mmol L™'); Taga and Van
Etten (1 mmol L"); Zhang and Van Etten (2 mmol L7). Este valor por nds
encontrado, corresponde a cerca de 7 vezes a K.

O fosfato assume ainda um importante papel durante o processo de purificag@o
da PTP de BMr, atuando como um ligante especifico que interage com a enzima
ligada & resina da SP-Sephadex e permitindo a eluicfo da enzima (Lawrence and
Van Etten, 198 1).

O tipo de imibigdo da PTP de BMr por piridoxal-5-P foi classificado, através
do grafico de Lineweaver-Burk, como competitiva (Figura 17). A constante de
inibigdo obtida por meio do grafico da inclinagdo das retas contra concentragdes de
piridoxal-5-P corresponde a 3,7 umol L™ (Figura 17, Interno).

A inibig&o por piridoxal-3-P ndo tem sido muito descrita, possivelmente pela
 atengdo estar mais especificamente voltada para a possibilidade de atuar como um
.substratje ﬁsieiégicé, s.iﬁ}iiarhae.ﬁte” ab | gﬁe éconé .ico:a..n a fosfatése acida de IEVB:
(Fujimoto et «f, 1984) onde foi utilizada como substrato para a localizacdo
histoquimica especifica da fosfatase acida do complexo de Golgi no tecido dsseo
(Coleman, Schofield & McDonald, 1980). A inibi¢do causada em concentragdes
micromolares, semelhante ao relatado por Saced em 1990, pode significar algum
tipo de regulacdo fisiolégica dada a importancia deste metaboélito, além do fato de
permitir o estuido quanto a participagdo da lisina no sitio ativo.

O grupo de Ramponi demonstrou que o piridoxal-5-P interage com a enzima

tanto pelo grupo fosfato como pelo aldeido ¢ que a Cys-17, essencial para a
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atividade da P TP de BMr do figado bovino, interage com o fosfato do

piridoxal-5-P. Sugere que as PTPs de BMr, com baixa afinidade pelo inibidor
piridoxal-5-P, sejam chamadas de Tipo 1, enquanto aquelas com alta afinidade pelo
inibidor sejam designadas como Tipo 2 (Cirri, 1993).

Mais recentemente, Zhou & Van Etten (1999) demonstraram que o piridoxal-
5-P interagia também com o residuo de acido aspartico, diminuindo sensivelmente
sua capacidade de realizar o ataque nucleofilico sobre o complexo E-P; impedindo a
continuidade da catalise.

Utilizando o pNPP como substrato, para estudarmos ¢ tipo de inibigdo do
molibdato de =amonio, determinamos através da analise do grafico dos duplos
reciprocos (Figura 18) que a inibigiio da atividade enzimaética era do tipo misto; o
grafico da inclinagdo das retas contra concentragdes de molibdato de amomio
(Figura 18, Imterno), ndo se apresentou linear, indicando ndo se tratar de um
mecanismo simples. Utilizando o© método de Cormnish-Bowden (1993),
determinamos © valor das constantes de inibi¢io competitiva (Kic=0,1 mmol Lhe
acompetitiva (Kia=0,2 mmol L'i), Figura 19 A e B, respectivamente.

A inibi¢Ao causada pelo molibdato de amdnio esta associada a formagio de
complexos comumente relacionados com grupamentos ~SH de cisteinas. No caso
das PTP de BMr é da existéncia de 2 cisteinas reduzidas (Cys-12 e Cys-17) na alga
do fosfato no sitio ativo; destes grupos, a Cys-12 € essencial para a catélise (Su ef

al., 1994; Logan ef al., 1994; Zhang, M. et al., 1994)

o aspecto-de mator-especulago  nesto-conjunto -de-experimentos € -a-imibig@o

pelo ion vanadato, reconhecidamente relacionado com a inibigdo de PTP envolvidas
nos processos de proliferagfio, crescimento e diferenciagio celular.

Os valores de I5, para a inibi¢do por vanadato foram 0,022 umol L' 28 umol
L' ¢ 1,3 umol L, respectivamente para as hidrélises da FMN, pNPP ¢ Tyr-P
(Figura 20}.

O efeito do vanadato foi classificado como competitivo como demonstrado
pelo método de Dixon (1979) com relagdo a pNPP (Figura 21), FMN (Figura 22) ¢
Tyr-P (Figura 23), com valores de K; de 0,18 umol L™, 0,34 nmol L and 0,48

ol L', respectivamente. Constatamos resultados surpreendentes, quando
pm urp q
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comparamos o efeito do vanadato na hidrolise da FMN, sendo de 1400

vezes menor que em relagio ao da Tyr-P, considerado um substrato muito mais
sensivel.

O efeito. inibitdrio do vanadato deve-se fundamentalmente por ser um analogo
estrutural do Pi no estado de transi¢iio (Zhang & Van Etten, 1990) o qual ¢ o
produto da reagdio catalisada pela PIP e tem a capacidade de inibir
competitivamente a atividade enzimatica. O valor encontrado para a hidrélise do
pNPP para vanadato foi K; 0,18 pmol L', semelhante ao referido por Waheed ef a/,
(1988) (0,13 pumol L),
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FIGURA 16. Grafico dos Duplos Reciprocos da Inibigfio da PTP de
BMr por Pi.

A reagdo foi realizada na auséneia e na presenga de concentragdes crescentes de fosfato. A
atividade oi determinada como no Material e Métodos utilizando 0,11 pg de enzima/tubo e
pNPP como substrato.

Interno: Grafico de Dixon. Grafico da inclinagdo das retas conira a concentragdo de

fosfato.
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FIGURA 17. Grafico dos Duplss Reciprocos da Inibicio da PTP de
BMr por Piridoxal-5-P.

A reacio foi realizada na auséncia e na presenca de concentragdes crescentes de Piridoxal-
5.p A atividade foi determinada como no Material e Métodos utilizando 0,11 ug de
enzima/tubo ¢ pNPP como substrato.

Interno: Grafico de Dixon. Grafico da inclinagdo das retas contra a concentragdo de
Piridoxal-5-F.
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BMr por Molibdato de Amdnie.

A reacdo foi realizada na auséneia e na presenga de concentragdes crescentes de molibdato
de aménio. A atividade foi determinada como no Material e Métodos utilizando 0,11 nug de
enzima/tubo & pNPP como substrato.

Interno: (3rafico de Dixon. Grafico da inclinacio das retas conmtra a concentragdc de

molibdatc de amonio.
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A hidrolise de diferentes substratos foi medida na auséneia ou na presenca de diferentes

concentragdes de vanadato, como descritoem 3.2.2.2.
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Grafico do inverso da velocidade utilizando duas concentragdes de pNPP, como indicado,

contra diferentes concentracdes de vanadato.
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contra diferentes concentracdes de vanadato.



Resultados ¢ Discussdo 59

16 - =
- Tyr-P / mmol L™
14 - 8 75

] & 10,0
12 -

10+

TV 1 (Aygy)

Ki=0,48 umol L~

1 : i 1 i 1 ! 1

i . I ] 5 i L ] 1
-15 -10 05 00 05 10 15 20 25

Vanadato / umol L™

FIGURA 23. Grafico de Dixon para a Inibicio da PTP de BMr por
Vanadato, com Tyr-P como substrato
Grafico do inverso da velocidade utilizando duas concentragdes de Tyr-P, como indicadeo,
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5 CONCLUSOES

A PTP de BMr do rim de carneiro foi purificada 1.291 vezes até a
homogeneidade, com uma AE. de 99,4 umol min”’ mg’1 ¢ um rendimento de 4%,
através de um procedimento envolvendo fracionamento com sulfato de amdnio,
cromatografia de troca-ibnica em SP-Sephadex com eluigdio por ion-afinidade e
cromatografia de exclusio molecular (Sephacryl 5-200).

Verificand o os experimentos realizados com BSA em nosso laboratorio,
observamos que ocorria wm aumento na Vi, , sugerindo uma possivel ativagéo
pelo BSA. Determinamos entio, os parametros cinéticos na ausénecia ¢ na
presenga de BSA (lmg mL?) no meio de reagfio ou no meic de diluigdo da
enzima, para oS substratos pNPP, B-naftil, Tyr-P e FMN. Os valores de Km para
os substratos pINPP e B-naftil aumentaram enquanto que para a Tyr-P o valor de
Km diminuiu € para FMN ndo foi alterado. Nas mesmas condi¢des observamos,
para a hidrélise do pNPP, que ndo havia alteragdo da Ea, sugerindo que ndo
houve uma interagio direta entre a enzima e a albumina. Em conversa com Prof.
Van Etten em mnosso laboratorio, ele sugeriu tratar-se de uma possive] adsor¢ao
da enzima a parede dos tubos de wvidro utilizados mnos experimentos.
Possivelmente @ albumina em maior concentragiio adsorve preferencialmente as
superficies, preservando a enzima livre no tubo.

O estudo de inibidores demonstrou insensibilidade ao tartarato ¢ fluoreto, ¢

~ iniibicdo p orvanadato (ki 0,18 pmot- Ll}’méﬁﬁggﬁﬁ@ (Ki,3,7-pmob Ll},?z s s

(K4, 0,6 mmol L") e pCMB. Para a hidrélise da FMN, pNPP e Tyr-P, os valores
de 15y foram 0,022 pmol L' 2.8 umol L e 1,3 umol L" para o vanadato,
respectivamente.

O efeito do vanadato foi classificado como competitivo com valores de Ki,
0,34 qmol L (FMN); Ki, 0,18 umol L™ (pNPP) e Ki, 0,48 pmol L™ (Tyr-P),
constatando wuin resultado surpreendente, quando comparamos o efeito do
vanadato na hidrolise da FMN, sendo de 1400 vezes menor que em relagdo ao da

Tyr-P, considerado um substrato muito mais sensivel.
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6 PERSPECTIVAS

Em organismos superiores, as fungdes fisiologicas das proteinas tirosinas
fosfatases de BMr sdo conbecidas superficialmente (como ¢ o caso de diversas
PTPs). Estas enzimas participam de uma rede de reagdes controlando a
proliferacdo e diferenciagdo celular , porém em muitos casos, seus substratos
fisiologicos verdadeiros ainda ndo tem sido encontrados. Todavia, uma riqueza
de dados na 1mplicacio bioldgica das PTPs, em geral, e das PTPs de BMr, em
particular, esta emergindo.

A caracterizacfio cinética da PTP de BMr de rim de carneiro associada 2
investigago de seus substratos e inibidores fisioldgicos serd de relevéncia crucial
na determinac#o de seu papel no processo da vida celular.

Outro aspecto importante a ser estudado € a determinagiio do perfil desta
isoforma nos diversos tecidos e organismos. A utilizagdo de inibidores
especificos poderd auxiliar na identificagdo da PTP de BMr durante diversos
processos fisiologicos relevantes ¢, até mesmo, durante o processo de reparo dos
tecidos, onde a proliferagdo celular € exigida.

Também seria interessante verificar se, devido ao baixo valor de Xi, o
vanadato pudesse promover uma protecdo maior da enzima, por exemplo, da
inativagdo térmica, com FMN como substrato, quando comparado com pNPP e

Tyr-P como substratos.
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