Marcio André Miranda

UNICAMP
EBEBMGTECA CENTRAL
SETLD CIRCULANTF

EFEITO DE FLAVONOIDES NA FOSFOPROTEINA TIROSINA
FOSFATASE. MECANISMOS CINETICOS E RELACOES ESTRUTURA-
ATIVIDADE

— :
= = St Tese de Mestrado apresentada ao
8 = - é‘;\ Instituto de  Biologia da
s - bS] Universidade  Estadual  de
L \1; 5 Campinas, para obtencdo do
= ERA | titulo de Mestre em Biologia
&" Funcional e Molecular na Area
- § de Bioquimica

ks : oo

2 -~ O ORIENTADOR

% E Tg‘ Prof. Dr. HIROSHI AOYAMA

2 2 Depto. de Bioguimica - IB
2 ° UNICAMP
Campinas - SP

2000

§ YBiICLmp
i EBLovECA crmynee |
M e

.



?@m UIF 15

PROC. 26 /.2 ?gf

L

§ o !Fe

?Riie Riﬁ 44, g:?g

DATA

FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA

BIBLIOTECA DO INSTITUTO DE BIOLOGIA - UNICAMP

M672¢

Miranda, Marcio André
Efeito de flavondides na fosfoproteina tirosina fosfatase, mecanismos

cinéticos e relagdes estrutura-atividade / Mércio André Miranda. ---
Campinas, SP. [s.n.], 2000
67f: ilus.

Orientador: Hiroshi Aoyama
Dissertagdo (mestrado) — Universidade Estadual de Campinas.

Instituto de Biologia.

1. Enzima. 2.Flavonéides. 1. Aoyama, Hiroshi. II.Universidade
Estadual de Campinas.Instituto de Biologia. III. Titulo.



Campinas, 22 de Agosto de 2000.

Banca Examinadora:

Prof. Dr. Hiroshi Aoyama (Orientador)
(Dep. de Bioquimica - IB - UNICAMP)

Prof. Dr. José Mauro Granjeiro
(Dep. de Ciéncias Biologicas - FOB - USP)

Profa. Dra. Satie Hatsushika Ogo
(Dep. de Bioquimica - IB - UNICAMP)

Prof. Dr. Sérgio Marangoni
(Dep. de Bioquimica - IB - UNICAMP)

- : /i
%q i sy anans

Assinatura
[ e
Y 71
Assinatura

Assinatura

Assinatura

TTRIT/ A B 2Ty




Ha um tempo determinado para todas as coisas....

Tudo tem o seu tempo determinado, e ha tempo para todo o
propésito debaixo do céu.

Ha tempo de nascer, e tempo de morrer; tempo de plantar , e
tempo de arrancar o que se plantou;

Tempo de matar, e tempo de curar; tempo de derrubar e tempo
de edificar;

Tempo de chorar, e tempo de rir; tempo de prantear e tempo de
dancar;

Tempo de espalhar pedras, e tempo de ajuntar pedras; tempo
de abracar, e tempo de afastar-se de abragcar;

Tempo de buscar, e tempo de perder; tempo de guardar, e
tempo de lancar fora;

Tempo de rasgar, e tempo de costurar; tempo de estar calado, e
tempo de falar;

Tempo de amar, e tempo de odiar, tempo de guerra, e tempo de
paz.

Eclesiastes, 3: 1-8.
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RESUMO

Enzimas importantes em muitos sistemas celulares sfo inibidas ou ativadas
por flavonéides. No entanto, nfo existe nenhum dado literario referente ao efeito dos
flavondides sobre as fosfoproteinas tirosina fosfatase (PTP). Este trabalho propde o
estudo dos flavonoides sobre a atividade da fosfoproteina tirosina fosfatase de baixa
massa molecular relativa (LMrPTP) de rim bovino relacionando a sua estrutura com
o seu efeito sobre a atividade enzimética.

A atividade enzimética foi determinada em pH 5,0 utilizando p-
nitrofenilfosfato (p-NPP), flavina mononucleotidio (FMN) e tirosina fosfato (Tyr-P)
como substratos, a 37°C, por 20 minutos. Quercetina mostrou ser um ativador da
enzima na concentragéo de 400 pM, da ordem de 260, 20 e 10% para p-NPP, FMN
e Tyr-P respectivamente. J4 a murina mostrou ser um excelente inibidor competitivo
da atividade enzimdtica, com constantes de inibicdo da ordem de 58, 56,5 e
55 uM/ L para p-NPP, FMN e Tyr-P respectivamente. Diferentemente do efeito
ativador da quercetina, o efeito inibidor da murina foi dependente do pH. Estudos de
estabilidade térmica na auséncia e presenca de agentes protetores ou redutores
indicam que os flavonéides interagem com o sitio ativo mas ndo afetam as cisteinas.
A interacdo entre a enzima e os flavonodides envolve fortemente um componente
eletrostatico, uma vez que na presenga de NaCl houve a perda do efeito ativador da
quercetina € a ativacdo por murina em concentragdes superiores a 125mM. Para as
mesmas condi¢des, outros flavonoides foram testados, mas ndo apresentaram efeito
significativos na atividade da LMrPTP, como a rutina € o kaempferol.

Estes resultados sugerem a importancia da posi¢do dos grupos —OH dos
flavondides (nas posi¢Oes 3° € 4° para a quercetina, 2’ € 4’ para a murina) para os
distintos efeitos dos flavonoides. A auséncia do grupo —OH na posigdo 3’ (para o
kaempferol) ¢ a presenca de um glicosidio (rutinose) no grupo ~OH na posicdo 3

(para a rutina) promovem a supressdo do efeito ativador do flavonéide sobre a

atividade da enzima.



SUMMARY

Important enzymes in many cellular systems may be inhibited or activated
by flavonoids. However, there are no references concerning to the effect of
flavonoids on phosphoprotein tyrosine phosphatases. This work aims to study the
relationship between flavonoids structure and their effects on the bovine kidney low
molecular weight phosphoprotein tyrosine phosphatase (LMrPTP).

Enzyme activity was determined at pH 5.0 with p-nitrophenylphosphate
(p-NPP), flavin mononucleotide (FMN), and tyrosine phosphate (Tyr-P) as
substrate, at 37°C, for 20 min. Quercetin was found to be an activator, at
400 pM, for p-NPP, FMN, and Tyr-P in the following order: 2.6-, 0.2-, and 0.1-fold.
Morin was a strong competitive inhibitor, which inhibition constant values were
determined to be 58, 56.5, and 55 uM for p-NPP, FMN, and Tyr-P, respectively. In
contrast to the enzyme activation by quercetin, the inhibition by morin was pH-
dependent. Preincubation and ionic strength did not significantly alter the effect of
the flavonoids on the enzyme activity. At the same conditions, other related
flavonoids, such as rutin and kaempferol had no effect on the LMrPTP.

Our results suggest the importance of the -OH groups positions (3’ and 4’
for quercetin, and 2’ and 4° for morin) for the distinct flavonoids effects. The

absence of the 3°-OH (kaempferol) and the presence of rutinose at the 3-OH (rutin)

suppress the effect of quercetin.
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1- INTRODUCAO

Durante a ultima década, consideravel progresso tem sido feito na elucidagio
do controle e coordenacdo do crescimento em células eucaridticas. O balango entre a
fosforilacdo e desfosforilagio de proteinas é a base para o controle de diversos
eventos biologicos disparados por efetores extracelulares como horménios
mit6genos, oncogenes, citocinas € neurotransmissores.

Particularmente, a fosforilacdo e desfosforilagdo em residuos de tirosina de
proteinas emergiram como um elemento chave na regulagdo da divisfo,
diferenciacdo € desenvolvimento celular, regulacio do metabolismo e expressdo
génica, contracdo, transporte, locomogfo celular, aprendizado ¢ memoéria (Cohen,
1992; Johnson e Barford, 1993; Lenburg ¢ O'Shea, 1996; Tonks e Neel, 1996;
Fauman e Saper, 1996; Jia, 1997; Burke e Zhang, 1998; Roknabadi et al., 1999; Zhow
e Van Etten, 1999).

A maioria dos receptores dos fatores de crescimento € muitos produtos de
oncogenes possuem dominios com atividade proteina tirosina quinase (PTK). Além
disso, mudancas no nivel de fosforilacdo em tirosina sfo associadas com alteracfes
na atividade de receptores (Yarden e Ullrich, 1988) e a ativagfio das PTKSs parece ser
requisito basico para o estimulo do crescimento celular. Receptores de PDGF ¢ EGF
tém sido descritos como um alvo in vivo de fosfoproteina tirosina fosfatase de baixa
massa molecular relativa (BMr) (Ramponi e al., 1989; Berti et al., 1994; Chiarugi et
al., 1995; Rigacci et al., 1998).

Um componente importante da rede de fosforilagdo de proteinas em tirosina
¢ a familia das fosfotirosina proteina fosfatases (PTP), capazes de desfosforilar
proteinas contendo fosfotirosinas. O nivel geral, nas células, de proteinas
fosforiladas em tirosinas, depende do balanco entre as atividades quinase e fosfatase.
Dessa forma, as PTPs tém sido evidenciadas como reguladoras chave do controle e

crescimento celular (Hunter, 1989).
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Sdo conhecidas muitas enzimas capazes de hidrolizar proteinas fosforiladas
em tirosina. Bioquimicamente, estas fosfatases podem ser identificadas pela
sensibilidade ao vanadato, insensibilidade ao acido ocaddico, independéncia de ions
metalicos, habilidade em desfosforilar p-NPP e total perda de atividade apds
muta¢io da cisteina do sitio ativo por serina. Outras mutacSes, como da serina 19
para a alanina, resultam em uma enzima com alteracdes nas propriedades cinéticas,
incluindo uma variagdo em seu pKa (Tabernero ef al., 1999). Todas estas fosfatases
parecem preferir peptidios contendo fosfotirosina, apesar de um subgrupo apresentar
uma atividade dupla, também hidrolisando fosfotreonina e fosfoserina. Com base na
fungfo, estrutura e seqliéncia, estas fosfatases podem ser agrupadas em quatro
familias principais: i) as proteinas fosfatases especificas; ii) as fosfatases com dupla

especificidade tipo VHI; #ii) as cdc25 e iv) as fosfatases dcidas de BMr (Fauman e
Saper, 1996; Jia, 1997).

FOSFOPROTEINA TIROSINA FOSFATASE DE BMr

Estudos recentes levaram a identificacio de um grupo de PTPs citossoélicas
denominadas PTPs de BMr, com massa molecular proxima de 18 kDa. Estas
enzimas ndo compartilham homologia de seqiiéncia com as PTPs transmembrana ou
ndo-transmembrana, mas exibem a seqiiéncia do sitio ativo existente em todas as
PTPs e o mesmo mecanismo catalitico e uma grande homologia na sequéncia
CXsR(S/T), uma parte estrutural que forma um sitio de ligacdo com fosfato
equivalente a al¢a de ligac@io de fosfato da PTP de baixa massa molecular relativa
(Tabernero ef al., 1999).

As PTPs de BMr distinguem-se das fosfatases acidas clédssicas quanto a sua
sensibilidade ao vanadato ao invés do tartarato e pelo mecanismo catalitico que
procede via formagfo de um fosfo-intermedidrio envolvendo um residuo de cisteina

altamente conservado. As PTPs de BMr sfo encontradas em procariotos, leveduras e



BIBLIOTECA CENTRAL
SECAQO CIRCULANTF

Introdugio - 11

em todos os tecidos de mamiferos, embora os genes para as outras PTPs ndo tenham

sido encontrados em procariotos (Ramponi e Stefani, 1997).

EVOLUCAO DO ESTUDO DAS PROTEINAS TIROSINA
FOSFATASES

Ramponi e Stefani (1997) e Burke e Zhang (1998) publicaram uma revis&o
bastante completa sobre a PTP de BMr onde resumiram as informacGes mais
recentes sobre a evolugfio, estrutura, cinética e caracteristicas biolégicas desta
familia de tirosina fosfatases.

Inicialmente, a PTP de BMr (E.C. 3.1.3.48.) foi estudada como uma fosfatase
4cida soluvel de baixa Mr (E.C. 3.1.3.2.) em fungfio da marcante atividade sobre o
p-NPP. Posteriormente, a presenca desta enzima foi descrita em mamiferos por
Heinrikson (1969) e Chaimovich e Nome (1970), tendo sido realizadas purificagdes
e caracterizacOes das fosfatases 4cidas de BMr de eritrdcitos (Dissing er al., 1979);
figado bovino (Lawrence ¢ Van Etten, 1981); figado humano (Taga e Van Etten,
1982); coragfo bovino (Chernoff e Li, 1985; Zhang e Van Etten, 1990); placenta
humana (Waheed ef al., 1988); figado de rato (Fujimoto ef al.,1988; Manao et al.,
1992); de figado de porco (Caselli ef al., 1994a); e de rim bovino (Granjeiro et al.,
1997a).

Viérias isoenzimas foram isoladas (Dissing e Svensmark, 1990) e seqiienciadas
(Dissing ef al.,1991; Dissing e Johnsen, 1992) a partir de eritrécitos humanos. Trés
alelos foram identificados para esta enzima, cada um gerando duas isoenzimas,
denominadas rdpidas e lentas com base na mobilidade eletroforética. Do figado de
rato também foram identificadas duas isoformas denominadas de AcPl e AcP2
(Manao et al., 1992). Os genes para duas isoformas do cora¢do bovino (HCPTF-A e
HCPTF-B) foram clonadas, seqiienciadas e expressas (Wo ef al, 1992a). Outras

duas isoenzimas foram seqiienciadas através de clonagem molecular (Shekels ef al.,
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1992) a partir de células 3T3-L1 capazes de hidrolizar a fosfotirosina de uma
proteina ligadora de lipidios de adipocito.

PTP de BMr (174 kDa) tem sido também identificada, purificada e
caracterizada de varios microorganismos como Schizosaccharomyces pombe
(Mondesert ef al., 1994; Zhang et al., 1995; Mondesti et al., 1995; Hengge et al.,
1997), Saccharomyces cerevisiae (Ostanin et al., 1995), Streptomyces coelicolor (Li
e Strohl, 1996). Outras PTPs de BMr, estruturalmente relacionadas com procariotos
e leveduras, tém sido purificadas € caracterizadas tanto em mamiferos como em
microorganismos (Keyse, 1995). Essas enzimas possuem uma dupla especificidade,
apesar de apresentarem uma atividade muito mais intensa sobre a fosfotirosina.
Zhang et al. (1995) propuseram que estas enzimas seriam, na verdade, PTPs de

dupla especificidade envolvidas no controle celular.

ESTRUTURA E PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS DAS
PROTEINAS TIROSINA FOSFATASES DE BMr

Estruturalmente, as PTPs de BMr tém sido extensamente estudadas com
relagdo ao mecanismo catalitico (Davis er al., 1994a; Chiarugi et al., 1994;
Tabernero et al., 1999), homologia (Dissing e Johnsen, 1992) e estrutura
conformacional (Logan et al., 1994; Su et al., 1994; Tabernero ef al., 1999).

A primeira enzima seqiienciada, a do figado bovino (Camici er al., 1989),
possui um dominio simples com 157 residuos de aminodacidos (17.953 Da) contendo
8 cisteinas, todas na forma reduzida, e o residuo N-terminal acetilado. Ndo ha
homologia entre esta enzima e as fosfatases acidas de alta e intermedidria Mr,
fosfatases alcalinas, a fosfotreonina/serina fosfatases, ou ainda com outras PTPs,
exceto pela seqiiéncia do sitio ativo altamente conservado, comum a todas as PTPs

(Hiraga e Tzuiki, 1991; Cirri et al., 1993b).
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As seqiiéncias das PTPs de BMr de procariotos e de leveduras tém sido
determinadas por varios laboratdrios; todas possuem de 156-166 residuos de
amino4cidos € uma seqiiéncia altamente conservada, especialmente na regifo dos
residuos de 10-28 que contém o sitio ativo. A andlise por raios X permitiu,
recentemente, elucidar a estrutura tercidria, com resolugfio de 2,1A, da enzima do
figado e coragdo bovino (Su et al., 1994; Zhang et al., 1994). A proteina possui
dimensbes relativas de 34x42x48 A, sendo constituida de um dominio simples Bop,
contendo 4 folhas B centrais, paralelas e torcidas, envolvidas por o-hélices de
conexdo dos dois lados (Tabernero ef al., 1999). Os residuos de 13-17 do sitio ativo
formam uma alga (al¢a fosfato) que conecta a primeira folha B com a primeira o-
hélice. O sitio ativo € localizado na base de uma depresséo formada pelo lado C-
terminal de uma folha-$ paralela; a borda desta depressdo é margeada por residuos
hidrofébicos divididos em trés grupos: residuos de 46-58, de 90-95 e de 128-132, os
quais podem interagir com a estrutura aromdtica dos substratos que contém
fosfotirosina ou os outros residuos de aminoécidos vizinhos. Estes residuos
hidrofobicos estdo presentes também nas enzimas de leveduras e em algumas de
procariotos (Mondesert ef al., 1994; Zhang et al., 1995; Modesti ef al., 1995; Li e
Strohl, 1996), o que também reforca a importdncia destes, possivelmente, no
reconhecimento do substrato.

Estudos cinéticos, mutag8o sitio dirigida e a determina¢fo da estrutura terciaria
da PTP de BMr permitiram identificar a Cys-12, Arg-18 e Asp-129 como residuos
de amino4cidos essenciais para a catalise enzimatica, sendo que os residuos de Cys e
Arg estdo proximos e constituem a alca fosfato; atuando indiretamente, a His-72,
Ser-43, Ser-19 ¢ Asn-15 constituem e estabilizam o sitio ativo.

O mecanismo da reagfio enzimatica etd bem determinado (Wang ef al., 1999;
Zhou e Van Etten, 1999; Wang et al., 2000a e b). Primeiramente, o residuo de Cys
funciona como um nucleofilo e o substrato liga-se ao sitio ativo da enzima pelos trés

atomos de oxigénio do grupo fosfato através de pontes de hidrogénio com os
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residuos de aminoacidos da al¢a do sitio ativo fixando o grupo fosfato proximo da
Cys. O dtomo de enxofre da Cys ataca o grupo fosfato simultaneamente quando o
Asp doa um proton, formando um intermedidrio fosfocisteina. Esta ligagdo ¢
extremamente favorecida no sitio ativo promovendo um abaixamento na energia de
ativacdo. O segundo passo e a reagfo de hidrolise realizada por uma molécula de
agua que ataca o intermediario fosfocisteina formando outro intermedidrio, a
fosfoenzima. Sendo o grupo fosfato liberado posteriormente.

As PTPs de BMr de mamiferos hidrolisam com muita eficiéncia arilfosfatos
como o p-NPP e a fosfotirosina, tanto quanto acilfosfatos, sejam naturais ou
sintéticos, como o carbamoil fosfato, acetil fosfato e benzoil fosfato; entretanto,
apresentam baixa afinidade sobre alquil fosfatos (Ramponi, 1994), com excegfo das
FMN (Taga e Van Etten, 1982; Fuchs er al., 1992; Granjeiro ef al., 1997b). Estas
enzimas, bem como as oriundas de procariotos e leveduras, também apresentam uma
atividade marcante sobre peptidios e proteinas fosforiladas em tirosina (Chernoff e
Li, 1985; Ramponi ef al, 1989; Zhang e Van Etten, 1991b; Shekels et al., 1992;
Stefani et al., 1993; Li e Strohl, 1996). Esses autores ainda afirmam que a atividade
sobre fosfoserina/treonina € insignificante, mas s@o contestados por Zhang et al.
(1995). Outra caracteristica marcante das PTPs de BMr € a capacidade de catalisar
reagdes de transfosforilagdo (Hollander, 1971; Tanizaki et al., 1977; Cirri et al.,
1993b).

As PTPs sdo inibidas competitivamente por vanadato, assim como as de
BMr (Zhang e Van Etten, 1990; Granjeiro et al., 1997a) e irreversivelmente por
peroxivanadato ou pervanadato (complexo do vanadato com H,0,), através da
oxidagdo da Cys-12, determinada por espectrometria de massa; agentes redutores
como o DTT, presentes no meio de reagdo, mant€ém a cisteina reduzida e convertem
mais rapidamente o pervanadato em vanadato (Huyer ef al., 1997). O ion vanadato

forma uma ligac8o covalente com o nucledfilo Cys-12 no sitio ativo, que apresenta
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Isto levou alguns pesquisadores a supor que a sobre-expressio de algumas
PTPs poderia suprimir ou mesmo reverter a transformacéo celular (Liebow et al,
1989; Ramponi ef al., 1992). Rugiero et al. (1993) demostraram ainda que a sobre-
expressio da PTP de BMr em células transformadas (v-erbB, v-raf e v-src)
provocam uma diminuicdo intensa (cerca de 50%) na sintese de DNA,
proporcionalmente ao nivel da PTP de BMr, quando comparado com as células
normais, exceto para as células v-H-ras transformadas (Ramponi ef al., 1992). Berti
et al. (1994) demonstraram uma diminui¢fio em até 90% na resposta mitogénica ao
PDGF além de uma diminui¢&o no nivel de autofosforilagio PDGF-r apés a sobre
expressdo da IF2. Logo ap6s, Chiarugi e al. (1995) relataram que a sobre-expresséo
da PTP de BMr mutante e inativa (Cys-12—>Ser) proporcionava um aumento intenso
do nivel de autofosforilagdo do PDGF-r; as células ainda apresentavam aumento no
nivel de prolifera¢@o. Dessa forma, ao menos para a IF2, Ramponi e colaboradores
tém demonstrado que seu papel fisioldgico estd associado a hidrolise de residuos de
tirosina no EGF- ¢ PDGF-r autofosforilado, sendo que sua atividade pode ser
regulada via fosforilagdo ao nivel de tirosina.

Contudo, a funcfo desta enzima em microorganismos e a fungdo da IF1, bem

como a regulacdo de ambas, ainda permanecem desconhecidas.

FLAVONOIDES

De maneira geral, os estudos sobre o controle do crescimento celular
implicam na identificac8io e caracterizacfo das enzimas envolvidas no processo, bem
como no conhecimento dos possiveis substratos e moduladores fisiolégicos. A
identificagdo € a utiliza¢do de compostos que alteram a atividade das enzimas que
controlam o ciclo celular também sfio ferramentas importantes na compreensdo do

mecanismo cinético e também para potenciais instrumentos terapéuticos.
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Dentro desta categoria podemos destacar a a¢do de flavonodides. Estes sdo
compostos polifenodlicos amplamente encontrados no reino vegetal. A quantidade de
flavono6ides consumidos diariamente varia de 6 a 64 mg, podendo chegar até a 1g/
dia, e ¢ largamente encontrado em chés verdes, vinho tinto, frutas, vegetais, plantas
medicinais e remédios derivados de ervas. Os flavondides foram primeiramente
identificados como vitamina P, e juntamente com as vitaminas C e K sdo
importantes na manutencdo da integridade das paredes e resisténcia dos capilares.

Subseqlientemente, outras propriedades bioldgicas foram descritas para os
flavondides, incluindo: atividade anti-hipertensiva e anti-arritmica, propriedades
anti-inflamatoéria e anti-alérgica, atividade anti-coleresterolémica, estabilizante de
plaquetas e mastocitos, atividade hepatotoxica, anti-hemorragica e atividade anti-
tumoral, anti-trombotica (Gryglewski er al., 1987; Hertog ef al., 1993; Formica e
Regelson, 1995; Antbnio e Brito, 1998), sendo que estes grupos fendlicos possuem
uma potencial fun¢do protetora contra doencas cardiovasculares e coronarianas, €
certamente varias formas de cancer (Hertog, 1996; Rice-Evans ef al., 1996).

Em uma excelente revisdo, Formica e Regelson (1995) relataram as
propriedades biologicas da quercetina (o mais comum dos flavonoéides) e seus
derivados, e Di Carlo ef al. (1999) discutiram a origem e a atividade bioldgica dos
flavonoides mais importantes e conhecidos. Mais de 4.000 flavondides diferentes
tém sido descritos € categorizados como flavonol, flavona, flavan-3-ol, flavanonol,
flavanona e isoflavona que podem ou n#o ser glicosilados. Em plantas, flavonoides
sdo encontrados ligados a agtcares como glicosidios e s3o bastante estaveis (Hertog
et al., 1993). Na Tabela 1 s@o apresentadas as diferentes classes de flavonodides mais
importantes e com maior atividade biologica de interesse. Como os flavonéides estfio
presentes na dieta humana, € importante o entendimento das suas propriedades
bioativas, sua absor¢do, sua subseqiiente distribuicdo, seu metabolismo e excregiio

em humanos (Hollman e Katan, 1998).
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Flavona glicosilada
5 6 7
. Baicalin OH OH R
Apigenn
Baicalein R= B- glucopiranoronosil
Chrysin
Flavonol glicosilade
5’ 3 5 7 37 4
Quercetin ) Rutin R OH OH OH OH
Morin -
Kaer_npfferol OH OH ’ OH N R= Raminosilglucosidio
Myricetin
Flavonona Isoflavona
5 7 4’ 5 7 4’
Naringenin OH OH OH Genistein OH OH OH
Flavan~3 - ol Flavonenol
3 7 3 4’ 5 7 3’ 4’
Catechin OH CH OH OH Taxifolin OH OH OH OH

Tabela 1: Classificacéo dos Flavonoides (Di Carlo ef al., 1999).
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PAPEL BIOLOGICO DOS FLAVONOIDES

Até pouco tempo, a hidrélise dos flavondides glicosilados s6 era conhecido
em microorganismos. Mas, atualmente, hd dados obtidos em humanos (Hollman e
Katan, 1998) que sugerem a absor¢do de flavondides glicosilados em pequenas
quantidades no intestino, devido a acfio de uma lactase (Day et al, 2000). O
metabolismo destes compostos € bastante conhecido e estudado em animais, no
entanto, ha poucos dados concretos para o metabolismo em humanos. Alguns
autores, Hollman et al. (1996 € 1997) e Paganga e Rice-Evans (1997), mostram que
quercetina glicosilada € encontrada na circulagfo sangiiinea apés a ingestdo. Esta
pode ser rapidamente absorvida em pequenas quantidades, mas sua eliminagfo €
muito lenta, sendo a cinética da absorc¢do e biodisponidilidade dependente do tipo do
glicosidio ligado ao flavonoide.

A variedade dos efeitos biolégicos dos flavondides em inimeros sistemas
celulares in vitro, bem como in vivo, tem sido descrita por varios autores. Os
flavonoides podem inibir muitas enzimas importantes nos sistemas celulares como:
ATPase, fosfolipase, prostaglandina ciclooxigenase, lipoxigenase, aldose redutase,
hexoquinase, NADH oxidase, succinoxidase, xantina oxidase, proteina quinase,
hidrolases, peroxidases, metalopeptidases e tirosinases (Formica e Regelson, 1995;
Bohmont et al., 1987; Hille e Sprecher, 1987; Ferriola et al., 1989; Day et al., 2000;
Ferreira et al., 2000; Bormann e Melzing, 2000; Shimizu ef al., 2000); podem ainda
induzir varias enzimas, como a aril hidroxilase e a ep6xido hidroxilase (Das, 1994).

Diversos trabalhos tém mostrado o efeito inibitério de flavonéides sobre
DNA e RNA polimerases dependentes de DNA (Shinozuka er al, 1988; Ono e
Nakane, 1990; Uddin ¢ Choundhry, 1995; Solimani, R., 1997), dependentes de RNA
(Ono et al., 1990; Chu et al., 1992; Formica e Regelson, 1995), sobre a trancriptase
reversa e como anti-HIV (Ono et al., 1990; Wang et al., 1998; Min ez al., 2000).

Os flavonoéides também podem atuar na diminui¢3o da peroxidagdo lipidica

(Das e Ray, 1988) e sua capacidade antioxidante pode inibir a produco de radicais
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livres nas c€lulas em diferentes niveis: na iniciagdo, como seqiiestrador de O,*, em
reagdes com peroxil ou radicais peroxil lipidicos, ¢ na formagio de OH,
provavelmente como quelante de ferro e na produgfio de peroxinitrito (Haenen ez al.,
1997; Metodiewa ef al., 1999). Metodiewa et al. (1999) tem recentemente discutido
a acdo da quercetina em sistemas celulares e foi demonstrado que este possui agfo
antioxidante protegendo os componentes celulares da degradacdo oxidativa e
toxicidade de radicais livres, reduzindo a morte celular promovida pela redugdo dos
antioxidantes celulares. No entanto, tem-se verificado também que a quercetina pode
possuir acfo prooxidante dependente da concentragdio e surgimento dos radicais
livres, sendo que este efeito trata-se da transformacfo da quercetina em compostos
prooxidantes como o-semiquinona € o-quinona.

Os flavonodides e seus derivados, de maneira estrutura-dependente, podem
ainda inibir proteinas quinases (Srivastava, 1985; Ferriola, ef al., 1989; Cushman e?
al., 1991; Formica € Regelson, 1995). Assim, os flavondides parecem possuir muitas
propriedades farmacologicas que os tornam excelentes agentes naturais
modificadores da resposta biologica. Recentemente, muita atencdio tem sido dada
para suas propriedades antioxidantes e seu papel inibitorio na proliferacdo de células
de cancer em cultura e em vérios estagios de desenvolvimento tumoral estudados em
animais (Le Marchand et al., 2000; Shimizu, 2000). As atividades antioxidante e
quelante dos flavonéides sdo, provavelmente, o fator mais importante na sua acdo de
protecdo contra degradacdo em tecidos e células por radicais livres (Afanas’ev ef al.,
1989; Korkina e Afanas’ev, 1997). Alguns flavonéides podem modular o aumento
no numero de processos celulares envolvendo reagbes redox, incluindo a regulagio
da atividade da tirosina fosfatase.

Portanto, devido a esses fatos, vérios estudos epidemioldgicos estdo sendo
realizados utilizando-se flavonoéides. /n vitro, tem se observado que os flavonoides
sdo capazes de inibir a proliferacdo de células cancerosas e de diminuir a atividade

de varios tipos de cancer como do colo do utero, ovarios, linféides € de mama (Kuo,
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1996; Lepley e Pelling, 1997; Lepley et al., 1996, Takakura, 1999), leucemia
(Hirano et al., 1994; Carrero et al, 1998; Wang er al, 1999), e atividade
antiproliferante provocada por agentes quimioterapicos (Scambia er al, 1996).
Quando quercetina e rutina foram administradas em ratos, ocorreu uma diminuigio
significativa de incidéncia de tumores provocada por agentes neoplasicos (Deschner
et al., 1991) e a aplicagfo tépica de alguns flavonéides em pele de ratos resultou em
uma completa prote¢do contra aparecimento de tumores e multiplicidade de
carcinomas (Birt ef al., 1997; Korkina e Afanas’ev, 1997; Zi et al., 1997). Mas,
apesar dos estudos de flavonoéides em diversos sistemas enziméticos, ndo existem

referéncias sobre o efeito destes compostos na atividade de PTP de BMr.
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2- OBJETIVOS

O objetivo de nosso ftrabalho foi verificar os efeitos de flavonoéides
(quercetina, rutina, morina e kaempferol) e riboflavina na atividade de uma PTP de
BMr purificada do rim bovino, utilizando-se diferentes substratos.

A presente tese contém resultados sobre:

a) Efeito de flavonéides nos pardmetros cinéticos (Km, Vmax, Vmax/Km,
energia de ativacdo) utilizando p-NPP, Tyr-P e FMN como substratos.

b) Mecanismos de inibigio de flavonodides e constantes de inibicdo,
utilizando-se diferentes substratos.

c) Efeito de flavonoides na estabilidade da enzima e na desnaturagfo térmica

utilizando p-NPP como substrato.

d) Efeito da concentragdo de NaCl na ativa¢fo e inibi¢do por flavonoéides.
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3- MATERIAL E METODOS
3.1- Material

3.1.1- PTP de BMr de rim bovino
A PTP de BMr foi purificada a partir do rim bovino, de acordo com o método
descrito por Granjeiro et al. (1997a). A enzima na concentragdo de 1mg/mL, foi

estocada a -20°C em um meio contendo glicerol 50%, fosfato 0,15M e DTT 1mM.

3.1.2- Solucdes e Reagentes

Todos os reagentes possuiam grau analitico. Todas as solugSes foram
preparadas com 4gua purificada pelo sistema Maxima (ELGA).

O p-NPP, Quercetina, Murina, Rutina, Riboflavina, Kaempferol e
dimetilsulfoxido (DMSO) foram obtidos da Sigma Chemical Co.

3.2- Métodos

3.2.1- Determinacéo da Atividade Enzimatica.

A atividade enzimatica foi determinada através da quantificagdo do fosfato
inorgdnico durante a hidrélise do substrato (p-NPP), como descrito por Lowry e
Lopez (1946). Para um volume final de 1,0 mL, a reagfo foi iniciada pela adi¢fo da
enzima a um meio contendo tampéo acetato de s6dio 100 mM, pH 5,0 € de p-NPP
5,0 mM. A paralisacdo ocorreu pela adi¢do de 1,0 mL de molibdato de aménio 3%
(em acetato de sédio 200 mM, pH 4,0). A coloragfo foi desenvolvida pela adigdo de
0,1mL de 4cido ascorbico 1% (em acetato de s6dio 200 mM, pH 4,0). Nos controles,
a enzima foi adicionada apds a paralisa¢do com molibdato de aménio 3% em todos
os ensaios. Ap6s 30 minutos a temperatura ambiente, mediu-se a absorbancia a 700

nm. O coeficiente de extingdo molar do azul de molibdénio é 4.000 M cm™.
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3.2.2- Determinacio da Atividade Enzimatica na presenca de Ditiotreitol.

A atividade enzimdtica foi determinada através da quantificacdo do fosfato
inorginico durante a hidrolise do substrato (p-NPP), como descrito por Sumner
(1944). Para um volume final de 1,0 mL, a rea¢fo foi iniciada pela adi¢do da enzima
a um meio contendo tampdo acetato de s6dio 100 mM, pH 5,0 e de p-NPP 5,0 mM.
A paralisagdo ocorreu pela adicdo de 0,5 mL de 4cido suifiirico 250 mM. A
coloragfo foi desenvolvida pela adi¢do de 1,0 mL de molibdato de aménio 2,5% (em
acido sulftrico 2,0 M) e posterior adi¢do de sulfato ferroso 10% (em 4cido sulfiirico
50 mM). Nos controles, a enzima foi adicionada apés a paralisagdo com 4cido
sulfrico 250 mM em todos os ensaios. Ap6s 30 minutos & temperatura ambiente,

mediu-se a absorbéncia a 700 nm. O coeficiente de extingdo molar do azul de
molibdénio é 4.000 M cm™.

3.2.3- Efeito de flavonoides na atividade da enzima.

A atividade foi determinada como descrito nos itens 3.2.1 ou 3.2.2, na auséncia
e na presenga de quercetina, morina, rutina, kaempferol e riboflavina em
concentragdes varidveis. A atividade na auséncia do composto foi tomada como
100%. Em todos os ensaios enzimaticos, auséncia e presenca de flavonoides, a

concentracdo de DMSO doi mantida em 15%.

3.2.4- Determinacdo dos parametros cinéticos: Km, Vmax, Vmax/Km
Os parametros cinéticos, Km e Vmax, foram determinados através do ajuste da

curva (V x [S]) utilizando o modelo da hipérbole retangular.

3.2.5- Determinac@o do Energia de Ativacio
A energia de ativa¢do da reaco de hidrolise do pNPP (5 mM) pela PTP do rim
bovino na auséncia e presen¢a de quercetina foi determinada através do grafico de

Arthenius (log k£ x T7), onde k é a velocidade inicial medida em diferentes
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temperaturas (de 20 a 60°C) durante 10 minutos de reagdo. A velocidade inicial foi
expressa em UE (umol min™) tendo sido obtida a partir da inclinagdo das retas nos

graficos de Velocidade x tempo. No grafico de Arrhenius, a inclinagfo = -Ea/R.

3.2.6- Determinacéo do efeito do pH

A atividade enzimética foi determinada na auséncia e na presenca dos
flavondides, nos seguintes valores de pH: 2,5 (glicina); 3,0 (citrato); 3,5 - 5,5
(acetato); 6,0 - 7,0 (bis-tris); 8,0 (hepes); 9,0 (glicina). Os tampdes foram utilizados

na concentragdo final de 0,1 M.

3.2.7- Efeito dos flavonéides na estabilidade e na desnaturacio térmica

Neste experimento, a enzima foi pré-incubada, por diferentes periodos de
tempo, a uma temperatura onde ja ocorria inativagdo térmica, na auséncia e na
presenca de diferentes concentragdes dos flavondides. Em seguida, a atividade
residual foi determinada no pH 6timo.

A desnaturagdo térmica foi realizada conforme descrito por Pace (1990),
analisando-se a variagdo da absorbancia a 280 nm na auséncia e na presenca dos

flavondides, na Is.

3.2.8- Efeito dos flavonéides em funcio da forca idnica

A atividade enzimatica foi seguida como descrito, na auséncia e na presenga

dos flavondides, na Iso, em diferentes concentragdes de NaCl.
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4- RESULTADOS

Dentre os flavonoides testados (quercetina, murina, rutina e kaempferol) e a
riboflavina, a atividade relativa (%) permitiu constatar que somente a quercetina € a
murina produziam efeitos significativos na atividade enzimética. Observa-se que, na
concentracdo de 400 uM, a quercetina mostrou uma ativacio enzimatica da ordem
de trés vezes; a murina apresenta uma inibi¢do da ordem de 50%, a rutina,
kaempferol e a riboflavina nfo mostraram nenhum efeito significativo (Figura 1).

Chama a atengdo o fato de que uma pequena modificacio na estrutura
quimica do flavonéide pode proporcionar efeitos completamente diferentes. A
mudanca do grupo -OH do carbono C2’ da cadeia B (murina) para o C3’
(quercetina) faz com que o flavono6ide ndo provoque mais uma inibi¢do na atividade
da enzima e passe a ativa-la. A auséncia de alguns grupos —OH na estrutura,
observada para o kaempferol na posicdo C3’, ou a substituicdo de um grupo -OH na
posi¢do C3 por um agucar (rutinose), observada na rutina, diminui drasticamente o
efeito biolégico (Hammad e Abdalla, 1997) que o flavonéide poderia apresentar
sobre a enzima, quando testado na atividade enzimatica.

Uma vez que os efeitos ativador da quercetina e inibidor da murina
poderiam ser dependentes de suas concentragdes, resolvemos determinar a atividade
enzimatica relativa (%) em diferentes concentragdes para todos os flavonéides
testados (figura 2). Interessante destacar que o aumento da concentracdo de
quercetina proporcionou um aumento muito significativo da atividade enzimatica,
sendo que esta ativacdo ocorria de forma praticamente hiperbélica na concentragio

até 400 uM mantendo-se praticamente constante até a concentra¢io de 1 mM; a

maior ativacio ocorreu em torno de 400 uM de quercetina, cerca de 2,6 vezes.
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Figura 1: Efeito de Flavonéides na atividade da Proteina Tirosina
Fosfatase de BMr. A atividade foi determinada como descrito em Métodos 3.2.3 na
auséncia ou em presenca de 400 uM de flavondides, utilizando pNPP como
substrato. A atividade na auséncia dos flavondides foi tomada como controle
(100%). Os experimentos foram realizados em triplicata ¢ as batras representam os

desvios padrfo (SD).
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Figura 2: Efeito da Concentraciio de Flavonéides na Atividade da
Proteina Tirosina Fosfatase de BMr com p-NPP como Substrate. A atividade
enzimatica foi determinada como descrito em Métodos 3.2.3, na auséncia e em
presenca de diferentes concentragdes dos compostos selecionados. Os experimentos

foram realizados em triplicata e as barras representam os desvios padréio (SD).
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J4 o aumento da concentracio de murina mostrou um efeito claramente
inibitério, com uma curva semelhante a um decaimento exponencial, onde a
concentragdo de murina que provoca 50% de inibig8o € em torno de 400 uM. J4 a
rutina apresentou uma ativagdo, acima de 1,4 mM, praticamente insignificante
quando comparada com a quercetina. Nas mesmas condi¢bes, riboflavina ndo
apresentou nenhum efeito consideravel, quando comparado a quercetina, variando-se
a sua concentracao.

Como a quercetina € a murina foram, respectivamente, ativador e inibidor mais
potentes, foram selecionados para o estudo do efeito causado sobre os parametros
cinéticos (Vmax, Km e Ea). Podemos observar na figura 3A o efeito de diferentes
concentragdes de quercetina na velocidade da reag8o. Apesar do aumento da Vmax
em funcio da concentragdo da quercetina, ocorria um aumento também na Km, desta
forma diminuindo a constante de especificidade da enzima, indicando que o efeito
ativador da quercetina ndo € devido a um aumento na afinidade da enzima pelo
substrato. Observando a figura 3B, dos duplos reciprocos (Lineweaver e Burk,
1934), é possivel verificar que a interagdo enzima-quercetina se da por um
mecanismo do tipo misto, pois o cruzamento das regressdes lineares se da fora dos
eixos X e Y. Os valores de Vmax, Km ¢ Vmax/Km na presen¢a de quercetina
encontram-se na tabela 2.

Como ¢ possivel constatar pelos dados na figura 3 (A e¢ B), apesar do
aumento da Vmax na presenca de quercetina, ocorreu uma diminuicdo da constante
de especificidade da enzima. Para tentar explicar o aumento da velocidade da
reacdo, determinou-se a energia de ativacio (Ea) para a reacdo catalisada na
presenca deste flavondide (figura 4). Observou-se a ocorréncia de uma diminuigéo,
em torno de 7,8 kJ/mol, na energia de ativacio (tabela 2). Este fato pode explicar,

em parte, 0 aumento na velocidade de reagéo.
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Figura 3: Determinacio dos Pardmetros Cinéticos na Auséncia e
Presenca de diferentes Concentragdes de Quercetina. A atividade enzimatica foi
determinada como descrito em métodos 3.2.4, na auséncia e na presenga de
diferentes concentra¢bes de quercetina. (A) Grafico de Michaelis-Menten; (B)
Grafico de Lineweaver-Burk. Os experimentos foram realizados em ftriplicata e as

barras representam os desvios padrdo (SD).
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Figura 4: Calculo da Energia de Ativacio da Reaclio Catalisada na
Auséncia e presenca de Quercetina. A velocidade inicial foi determinada em cada
temperatura como descrito em meétodos 3.2.5, com ou sem quercetina 400 uM (A),
utilizando 5 mM de p-NPP como substrato, apds diferentes tempos de reagfo. Os
dados foram utilizados para a construcfio do grafico de Arrhenius (B). Inclinacdo=
Ea/R. Os experimentos foram realizados em triplicata ¢ as barras representam o0s

desvios padrdo (SD).
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Tabela 2: Efeito da quercetina sobre os parimetros cinéticos da Proteina
Tirosina Fosfatase. Os dados foram obtidos das figuras 3 e 4.

Parametros - Quercetina + Quercetina
Vmax (uMolmin"mL™) 33,75 78,68
Km (mmolL™) 0,15 0,54
Vmax/Km 225 146
Ea (kJmol™) 45,3 37,5

A figura SA mostra o efeito de diferentes concentragbes de murina na
velocidade da reagdio. E evidente que com o aumento da concentracdo de substrato
ha uma tendéncia em se atingir a velocidade méxima apesar do efeito inibitorio. Este
fato pode ser observado na figura 5B, dos duplos reciprocos, sendo nitido que a
inibi¢do por murina se d4 pelo mecanismo competitivo. A partir das inclinacbes das
regressdes lineares da figura 5B, foi possivel calcular a constante de inibigdo (Ki)
para murina, mostrada na figura 6, sendo da ordem de 58 pM.

Efetores que modificam a atividade enzimatica podem apresentar efeitos
diferentes quando se muda o substrato da enzima. Portanto, foi analisado o efeito de
flavonoides na atividade enzimatica utilizando FMN e Tyr-P como substrato. Dentre
os flavonodides testados, quercetina, murina, rutina, riboflavina e kaempferol, a
atividade relativa, em diferentes concentragdes, permitiu constatar que a quercetina
ndo apresentou um efeito ativador significativo na presenca de FMN ou Tyr-P,
quando comparado com o p-NPP. Observou-se apenas uma ativagdo de 10% na
concentragdo de 300 uM utilizando FMN como substrato (figura 7) e de 30% na
concentragdo de 1,0 mM com Tyr-P (figura 8). J4 a murina apresentou uma Iy de

500uM (concentracdo de flavondide que inibe 50% da atividade enzimaética),

utilizando-se FMN como substrato (figura 7) ¢ de 10uM, com Tyr-P (figura 8).
Independentemente dos substratos utilizados, kaempferol nfio apresentou nenhum

efeito apreciavel sobre a atividade da enzima (figura 9).
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Figura 5: Determinacio dos Pardmetros Cinéticos na Auséncia e
Presenca de diferentes Concentracbes de Murina. A atividade enzimatica foi
determinada como descrito em métodos 3.2.4, na auséncia e na presenca de
diferentes concentragdes de murina. (A) Grafico de Michaelis-Menten; (B) Gréafico
de Lineweaver-Burk. Os experimentos foram realizados em triplicata e as barras

representam os desvios padréo (SD).
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Figura 6: Determinacdo da Constante de Inibicdo (Ki) para a Murina,
utilizando pNPP como substrato. A atividade enzimética foi determinada como
descrito em Métodos 3.2.3 na auséncia e na presenca de diferentes concentracdes de
murina. O grafico € obtido das inclinacSes das retas (Fig. 5B) versus concentracio

de murina.
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Figura 7: Efeito da Concentracio de Flavonéides na Atividade da
Proteina Tirosina Fosfatase de BMr na Presenca de FMN. A atividade enzimatica
foi determinada como descrito em Métodos 3.2.3 na auséncia e na presenca de
diferentes concentrages dos compostos selecionados. Os experimentos foram

realizados em triplicata e as barras representam o desvio padrio (SD).
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Figura 8: Efeito da Concentracio de Flavondides na Atividade da
Proteina Tirosina Fosfatase de BMr na Presenca de Tyr-P. A atividade
enziméatica foi determinada como descrito em Métodos 3.2.3 na auséncia € na
presenca de diferentes concentragdes dos compostos selecionados. Os experimentos

foram realizados em triplicata e as barras representam o desvio padrio (SD).
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Figura 9: Efeito da Concentracio de Flavonéide na Atividade da
Proteina Tiresina Fosfatase de BMr utilizande p-NPP, FMN e Tyr-P como
Substrato. A atividade enzimadtica foi determinada como descrito em Métodos 3.2.3
na auséncia e na presenca de diferentes concentracdes do composto Kaempeferol.
Os experimentos foram realizados em ftriplicata e as barras representam o desvio

padrdo (SD).
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Como FMN e Tyr-P sfo possiveis substratos fisiolégicos para essa enzima
(Granjeiro ef al., 1997b), a ativagdo por quercetina utilizando p-NPP, sugere a
importancia da interagdo enzima-substrato. A importancia desta interacdio também
foi observada em andlises feitas com compostos purinicos na atividade da PTP
(Granjeiro, 1998).

Como a murina ainda apresentou efeito de inibi¢do consideravel, foram
determinados os mecanismos € a constante de inibi¢do para os substratos FMN e
Tyr-P. Nas figuras 10A e 11A, € mostrado o efeito de diferentes concentracdes de
murina na velocidade da reacdo. E bem evidente que com o aumento da
concentracdo de substrato ha uma tendéncia, marcante na figura 10A, em se atingir a
velocidade méxima apesar do efeito inibitério. Este fato pode ser observado na
figura 10B, dos duplos reciprocos, e na figura 11B, de Dixon, que a inibi¢do por
murina se d4 pelo mecanismo competitivo. A partir das inclinacdes das regressdes
lineares da figura 10B, foi possivel calcular a constante de inibi¢do (Ki) para a
murina utilizando FMN como substrato, equivalente a 56,5 uM (figura 12). A partir
da figura 11B, foi possivel calcular a constante de inibi¢do utilizando Tyr-P como
substrato, correspondendo a 55 pM. Na tabela 3, encontram-se descritas as Ki para
murina, utilizando-se p-NPP, FMN e Tyr-P como substrato. Através do pardmetro
Km/Ki, que indica a eficiéncia da inibi¢Sio utilizando o mesmo inibidor para
diferentes substratos, verifica-se que a inibigdo provocada por murina utilizando
Tyr-P é mais forte que para os demais substratos.

Tabela 3: Valores de Ki determinadas para a murina em diferentes

substratos.
Parametros
Substrato Km (uM) Ki (uM) Km/Ki
p-NPP 150 58 2,6
FMN 1.000 56,5 17,7

Tyr-P 2.300 55 41,8
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Figura 10: Determinacfio dos Parametros Cinéticos na Auséncia e
Presenca de Diferentes Concentracdes de Murina utilizande FMN como
Substrate. A atividade enzimatica foi determinada como descrito em Métodos 3.2.4,
na auséncia e na presenca de diferentes concentra¢Ses de murina. (A) Gréfico de
Michaelis-Menten; (B) Grafico de Lineweaver-Burk. Os experimentos foram

realizados em triplicata e as barras representam o desvio padréo (SD).
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Figura 11: Determinacio dos Pardmetros Cinéticos na Auséncia e
Presenca de Diferentes Concentraces de Murina utilizando Tyr-P como
Substrato. A atividade enzimatica foi determinada como descrito em Métodos 3.2.4,
na auséncia e na presen¢a de diferentes concentracbes de murina. (A) Gréafico de
Michaelis-Menten; (B) Grafico de Dixon. Os experimentos foram realizados em

triplicata e as batras representam o desvio padrfo (SD).
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Figura 12: Determinacio da Constante de Inibicdo (Ki) para a Murina
utilizando FMN como Substrato. A atividade enziméatica foi determinada como
descrito em métodos 3.2.4, na auséncia e na presenca de diferentes comcentracdes
de murina. O gréfico € obtido a partir das retas (fig 10B) versus concentracdo de

murina.
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Foi avaliado também se o pH poderia influenciar a interacio enzima-
flavonoides, uma vez que a variagdo do pH altera a carga liquida da enzima. Por esta
analise, poderiamos determinar se a interagfio que ocorre seria do tipo eletrostatica.

Em pH 5, ndo ocorre alteragdo nas cargas do flavonodide, uma vez que os
pKs dos grupamentos -OH sfo da ordem de 4-5 (Andersson ef al., 1996). Na figura
13, € possivel verificar que o perfil da curva de pH na presenca de quercetina
permanece idéntico ao da enzima na auséncia de flavonoides, sendo mantido o pH
6timo de catélise enzimdtica em torno de 5,0. J4 na curva de pH na presenca de
murina, observa-se que o efeito de inibicdo ocorre de maneira mais acentuada entre
pH 4-5. Ocorre um pequeno deslocamento do pH 6timo de 5 para 6, e acima de pH
6,0 a atividade enzimadtica praticamente se anula, indicando que possivelmente néo
ocorre mais a interacdo entre enzima e murina.

Portanto, os resultados sugerem que a interacdo entre a enzima e a
quercetina ndo deve ser eletrostatica, possivelmente ocorrendo por um outro tipo de
mecanismo, por exemplo, interacdes hidrofébicas entre o anel aromético do
flavondide com sitios hidrofdbicos especificos da enzima. Além disso, nos
flavondides também pode ser possivel a interag8o hidrofilica entre os grupos -OH e
cetonico dos anéis A ¢ B com a enzima. No entanto, comparando a estrutura da
quercetina com a do composto purinico adenina verifica-se que ambos tem estruturas
bem parecidas, com an€is aromdticos planos com grupos hidroxila ligados. Wang et
al. (2000b) determinaram que a ativacfio deste purinico se da pelo fato deste
conduzir e orientar uma molécula de dgua no sitio ativo da enzima. Possivelmente, a
quercetina poderia estar através de suas hidroxilas nas posi¢des C3' e C4'
desempenhado o mesmo papel que o composto purinico adenina.

No caso da murina, o componente eletrostatico deve ser levado em
consideracdo. Sabe-se que o NaCl inibe a atividade da PTP de BMr de rim bovino
por interagdes eletrostaticas. A partir disso procuramos verificar se a quercetina € a

murina poderiam ter qualquer efeito revertendo este efeito do sal, preservando a
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atividade enzimatica. Na figura 14, pudemos constatar que a quercetina ndo foi
capaz de reverter o efeito de NaCl, pois o perfil de inativagdo foi o mesmo
apresentado na auséncia do flavonéide, indicando, novamente, que a interacdo
enzima-quercetina nfo € eletrostdtica. J4 na presenga de murina, ocorreu uma
protecio da atividade enzimadtica de cerca de 40% a partir da concentragio de
125mM de NaCl. Outro fator importante que reforca o efeito eletrostdtico na
interagdo enzima-murina € que abaixo de 50 mM de NaCl o efeito protetor da
murina ndo ocorre.

Como os resultados mostraram que a murina ¢ um bom inibitor competitivo
e seu efeito foi revertido na presenca de NaCl, supls-se que a murina poderia
colaborar para proteger a enzima da desnaturacdo térmica devido a sua forte
interagfio. Desta forma, procurou-se confirmar este indicio através de estudos de
estabilidade e desnaturacéo térmica. Testou-se diferentes compostos como fosfato
(Pi) (inibidor competitivo classico) e DTT (impede a oxidagfio de grupos —SH da
enzima) como protetores da enzima nos estudos de desnaturacio.

Nas figuras 15 e 16, estdo agrupados os resultados obtidos durante a
desnaturacio térmica da enzima. Percebe-se que o Pi € o tinico composto a proteger
a desnaturacdo da enzima devido a sua interagdo com o sitio ativo (Taga e Van
Etten, 1982). J4 o DTT e a murina ndo protegem a enzima da desnaturagfo mas, ao
contrario, intensificam o efeito. E importante salientar que, quando adicionados
murina e Pi, o Pi consegue reverter o efeito de inativacio intensificado pela murina.
Este resultado reafirma que a murina é um inibidor competitivo, como visto
anteriormente nos graficos 5 e 6.

Nos experimentos de estabilidade e desnaturagdo térmica, no qual foi
analisado o efeito do DTT, a quantificagfio do Pi foi realizada pelo método proposto
por Sumner (1944). A mudanca se tornou necesséria, uma vez que o DTT interfere

no método de determinacg@o do fosfato proposto por Lowry-Lopez (1946).
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Figura 13: Efeito do pH na hidrélise do p-NPP na auséncia e na
presenca de quercetina e murina. A atividade foi determinada como descrito em
Métodos 3.2.6, em diferentes valores de pH, na presencga de 400uM dos respectivos
compostos. A atividade na auséncia do flavonoéide foi tomada como controle. Os

experimentos foram realizados em ftriplicata e as barras representam o desvio padréo

(SD).
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Figura 14: Efeito da concentracio de NaCl na atividade da enzima na

auséncia e na presenca de Quercetina e Murina. O ensaio foi realizado como

descrito em Métodos 3.2.8, em diferentes concentracdes de NaCl, na auséncia ¢ na

presenca de flavonoides, nas concentragbes indicadas. Os experimentos foram

realizados em friplicata e as barras representam o desvio padrio (SD).
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de compostos como 100%. Os experimentos foram realizados em friplicata e as

barras representam o desvio padrdo (SD).
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Figura 16: Efeito de DTT na Estabilidade Enzimatica. A enzima foi pré-

incubada a 45°C por diferentes periodos, na auséncia e em presenca dos compostos
nas concentracdes indicadas. A atividade residual relativa foi determinada como
descrito em Métodos 3.2.7, tomando-se a atividade na auséncia de compostos como
100%. Os experimentos foram realizados em triplicata e as barras representam o

desvio padrio (SD).
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5- DISCUSSAO

Através da analise dos resultados obtidos, ¢ possivel avaliarmos o efeito que
os flavonodides exercem sobre a atividade enzimatica. A PTP de BMr de rim bovino
foi ativada pela quercetina, utilizando p-NPP como substrato (figuras 2 e 3), e
inibida por murina na presenca dos substratos p-NPP, FMN e Tyr-P (figuras 2, 5, 7,
8, 10 e 11). Ja rutina, riboflavina (figuras 2, 7 ¢ 8) e kaempferol (figura 9) ndo
apresentaram alteracdo significativa na atividade da enzima.

E importante chamar a atengfio para a relacfo estrutura do flavonéide com o
efeito que ele produz na atividade enzimatica. Varios autores vém discutindo a
importancia da estrutura do flavonéide e sua influéncia nos sistemas analisados. E de
comum acordo que para apresentarem efeitos os flavonéides devem ter grupos —OH
presos ao anel B. Estes pontos possuem alta densidade eletrénica propicias para
interagGes como pontes de hidrogénio do tipo intermolecular (Ferriola ez al., 1989),
e a variacdo destes grupos modifica o tipo de efeito provocado.

Em nosso caso, a quercetina (um bom ativador) possui estes grupos —OH
nas posigdes 3” e 4’. A posicdo destas hidroxilas ¢ propicio para formar ponte de
hidrogénio com uma molécula de 4dgua. Wang er al. (2000b), propuseram um
mecanismo de ativagdo enzimatica por adenina que consistia na coordenagio de uma
molécula de 4gua no sitio ativo da enzima favorecendo a catdlise. A quercetina
poderia estar desempenhando o mesmo papel que o composto purinico adenina.

A murina (um excelente inibidor) apresenta esses grupos —~OH nas posi¢des
2’ e 4°. As hidroxilas nestas posigdes favorecem a formagéo de pontes de hidrogénio
do tipo intra-molecular, ou seja, ndo existiria a possibilidade de carregar uma
molécula de agua para o sitio catalitico, mas nfo impede que ela possa entrar e
coordenar-se em pontos importantes competindo com o substrato. Isto é possivel
devido ao arranjo espacial plano, conferido pelos anéis presentes nos flavonéides.

Como o kaempferol ndo tem um grupo —OH na posi¢iio 4’do anel B, seu efeito sobre

a enzima € desconsideravel.
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Uma outra parte importante nos flavonoides, relacionada com a estrutura-
efeito, estd na dupla ligag8io nas posicdes 2 e 3 e um grupo —~OH ligado ao carbono
3. Esta caracteristica confere ao flavonéide a capacidade de realizar uma tautomeria
do tipo ceto-enol, importante para o efeito anti ou pro-oxidante dos flavondides.
Além desse fato, esta dupla ligacdo na posi¢do 2, através de deslocamentos de
densidade eletrénica do anel B, poderia intensificar e potencializar o efeito do
flavonoide, como a quercetina e a murina (Nikolovska-Coleska et al., 1998; Kim et
al., 1999).

Ja a glicosilagfio ou metilagdo dos grupos —OH nas posigdes indicadas
anteriormente diminui drasticamente o efeito dos flavonoides (Murakami et al.,
1999). E o caso da rutina que apresenta uma glicosilagio com uma rutinose no grupo
—OH da posigéo 3. A substituicdo que ocorre nesta posi¢do anula o efeito que a
dupla ligagdo nos carbonos 2 e 3 poderia ter de deslocamento da intensidade
eletronica intensificando o efeito do flavonéide. E também importante analisar que o
aumento de volume da molécula provoca um impedimento estérico, ou seja, o
flavonoide perde seu efeito por nfo poder entrar no sitio ativo da enzima
(Nikolovska-Coleska et al., 1998).

Um outro fator importante na intera¢fo enzima-flavonoide considera que o
flavonéide deve estar numa conformacdo estrutural formando um &angulo de 45°
entre o anel B e o restante da estrutura (na forma de sofd). Isto € possivel devido a
presenca de uma simples ligagdo de livre rotagdo que une o anel fendlico B ao
restante da estrutura do flavonoéide (Ferriola ez al., 1989). Um ponto que ainda pode
ser analisado € a interacdio enzima-flavondide, podendo ocorrer no dominio
catalitico da enzima, uma vez que a murina € um inibidor competitivo. Ha a
possibilidade dos grupos ~OH da murina interagirem com os grupos —SH presentes
nas cisteinas do sitio ativo, inativando as cisteinas importantes para a catélise.

Outros tipos de interagdo que possam estar ocorrendo s3o pontes de hidrogénio com
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outros aminoécidos do sitio ativo, facilitando a permanéncia da murina (Nikolovska-
Coleska et al., 1998).

O flavonotide pode, também, interagir com a enzima através de cargas
eletrostaticas, como a murina que promove alteracdes no pH 6timo da enzima de
uma unidade (figura 13) e teve efeito protetor de 40% em altas concentragdes de
NaCl (figura 14), impedindo que a enzima perdesse atividade por agéo das cargas do
NaClL

Em geral, inibidores do tipo competitivo como o Pi ligam-se & enzima
mantendo a estrutura enzimética integra durante a desnaturagdo. Isto pode ser
observado, nos resultados apresentados na figura 15. No entanto, a murina, também
um inibidor competitivo, como observado nos resultados das figuras 5 e 6, ndo
produz o mesmo efeito de protecdo. Como a interagfo enzima-flavonéide pode estar
ocorrendo com formagdo de pontes de hidrogénio ou com interagbes com os grupos
—SH da enzima, pode ser que estas interagdes nfo sejam fortes o suficiente para
manter a integridade da enzima durante a desnaturago térmica. J4 o DTT, utilizado
como um agente redutor para manter os grupos —~SH do sitio ativo da enzima
integros, ndo foi capaz de proteger a enzima, nem reverter o efeito da murina durante
a desnaturacdo; ao contrario, o DTT e a murina apresentam efeitos semelhantes.

Como nos tltimos anos muito se tem estudado a respeito do mecanismo de
fosforilagdo € desfosforilagdo de proteinas, pois através deste mecanismo €
disparado uma série de efeitos biologicos como producio de horménios, mitdégenos,
oncogenes, citocinas, neurotransmissores, ¢ considerando que, a fosforilagdio e
desfosforilagdo em residuos de tirosina tem surgido como um elemento importante
em processos como crescimento, desenvolvimento e divisdo celular, existe uma
grande expectativa sobre o efeito de flavonoides nestes sistemas. J4 € notério que a
quercetina € um potente inibidor de uma série de proteinas quinases responsaveis
por fosforilagdes de proteinas importantes como a fosfoinositidio-3-quinase e

proteina quinase C (Payrastre et al, 1999), consideradas enzimas chaves em
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sistemas celulares, incluindo multiplicacdo celular, apoptose e transformacdo. No
entanto, a quercetina € um excelente ativador de proteina tirosina fosfatase, sendo
que, até o momento néo existiam trabalhos discutindo esta relacfo.

E notavel o efeito inibitério que os flavondides possuem sobre enzimas
chaves que fazem parte do sistema de ftransdugio de sinal € como um
antiproliferante tumoral. O mecanismo responsavel por esses efeitos ainda nfo ¢
muito bem conhecido, mas € claro o efeito que eles promovem sobre varios sistemas
metabdlicos como a ativagdio de enzimas glicoliticas ou proteinas de sintese. Por

isso, ainda hé um vasto campo de pesquisa sobre a atuacio dos flavonéides.
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6- PERSPECTIVAS

Nos tltimos anos, estudou-se muito o efeito de flavonéides sobre a atividade
de diversos tipos de enzimas, principalmente as quinases ou as enzimas envolvidas
nos processos anti-oxidantes (Day er al., 2000; Ferreira et al., 2000; Bormann e
Melzing, 2000; Shimizu et al., 2000). As quinases foram exaustivamente estudadas
devido ao fato de estarem ligadas a processos celulares importantes como
crescimento, desenvolvimento e diferenciagio celular. O objetivo maior de se
estudar o efeito de flavonéides na atividade das quinases estd relacionado com
estudos de alguns tipos de céncer, pois estas podem estar envolvidas no descontrole
celular que origina os tumores.

No entanto, muito se tem feito e dado importincia ao mecanismo de
regulacdo por fosforilacdo e desfosforilagdo. O balango desde mecanismo é de
extrema importdncia para os processos celulares acima citados e fazem parte de
mecanismo de regulacfio enzimatica em etapa chave do metabolismo e da cascata de
eventos controlados por hormonios. Assim, torna-se importante o estudo do efeito
dos flavonoides sobre as fosfatases em geral. Como as fosfatases sfo divididas em
varios grupos, € provavel que haja efeitos distintos dos flavonéides sobre a atividade
das diferentes classes. Nesta situacéio, poderiam ser utilizadas fosfatases de origens
diferentes como animal, vegetal e de microorganismos.

Além do estudo de fosfatases de diferentes origens, poderiam ser testados
outros flavondides com diferencas estruturais mais marcantes para tentar propor,
com um maior niamero de dados, um possivel mecanismo de modulacdo enziméatica

pelos flavondides.
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