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PROTEIN TYROSINE PHOSPHATASES: PROPERTIES AND BIOLOGICAL FUNCTIONS. Protein phosphorylation—
dephosphorylation catalyzed by the opposing and dynamic action of protein kinases and phosphatases probably, is the most crucial
chemical reaction taking place in living organisms. Protein phosphatases are classified according to their substrate specificity

and sensitivity to inhibitory or activator agents, into two families of protein phosphatases: serine/threonine phosphatases and

tyrosine phosphatases (PTPs). PTPs can be divided into 3 groups: tyrosine specific phosphatases, dual and low molecular weight

phosphatases. The role of tyrosine phosphorylation in mitogenic signaling is well documented, and one would predict that vanadate,
pervanadate and other oxidant agents (protein tyrosine phosphatase inhibitors) may act as a growth stimulator.
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INTRODUCAO

As fosfatases sdo hidrolases que utilizam como substratos
fosfomonoésteres, as quais estdo amplamente distribuidas na natu-
reza, tendo sido encontradas em animais’, vegetais® e em microorga-
nismos®. Estas enzimas sdo divididas em 3 grupos principais: fosfa-
tases alcalinas, fosfatases dcidas e proteinas fosfatases®.

As fosfatases dcidas apresentam um pH 6timo para catélise em
torno de 5,0 e utilizam como substratos compostos com baixa massa
molecular (por exemplo, acicares fosforilados). Contrastando com
as fosfatases dcidas, as alcalinas apresentam um pH 6timo para catdlise
em torno de 9,0 e também atuam em substratos de baixa massa
molecular relativa. No entanto, ha necessidade de ions divalentes,
como magnésio, cobalto ou manganés, para catdlise. Outra diferen-
ca observada em relag@o as fosfatases dcidas é o mecanismo de rea-
¢do, como proposto por Vicent e colaboradores®.

Fosfatase alcalina
ROH
E +ROPO;~ & EROPO;” < E-PO;” & EPi & E+Pi
Fosfatase acida
ROH H,0
E+ROPOH, & EROPOH, & E-POH, — E+Pi

Durante a ultima década, tem sido feito considerdvel progresso
na elucidag¢@o do controle de crescimento e regulagdo de células
eucaridticas®. O balango entre a fosforilagdo e a desfosforilagdo de
proteinas ¢ a base para o controle de diversos eventos bioldgicos
disparados por efetores extracelulares, como hormdnios, mitégenos,
carcindgenos, citocinas, neurotransmissores, substancias ou metabd-
litos téxicos’. Em conseqiiéncia a a¢do destes efetores ocorre regula-
cdo da divisdo, diferenciacdo, desenvolvimento e morte celular,
regulacdo do metabolismo e expressdo génica, contragdo, transpor-
te, locomogdo celular, aprendizado e memdria®!!.

Muitas vias de sinalizagdo celular sdo reguladas por fosforilagdo/
desfosforilacdo de proteinas. A adicdo ou remog¢do do grupamento
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fosfato de uma proteina, pode gerar um “motivo” de reconhecimen-
to para interagdo proteina-proteina, controle da estabilidade protéica
e, 0 mais importante, modular atividade de enzimas'. Aproximada-
mente 30% das proteinas celulares sdo fosfoproteinas'®.

Em células eucariéticas, a maioria da fosforilagdo de proteinas
ocorre em residuos de tirosina, serina e treonina, catalisada por pro-
tefnas quinases'®. Dentre os diversos tipos de proteinas quinases, as
proteinas tirosina, as serina/treonina quinases (proteina quinase de-
pendente de AMPc, proteina quinase C (PKC) e proteinas quinases
ativadas por mitégenos) participam de vdrias vias de transduc@o de
sinais'.

Historicamente, proteinas tirosina fosfatases constituem uma
grande familia de enzimas com analogia as protefnas quinases em
sua complexidade e diversidade estrutural. Portanto, estudos genéti-
cos e bioquimicos mostraram que estas protefnas exercem efeitos
tanto regulando negativamente, como positivamente, as vias de sina-
lizag¢@o e no controle fisiolégico de uma variedade de tecidos'®. Mu-
dangas anormais na atividade dessas enzimas acarretam na fosfo-
rilagdo inapropriada de residuos de tirosina, o que contribue para o
desenvolvimento de vérias patologias, como neoplasias, diabetes e
doengas resultantes de defeitos imunoldgicos'’. Numa transforma-
¢do oncogénica ou estimulagdo de fatores de crescimento, o nivel de
proteinas fosforiladas em residuos de tirosina aumenta de 1-2% na
célula, podendo levar a graves doengas, incluindo o cancer'>'®?, Diver-
sos autores tém trabalhado sistematicamente na compreensdo destes
fendmenos e varios trabalhos e revisdes sobre o assunto estdo dispo-
niveis?'.

Com base na fung¢@o, estrutura, seqiiéncia, especificidade, ativa-
dores e inibidores, as proteinas fosfatases podem ser agrupadas em
dois grandes grupos: proteinas serina/treonina fosfatases e proteinas
tirosina fosfatases*”°.

As proteinas serina/treonina fosfatases compreendem duas fa-
milias de genes chamados PPP e PPM. As proteinas fosfatases desta
subfamilia compreendem a familia PPP de proteina Ser/Thr fosfatases,
que se divide em seis subtipos PP1, PP2A, PP2B, PP4, PP5 e PP7,
baseados nas suas caracteristicas bioquimicas, sensibilidade a
inibidores e substratos especificos®'. A proteina serina/treonina PP2C
¢ a unica pertencente a familia PPM*.

O principal tipo de serina/treonina fosfatase é a PP1, com peso
molecular de 37 kDa, tem um importante papel em varios processos
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celulares do ponto de vista genético, farmacolégico e bioquimico.
Mutacdes na PP1 levam a defeitos na mitose, meiose, integridade
celular e no metabolismo do glicogénio®.

A proteina fosfatase 2A (PP2A) exibe uma seqiiéncia homdloga
com a PP1 e ¢ importante na regulacdo de eventos durante o inicio
da mitose e inibi¢do da fusdo de vesiculas endociticas. Representa
pouco mais de 1% das proteinas celulares totais e é responsavel pela
principal atividade das serina/treonina fosfatases, juntamente com a
PP1*. A regulacdo direta da atividade da PP2A est4 associada com a
integridade do citoesqueleto e tanto esta enzima como a PP1 partici-
pam na modulacdo da motilidade celular, diferenciagdo e citocinese.
Possui um importante papel em doengas parasitdrias, virais, neuro-
degenerativas e no cancer*. As proteinas serina/treonina PP1 e PP2A
participam da regulacdo da proteina quinase dependente de célcio/
calmodulina®.

A calcineurina (PP2B) é uma enzima regulada por cdlcio/
calmodulina, encontrada em tecidos celulares, dendritos, axdnios e
areas do cerebelo®.

A PP2C € uma proteina monomérica (42 — 45 kDa), a qual re-
quer magnésio para sua atividade catalitica e consiste de duas
isoformas, PP2C, e PP2C,. Participa da resposta celular ao estresse €
¢é encontrada nos granulos de células do cerebelo, hipocampo e pos-
sue larga distribui¢do em todo o cérebro®.

A PP4 ¢ um membro da subfamilia PP2A devido a sua homologia
de 65% com a estrutura da PP2A. E encontrada no centrdmero, nd-
cleo e citoplasma, possuindo multiplas fungdes, dentre elas, dupli-
cagd@o do centrdmero®.

A PP5 € uma serina/treonina fosfatase que possui homologia
catalitica com a calcineurina (PP2B) e com as proteinas serina/
treonina fosfatases PP1A e PP2A. E encontrada praticamente em
todos os tecidos, principalmente no nicleo e a PP6 tem um papel na
regulacdo da transcri¢do®.

Neste artigo de revisdo daremos énfase as protefnas tirosina
fosfatases.

PROTEINA TIROSINA FOSFATASE

As proteinas tirosina fosfatases (PTPs) sdo uma grande familia
de enzimas (> 100) responsdveis pela hidrdlise do fosfato ligado a
residuos de tirosina em protefnas. S@o estruturalmente diversas, in-
cluindo a tipo citoplasmatica e tipo receptor com a capacidade de
transmitir sinais diretamente a enzimas de membrana e citoplasma,
controlando diversos processos celulares'? .

As proteinas tirosina fosfatases sdo caracterizadas por aproxi-
madamente 240 aminoécidos e possuem um dominio altamente con-
servado com uma seqiiéncia consenso no sitio catalitico caracteristi-
co desta familia ([I/VJHCXAGXXR[S/T]G), onde I — isoleucina, V
- valina, H - histidina, C - cisteina, A - alanina, G - glicina, R -
arginina, S - serina, T - treonina e X - qualquer aminodcido, compar-
tilhando um padr@o de sitio ativo constituido de uma cisteina e uma
arginina, que sio essenciais para a catdlise enzimatica. A presenca
da cisteina (C) no sitio ativo € responsdvel pela caracteristica co-
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mum das protefnas tirosina fosfatases, que € a de serem inibidas pelo
pervanadato, p-cloromercuribenzoato e outros agentes oxidantes®¥40.
As estruturas tridimensionais de aproximadamente uma dizia de PTPs
tém sido determinadas, e tém ajudado a entender a fun¢do da PTP a
nivel molecular, por definir as interacdes que estabilizam a estrutura
do sitio ativo e a formacdo do complexo enzima-substrato's.

Estudos bioquimicos e genéticos indicam que PTPs exercem efei-
tos positivos e negativos nas vias de sinaliza¢des e participam de
papéis fisioldgicos cruciais em uma variedade de células e tecidos de
mamiferos®. Uma dnica PTP pode regular multiplas vias de sinali-
zagdo, ou uma via chave pode ser regulada por diversas PTPs*.

Com base na funcdo, estrutura e seqii€ncia, as proteinas tirosina
fosfatases podem ser agrupadas em trés familias principais: protei-
nas tirosina fosfatases especificas; proteinas fosfatases com dupla
especificidade e proteinas fosfatases de baixa massa molecular rela-
tiva’#?. Estas familias apresentam regides de consenso na seqiiéncia
de aminodcidos, principalmente do sitio ativo, os quais s@o resumi-
dos na Tabela 1.

Proteinas tirosina fosfatases especificas

Estas enzimas hidrolisam residuos Tyr-P alvos, s@o as enzimas
melhor estudadas na superfamilia das PTPs e apresentam alta massa
molecular relativa (AMr). Estao envolvidas em varias de vias de si-
nalizagdo e, nos ultimos anos, mais de 112 PTPs foram isoladas e
seqiienciadas a partir de diversos organismos incluindo bactérias,
leveduras, nematéides, insetos e vertebrados. Todas apresentam um
dominio catalitico de aproximadamente 240 residuos de aminoécidos,
dos quais 71 sd@o altamente conservados. Esta familia € ainda subdi-
vidida em dois grupos: proteinas tirosina fosfatases tipo receptor e
citoplasmaticas®®. Foram relatadas as estruturas cristalinas dos do-
minios cataliticos de trés PTPs, determinadas por raios X: a PTPa
tipo-receptor humana®, a PTP 1B citoplasmdtica humana* e a
fosfatase da Yersinia®®. As estruturas apresentam em comum 7 fo-
lhas B torcidas e flanqueadas por oito a-hélices, tendo na porgdo
central a alga contendo o padrao Cx,R. O alto grau de similaridade
entre estas diferentes PTPs sugere que todos os membros desse
subgrupo sejam muito parecidos?.

As PTPs tipo receptor (CD45, PTPo e PTPy) sdo enzimas mo-
dulares, consistindo de um segmento extracelular, caracterizado pela
presenca de motivos semelhantes aqueles presentes em dominios de
moléculas de adesdo, como fibronectina, estando, portanto, envolvi-
das na comunicacéo célula-célula e transdugéo de sinal®*#; seguido
de um segmento transmembranar simples e um ou dois dominios
cataliticos intracelulares.

As PTPs citossolicas (PTP 1B ,VH1 e SHP) freqiientemente con-
tém dominios extra cataliticos, que podem estar envolvidos direta-
mente na regulacdo da atividade catalitica ou servem no endere-
camento e reconhecimento do substrato. Por exemplo, as PTPs SHP-
1 e SHP-2 possuem um par de dominios SH2 responséveis pela liga-
¢do com proteinas contendo tirosina fosforilada, incrementando sua
capacidade catalitica; as PTP 1B e a PTP da célula T possuem seg-

Tabela 1. Seqiiéncia de consenso do sitio ativo para os trés principais subgrupos na superfamilia das tirosina fosfatases

Padrao do sitio ativo

Seqiiéncias conhecidas

Subgrupo Acido geral

PTP (especifica) sWPDh X,,
Cdc25 (dual) ylIDC X0
PTP de BMr dleDP X

-95

PIVVHCSAGVGRTG 103
[iVFhCEFSseRGP 22
SVIfVCIGNiCRSP 14

As letras em maitisculas representam os residuos altamente conservados (90% das seqiiéncias possuem o residuo idéntico ou um aminodcido
similar). O niimero x_refere-se ao nimero de residuos de aminodcidos entre o dcido geral e o sitio ativo; nas PTPs de BMr, o 4cido geral vem
ap6s a alca do sitio ativo na seqiiéncia de aminodcidos, sendo indicado pelo nimero negativo.
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mentos C-terminal hidrofébicos, que restringem a localizagdo da
enzima a regido do reticulo endoplasmatico®*. As PTPs podem ain-
da sofrer fosforilagdo do dominio ndo catalitico, causando modifica-
¢des na atividade catalitica ou na localizagdo celular”.

Outra caracteristica marcante das PTPs € a capacidade de
hidrolisar 100.000 vezes mais rdpido a fosfotirosina do que a
fosfoserina ou fosfotreonina. Isto se deve possivelmente a presenca
de residuos de aminodcidos préximos ao sitio ativo, criando uma
“bolsa”, dentro da qual somente a fosfotirosina pode penetrar e so-
frer a hidrdlise; esta regido (residuos de 43-46, KNRY) é denomina-
da “regido de reconhecimento da fosfotirosina*' .

Proteinas tirosina fosfatases com dupla especificidade

Sdo capazes de hidrolisar fosfatos monoésteres de peptideos con-
tendo fosfotirosina e fosfoserina/treonina, possuindo mais afinidade
por fosfotirosina, e esta caracteristica dual parece estar associada a
menor profundidade do sitio ativo de, aproximadamente, 6 A nas PTPs
de especificidade dual e 9 A nas PTPs especificas. Essas enzimas
participam da regulacdo de sinais mitogénicos e desempenham um
papel importante no controle do ciclo celular (MKPs e cdc25)*.

Proteinas tirosina fosfatases de baixa massa molecular relativa

Estas enzimas nido compartilham nenhuma homologia de seqiién-
cia com qualquer outra PTP, exceto pelo padrao de sitio ativo e mesmo
mecanismo de catdlise. Hidrolisam residuos de tirosina e possuem um
importante papel na regulac@o da proliferacio celular, uma vez que a
alta expressdo desta enzima inibe a proliferacio de células normais e
transformadas**'. Um dos substratos fisiologicos desta enzima é o re-
ceptor do fator de crescimento derivado de plaqueta (PDGFR), o qual
estd ativo quando fosforilado®. A alta expressdo da proteina tirosina
fosfatase de baixa massa molecular levou a inibi¢do da via de sinaliza-
cdo estimulada pelo fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF)
e, portanto, inibi¢do da divisao celular®. No entanto, quando a atividade
catalitica desta enzima foi modificada, o PDGFR manteve-se ativado®’.

Estudos cinéticos e estruturais detalhados das subfamilias das
PTPs revelaram um mecanismo quimico comum para reacdes
catalisadas por estas enzimas (Figura 1). Além disso, as proteinas
tirosina fosfatases possuem uma variedade estrutural de dominios,
incluindo SH2 e dominios extracelulares ligantes*!>1641,

ESTRUTURA PTP E MECANISMO CATALITICO

Estudos cinéticos, mutagdo sitio-dirigida e identificag¢@o das es-
truturas das PTPs permitiram identificar a cisteina, a arginina e a
asparagina como residuos extremamente importantes para catalise™.

Estudos abordando os mecanismos das PTPs de Yersinia, PTP1B,
VHR (dual especifica) e fosfatase de baixa massa molecular relativa
sugerem que todas PTPs compartilham um mecanismo comum para
efetuar catalise, utilizando a cisteina do sitio ativo como um nucleéfilo
na formacgdo de um intermedidrio tiofosforil (enzima-fosfato). O re-
siduo de arginina na seqiiéncia assinatura tem funcdo de se ligar ao
substrato, estabilizando o estado de transi¢do. Tanto a etapa de for-
macdo do complexo fosfoenzima, quanto a sua hidrdlise sdo auxi-
liadas pelo dcido aspartico presente no sitio ativo (Figura 1)*5.

REGULACAO DA ATIVIDADE DAS PROTEINAS
TIROSINA FOSFATASES

Fosforilacao

Um mecanismo geral da regulac@o da atividade PTP ¢é através da
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Figura 1. Mecanismo de catdlise das proteinas tirosina fosfatases. Estado
de transi¢do para a transferéncia fosforil inicial do substrato para o residuo
de cisteina do sitio ativo da PTP. A alca PTP consiste de residuos (H/C) C
(X;) R (S/T) na seqiiéncia consenso. A arginina do sitio ativo tem fungdo de
ligacdo ao substrato e estabilizacdo do estado de transigdo. O residuo dcido
aspdrtico da alga flexivel sofre mudanga conformacional permitindo melhor
interagcdo da enzima com o substrato

fosforilacdo. A fosforilacdo de residuos de serina/treonina especifi-
cos pode regular as PTPs, de modo negativo ou positivo. Tem sido
descrita a ativa¢do de vdrias PTPs pela fosforilacdo, incluindo PTP-
1B e SHP-17.

Oxidacio transiente

A oxidacio reversivel da PTP é um mecanismo de regulacdo da
atividade desta enzima. A inibi¢@o in vitro ocorre por varios oxidantes,
incluindo H,0,, o qual atua como modulador oxidativo do residuo
de cisteina presente no sitio catalitico, causando alterag@o reversivel
deste residuo, com producdo do dcido sulfénico (Figura 2). Novas
oxidacdes deste produto formado levam a produgéo dos dcidos
sulfinico e sulfonico, que sdo produtos da oxidagéo irreversivel>*.
O residuo de cisteina presente no sitio catalitico também pode parti-
cipar de outro mecanismo de regulacio reversivel, que ¢ a formacgao
de pontes dissulfeto, como ocorre com a cdc25.

A oxidagdo do residuo de cistefna do sitio ativo pelo H,O, tem
sido identificada como um regulador negativo de PTPs*. O H,0,
pode ser produzido depois da estimulag@o de varios RTKs, incluin-
do os receptores para fator de crescimento derivado de plaquetas
(PDGF), fator de crescimento da epidermal (EGF), insulina e fator
de crescimento de fibroblasto (FGF)*. Além do mais, a estimulacdo
do receptor pelo EGF é correspondida por uma oxidacéo transiente
da PTPIB%. A degradacéo do peréxido de hidrogénio pela catalase
proveniente das células A431 reduziu drasticamente a fosforilacdo
da tirosina de receptor EGF e Fosfolipase C. Similarmente, a expres-
sdo aumentada de catalase em células de musculo liso vascular blo-
queou a indugdo da fosforilagdo do residuo de tirosina da MAPK
pelo receptor PDGF®. Esses efeitos da catalase indicam que a inibi-
¢do de PTPs pelo H,O, tem, também, um importante papel na sinali-
zacdo via RTK®6?

Diferentes PTPs podem ser inibidas através da irradiacdo UV
em células intactas. A geragdo de espécies reativas de oxigénio
induzida por UV e subseqiiente oxidacgdo reversivel de PTP(s) foi
proposta como um mecanismo de regulacdo da atividade*'.

Dimerizacao

A variabilidade estrutural dos dominios extracelulares de RPTPs
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Figura 2. Reagoes de produgcdo das formas oxidadas do residuo de cisteina

sugere que 0s mesmos possam sofrer interagdes com ligantes seleti-
vos, afetando potencialmente a atividade RPTP¥. Portanto, ligantes
extracelulares podem regular a atividade especifica de RPTPs.

Estudos indicam que a dimerizag¢@o pode inibir algumas RPTPs,
como por exemplo, a inibigdo da CD45 pela dimerizagdo induzida
pelo EGFE. Por outro lado, a dimerizacdo de RPTK tem sido relacio-
nada a uma perda de controle negativo de RTKs pelas PTPs, ou seja,
uma resisténcia aumentada para desfosforilagdo*’*.

Proteinas tirosina fosfatases como alvos terapéuticos

A importancia das PTPs na regulacdo de vérios eventos celula-
res, qualifica-as como alvos terepéuticos para a descoberta de novas
drogas'?. No entanto, devido a especificidade e ubiquidade destas
enzimas, a inibi¢do das mesmas pode ser inespecifica e, portanto, ter
efeito sistémico. A descoberta de um segundo sitio adjacente ao do-
minio catalitico na PTP1B, como proposto por Puius e colaborado-
res*, proporcionou uma nova estratégia para aquisi¢ao de inibidores
potentes e especificos para estas fosfatases'>*!.
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