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R E S U M O 

Foi feita a investigação da inibição da enzima tió­

lica papaína com tetracetato de rádio (II ) diaquo em seis 

diferentes temperaturas, objetivando determinar os parame­

tros ciniticos e termodinãmicos do processo inibitório. 

A inibição veri ficou-se competitiva em todos os ca­

sos estudados , sendo , o processo de inativação correlacio­

nado com a temperatura do sistema,com o tempo de reação 

e com a concentração do inibidor. 

A atividade da papaína mostrou-se parcialmente (no 

máximo 50%) recuperável e somente pela ação de agentes 

quelantes contendo o grupo sulfidrila(p.ex.DTT,BAL,mer­

captoetanol) . 

Foi constatado que nao há influência significativa 

da força iôn ica do meio reaciona l sobre o processo de i ­

nativação enzimática . 

Observou- se a inexistência de grupos sulfidrílicos 

l ivres após a completa inibição da papaína . 

Foi demonstrado que cada molicula de enzima i ini­

bida pela fixação de uma molicula do complexo tetraceta 

to de ródio (II) diaquo . 

Constatou- se,em cada temperatura , uma concentração 

relativamente alta de inibidor ([I] 50 =1 .10- 4M) capaz de 

inativar 50 % de papaína após uma hora de reação . 

Verificou- se que a espontaneidade da reação de com 
O ' 0 1 

plexação (~G- < 0 ) está baseada no fator entálpico(fiH-< O) 

do processo de interação do Rh2 (o 2CMe) 4 (H 2o ) 2 com o sí­

tio ativo da enzima ,pois a contribuição entrópica e des-
o • 

favorável (.o.S - < O) • 

XI 



A B S T R A C T 

The inhibition of the sulfhydryl enzyme papain with 

rhodium (II) tetraacetate dihydrate was investigated at 

six different temperatures to find the kinetic and ther 

modynamic parameters of the reaction. 

The inhibition was competitive in all the studied 

cases and the process has been correlated with tempera­

ture , time of reaction and inhibitor concentration . 

Of all the chelating agents tested ,only those con­

taining the thiol group (e . g . DTT , BAL , mercaptoethanol ) 

could reactivate the inhibited enzyme . Even so the acti ­

vity of papain was only partially recuperated ( maximum 

50 % ) . 

XII 

There was no significant influence of i onic strength 

on the reaction of enzymatic inactivation . 

After complete inhibi tion ,papain had no detectable 

free sulfhydryl groups . 

Each enzyme molecule was inactived by binding one 

Rh2(0Ac)4(H20)2 molecule . 

A high inhibitor concentration was required to 

inactivate 50% of papain ([ I]so = l , O. lo - 4 M). 

The inhibition was a spontaneous process ( AGO ' < O) 

mainly because its enthalpy was negative ( ôHO'< O)sin­

ce the entropy of the reaction was negative too(ôS O'<O). 
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I - I N T R O D U Ç Â O 

1.1 - OBJETIVOS 

Os carboxilatos de ródio (II) apresentam açao anti­

tumoral e carcinostática associada à inibição de enzimas 

tiólicas do metabolismo celular 1 conforme HOWARD 1 SPRING e 

BEAR (1976). 

Procurando ampliar este estudo 1 escolheu-se investi­

gar a ação do tetracetato de ródio (II) diaquo sobre a pa 

paína 1 uma enzima tió lica de origem vegetal cuja estrutura 

e modo de atuação são bem conhecidos 1 o que a torna ideal 

para ser usada como modelo desses processos inibitór ios. 

Objetivou- se determinar o tipo de inibição (competi 

tiva,não-competitiva,acompetitiva ou mista) em diferentes 
temperaturas 1 bem como obter os vários parâmetros cinéti­

cos (Km 1 Vm e kcat e termodinâmicos (Ki , Ã HQ ' 1 ÂS Q' e 

~ GQ ' ) envolvidos na reação de inativação enzimática. 

Buscou-se encontrar a proporçao estequiométrica en ­

tre o número de mol~culas de inibidor e de enzima 1 assim 

como informações sobre o processo de fixação do tetraceta 

to de ~ ódio (II ) no sítio ativo da papaína . 

Investigou-se a influência da força iônica do meio 

reacional e a possibilidade de reativação da proteína ap& 

a completa inibição . 
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1.2 - TETRACETATO DE RÓDIO (II) DIAQUO 

1.2.1- Histórico 1 Características e Estrutura 

O tetracetato de ródio (II) diaquo [Rh2(02CCH3 )4(H20)2 ] 

e um dos carboxilatos dímeros de ródio (II) de fórmula geral 

Rh2(02CR)4Ln (n=1~2 e L= H20,CH30HIDMF,pyiCH3CNINHEt2 1 DMSOI 

THT I co I PPh3 ) . 

As primeiras pesquisas relatadas sobre o sistema tetra­

cetato datam da década de 60 . Em 1962,CHERNYAEV et al.prepara­

ram tetracetato de ródio (II) hidratado através da reação de 

ácido acético sobre hexaclororrodato (III) de amônio em solu ­

ção de etanol . 

Análises de raios- X feitas por PORAI - KOSHITS e ANTSYSH­

KINA (1962 ) mostraram que este complexo possui uma estrutura 

dimérica 1 com quatro ligantes- ponte acetatos e uma ligação Rh­

Rh {Figura 1 a-b) . 

FIGURA 1 - GEOMETRIA DOS ADUTOS DE TETRACETATO DE RÚDIO (II) 
1 

SEGUNDO COTTON E COL. (1971). 

(a) Caso geral para ligantes axiais L . 

(b) Caso do complexo diaquo,de simetria D2h· 

.)r 



JOHNSON,HUNT e NEUMANN(l963)preparararn tetracetato de ro 

dio(II) anidro pela ação de ácido acético glacial sobre hidró 

xido de ródio(III) recém precipitado.Estes autores descobriram 

que o complexo anidro reage com vários ligantes doadores para 

formar um aduto 1:2 . Os adutos exibiram urna grande variedade 

de cor,dependendo da natureza do ligante. 

03 

Em 1964,COTTON et al.descreverarn as interpenetrações de 

orbitais d nesses cqrnpostos binucleares de metais de transição. 

KITCHENS e BEAR(19 69)sintetizararn vários adutos de tetra 

cetato de ródio(II) adicionando gotas do ligante sobre aceta­

to de ródio(II) anidro finarnente pulverizado e investigaram 

suas propriedades térmicas e espectrais . Os resultados para o 

complexo Rh2(02CCH3)4(H20l2 são mostrados na Tabela 1. 

Cor verde 

% H20 calculada 7 , 5 

% H20 encontrada 7,2 

% R h calculada 43,1 

% R h encontrada 43 , 6 

,Ãrnáx = 584 nrn 

Espectro de Absorção no Visivel ( *) 
é = 19 7 em- 1 . M - 1 

>,rnáx = 441 nrn 

é=102crn-1.M- 1 

Calor de decornposição(~5QC) da reaçao: kcal ÃH=23 ,2 rnol 
Rh2(0Ac)4(H20l2(s) ~ Rh2(0Ac)4(s) + 2 H20(g) 

TABELA 1- DADOS ESPECTRAIS E T~RMICOS DO Rh2(0Ac)4(H20)2, 

SEGUNDO KITCHENS E BEAR (1969) . 

(*) Corrigidos por MOSZNER et al. em 1976 para: 

>.rnáx = 585 nrn e E58 5= 234 crn-1.M-l (transição lt.*-+ 6* ) 

~rnáx = 446 nrn e é446= 94 crn-1. M-1 (trans. Rh- Rh ~~Rh-0 o*) 

. ., 
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fiGURA 2 - ESPECTRO DE ABSORÇÃO DO COMPLEXO 

Rh2 (02CMe) 4 (H20) 2 E~l SOLUÇ}I.O AQUQ 

SA DE CONCEN'l'R/\Çl\0 1, 62.10- 3 M1 

SEGUNDO ESTE TRABALHO • 

• '>1 
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COTTON e col. (1971) relataram dados cristalográficos re 

vistos para o sistema tetracetato de ródio(II) diaquo e que 

são apresentados na Tabela 2,conjuntarnente com dados de com­

plexos sernelhantes,posteriorrnente estudados. 

JRh•Rh JRh· l dRh-() dc-<J Rh-Rh-0 Rh-0--C 0-C-0 
' L (Á) (Á) (Á) (.À.) (o) (o) (o) 

CH 3()H 2.377 2.254 , 
DMF 2.383(1) 2~296(3) 2.Cl38(3) 1.262(5) RR.33(9) 11 8.92t30) 126.1(44) 
H 20 2.3!!55(5) 2.31 0(3) 2.039(8) 1.269(4) 88.1(3) I 19.9(3) 124 ~(3) 

CI! 3CN 2.384 2.254 

PY 2.3963(2) 2.227(3) 2.039(2) 1.266(3) 88.0(3) I 19.1(3) 125.7 
NHEt 2 2.4020(7) 2.301(5) 2.03~(3) 1.2C>C\(G) 87.9(1) I I S.6(3) 127.0(4) 

D\ISO 2.406(1) 2.451(1) 2.0.16(3) 1.265(6) 8H\2(9) 119.6(2) 125.5(4) 
THT 2.4 1.1( I) 2.517(1) 2.0 Y.Jt3) 1.27 .1((>) nx:w'l li') 4(3) 125 ~(4) 
co 2.41'J(3) 2.0'JI (3) 2 .0.1~(2) 1. 21 >(>(3) X7.6(1) 111) f>l) ) 125 . .'>(2) 
Pl'h 3 2.4-19(2) 2.-l97(3) 2.0-14{4) 1.268(7) 87.1( I) I I S.9(4) !26.4(4) 

Pt0t'-1ch 2.455 2.973 

TABELA 2- DADOS CRISTALOGRÁFICOS DOS COMPLEXOS Rh2(0Ac)4L2, 

SEGUNDO MOSZNER ET AL. (1985). 

Os carboxilatos dírneros de ródio(II) sao classificados 

corno sistemas d7-d7 ,considerando-se a estrutura eletrônica 

[Kr]4d7 para cada íon Rh2+ no estado fundamental . 

O problema da correlação entre a distância Rh-Rh,os li 

gantes-ponte acetatos e os ligantes axiais L nos complexos 

Rh 2 (02CCH3)4L2 , bem com~ a ordem da ligação metal-metal e 

sua estrutura eletrônica ainda suscitam dúvidas . 

DUBICKI e MARTIN(1970) sugeriram urna ligação simples 

para o centro Rh- Rh , corn base em resultados espe ctrais. 

COTTON et al. (1971) , baseados no comprimento da ligação 

metal-metal principalrnente ,propuseram urna ligação tripla . A 

ligação Rh-Rh apresenta distâncias que variam desde 2,377Â, 

corno em Rh2(0Ac)4(MeOH)2 , até 2,455 A, corno no sistema 

Rh2(0Ac)4(P(OMe)3]2 , sendo,portanto,rnuito menor do que os 
o 

2,7 A esperados para urna ligação simples Rh-Rh. 
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Na Figura 3 estão reproduzidos ~s esquemas de niveis e­

nergéticos de orbitais moleculares apresentados para os ca­

sos de ligação tripla e simples. 

(b) 

;;_ 

a' (d,·.,·) tr•Rh-L 

8 Cd,._,J tr•Rh-L 

.. -~;_/ fT -

ti -- . -f!- -f!- ,. • 
(Ttl l 

lT - -~ j .. -f+- 8 • originariamente 

- - a' * -H----- j nivc ís mctol - rneto l 

- - ---- ;____.-f!- 8 
. a * * -·* * ... 
2 (d7Rh'2 ) 1r ~ 

-lt- -tt-____--+!- fT 

u +- . _ -f!;t-ilft-i±tt-4 8L 

(Rh·Rhl.~ ::r * ' :!t __..........-tt-+2L 
-+t / :tt:' originariamente =!ti nivcis do ligante 

( L'L~Rh-Rh L 4L) 
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FIGURA 3-DIAGRAMA OM PARA LIGAÇÃO Rh-Rh(CHRISTOPH E KOH,l979). 

{a) Formulação da Teoria da Ligação de Valência para a liga-

ção tripla Rh-Rh d7-d7.cada ródio utiliza orbitais dx2-y2' 

s,px e Py(dsp2) para a combinação com os oxigênios equatoriai~ 

deixando os orbitais dz2,p2 ,dxy,dyz e dxz para a formação dos 

orbitais do sistema metal-metal. Os dois orbitais Pz originam 

as combinações não-ligantes Pza+Pzb e Pza-Pzb que estão preen­

chidas e embutidas no meio dos níveis d. Os orbitais não-liga~ 

tes cr~ e 6~ provêm dos- orbitais 5p2 de cada centro metálico. 

(b) Formulação da Teoria do Campo Cristalino para a ligação 

s i mples Rh-Rh d7-d7. Os lóbulos do orbita l dx2-y2 de ca­

da ródio orientam-se em direção aos oxigênios doadores dos 

carboxilatos-ponte. Estes orbitais,que poderiam,por outro la 

do,formar um segundo b, Ó* par degenerado com os orbitais dxy 

são os de mais alta energia e identificados como orbitais an 

tiligantes Rh-0 6*. 



Um estudo RSE para um aduto 1:1 de tetra( trifluoroace 

tato) de ródio(II) foi divulgado por RICHMAN e col. (1977), 

consistente com a interpretação de ligação simples. 

Em 1978,NORMAM e KOLARI,com cálculos de SCF- Xd - Sw 

sobre tetraformiato de ródio(II) e seus diidratos,também 

recomendaram a formulação de ligação simples . 

A distância da - ligação Rh- Rh nos complexos do tipo 

Rh2(02CCH3)4Ln é função das propriedades doadoras - recepto 

ras dos ligantes axiais L,relacionando-se o fato com a po~ 

sibilidade de influência ~a~ e de interações a e~metal­

ligante . APPLETON et al. (1973) propuseram representações 

qualitativas de orbitais para explicar os dados de influên 

cia trans obtidos em complexos binucleares metal-metal . A 

Figura 4 a-c corresponde a uma ligação simples e a Figura 

5 a - d representa uma ligação tripla Rh- Rh , conforme es tes 

autores . 

FIGURA 4 - DIAGRAMA ORBITAL PARA UMA LIGAÇÃO SIMPLES 

M-M ,SEGUNDO APPLETON ET AL . (1973) . 

·., 
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Segundo os referidos autores,na Figura 4 os 

lóbulos de orbital d cheios exercem certa repulsão 

mútua e estão polarizados para fora , em direção ao 

ligante L. A ligação metal-metal é representada pe­

la interpenetração de duas metades cheias de orbi­

tais dz 2 . 

(a ) As metades externas de cada orbital sao mostra-

das vazias,pois representam a combinação ó* an­

tiligante,dentro da qual os ligantes doam seus elé ­

trons. Quanto mais o orbital 6 M-M é estabilizado , 

mais o orbital ó* é desestabilizado e,portanto , me­

nos efetiva é a ligação com um ligante L fraco ó­

doador e fraco ~-receptor (como H20) . Os ligantes 

competem muito pouco pelo orbital dz2 do metal . A 

ligação M- M é curta e forte. 

(b) Os ligantes L (fortes C5 -doadores e fracos rt- re 

ceptores,como :NR3 ,p.ex.) competem fortemente 

pela densidade orbital dz2 do metal , enfraquecendo 

a ligação metal-metal e alongando-a relativamente ao 

caso (a) . Note que o aumento da doação eletrônica do 

ligante para o metal expande os orbitais d cheios e 

e xtende a distância M- M. 

(c) O ligante L é um fraco 6 - doador e f orte 1'C -re-

ceptor (como,por exemplo,CO). A forte habilidade 

TI-receptora permite a deslocalização da densidade 

d - orbital do metal no sistema ligante , reduzindo a 

repulsão M-M . A ligação metal-metal é forte (fraco 

6-doador ) e mais curta do que em (a) e (b). 
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FIGURA 5-DIAGRAMA ORBITAL PARA UMA LIGAÇÃO MÚLTIPLA 

M-M , SEGUNDO APPLETON E COL. (19 73 ) . 

(a) O l igante L é um fraco 6 -doador e fraco TC -receptor 

(ex . :H20) .A ligação M-M é curta e muito forte . 

(b) O ligante L é um forte O - doador e fraco "--receptor 

(:NR3 , p . ex . ) . A expansão dos orbitais d do meta l per­

mi te mais efetiva interpenetração orbital no sistema 

metal-metal,rnas a ligação OM-M é enfraquecida,alon­

gando sua distânc ia . 

(c) O ligan te L é um fraco O -doador e forte it - receptor 

(ex. : CO ) . A ligação M- M é f orte(como no caso a) ma s a 

habilidade TC - receptora do CO enfraquece a interação 

~ M-M , a umentando sua distância . 

(d) O ligante L é um forte 6-doador e forte ~-receptor 

(corno :PR3) . Ambas as l igações 6 e ~ M- M sao enfra­

quecidas pela competição das fosfinas axiais , alon­

gando a distância metal -me tal comparativamente aos 

casos (a ), (b ) e (c). 
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CHRISTGPH e KOH em 1979 mostraram um esquema de níveis 

energéticos para os orbitais moleculares do sistema Rh-Rh , 

alterado em função da extensiva interpenetração dos orbi­

tais metálicos com os orbitais dos carboxilatos-pontes(Fig~ 

ra 6 a - b) . 

o b 

Rhz(Ç>Ac)4 

FIGURA 6-DIAGRAMA OM QUALITATIVO DA INTERAÇÃO METAL-CARBO 

XILATO-PONTE (CHRISTOPH E KOH,1979). 

O diagrama representa qualitativamente a extensiva in 

terpenetração dos orbitais do carboxilato- ponte com aqueles 

do centro binuclear d7~d7. Os níveis do carboxilato estão 

i ndicados na direita tanto em (a) corno em (b),alterando-se 

apenas as posições dos níveis Rh-Rh em relação aos do car­

boxilato. As alterações na posição e sequência dos OM re­

sultantes ilustram a grande importância do posicionamento 

relativo dos níveis contribuintes do metal e do ligante. A 

figura desconsidera os níveis não-ocupados Ss e Sp de cada 

ródio,os quais poderiam combinar-se com os orbitais d ade­

quados do outro metal e com os orbitais do ligante carboxi 

lato , levando a adicionais modificações na posição e ordena 

mento dos orbitais moleculares resultantes. 
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Estes ÚLtimos autores referidos interpretaram os resul 

tados de suas pesquisas como correspondentes a uma ligação 

simples Rh-Rh de extraordinária intensidade 1 justificando a 

curta distância metal-metal pela interação ródio-carboxila 

to e as variações desta distância frente a diferentes li­

gantes axiais através da influência :útan.6 

Propuseram também que o conceito de Ordem de Ligação 1 

no seu sentido formal 1 poderia não ser uma medida útil das 

interações metal-metal nos complexos dímeros de ródio(II)e 

outros sistemas semelhantes. Interações do centro Rh- Rh com 

os vários ligantes causariam alterações nos orbitais mole­

culares M-M. Não mais puro Rh-Rh 1 um orbital ligante cheio 

~ Rh- Rh não seria mais exatamente cancelado por um orbital 

antiligante cheio Te* Rh- Rh e uma contribuição residual P2 
deria resultar na ordem total da ligação . A ordem líquida 

da ligação M-M poder ia ser 1 1 0 ou fracionada(por ex .: 1 1 2) 1 

consistindo de componentes o 1 -rc e mesmo b provenientes do 

inexato cance lamento dos orbitais ligantes e antiligantes 

(5 1 TC e é do sistema . 

Em 1983 1 NAKATSUJI et al.noticiaram uma configuração e ­

let):"Ônica TC. 4 62 TC.*4 6*2 62 para os catorze elétrons 

do centro Rhi+ do complexo tetracetato de ródio(II)diaquo. 

COTTON e WILKINSON (1988) relataram uma ordem de lig~ 

çao intermetálica Rh-Rh de 1 1 5 para o aduto Rh2(0Ac)4(H20l2 · 

1.2.2 - REATIVIDADE DO TETRACETATO DE R6DIO (II) 

Desde as primeiras preparações dos complexos do tipo 

Rh2(02CCH3)4L2 já eram conhecidas as possibilidades de 

substituições dos ligantes axiais L por outros ligantes.A 

velocidade da reação de tais substituições era maior do 

que a dos ligantes- pontes carboxilatos. 

"" 
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Por outro lado,o tetracetato de ródio(II) prontamente 

troca os grupos acetatos na presença de outros ácidos car­

boxílicos. 

BEAR et al. (1971) ,com técnicas de RMN ,estudaram a rea 

çao de troca do Rh2(0Ac)4 com CF3C02H e observaram que , após 

a substituição de dois grupos acetatos,os dois grupos rema­

nescentes reagiam com uma velocidade 20 a 80 vezes menor do 

que a dos dois primeiros . 

12 

RAINEM e col . (1975) relataram dados termodinâmicos e 

cinéticos relativos à fixação de ligantes axiais nos com­

plexos Rh2(02CR)4. A formação do aduto é um processo dedu 

as etapas,originando primeiramente um complexo 1:1 e,final 

mente,um complexo 2 :1 com o carboxi 1ato . Esses pesquisado­

res aval iaram as constantes de formação do processo e rev~ 

l aram que ,uma vez formado o aduto 1: 1 , o segundo ligante 

axial é muito mais lentamente fixado no outro ródio. 

DAS e colaboradores (1977) descobriram que a presença 

de mais de um átomo doador no ligante axial aumenta a cons 

tante de velocidade da reaçao de fixação no centro binucle 

ar Rh-Rh. A labilidade dos 1igant es axiais ,refletida estr~ 

turalmente nas distâncias Rh-L (sempre maiores do que o nor 

mal), é resultado do efeito .tlz.avv!) da ligação Rh-Rh,na inter 

pretaçâo dos autores citados. 

Tetracetato de ródio(II) é estáve l em relação ao 02. 

Ligantes com enxofre doador muitas vezes conduzem a 

degradação da gaiola dos carboxilatos Rh2(02CR)4,como re­

gistraram KITCHENS e col. (1970). 

1.2.3 -ASPECTOS BIOINORGÂNICOS 

1.2.3.1 - Atividade Antitumoral 

Em 1969,ROSENBERG e colaboradores descobriram 

·, 



que o complexo~ - diclorodiaminoplatina(II) funcionava co­

mo poderosa droga antitumoral. Isto provocou investigações 

de atividade carcinostática em outros complexos de platina 

e metais do mesmo grupo. 

HUGHES et al. (1972) observaram que os carboxilatos de 

ródio(II) podiam aumentar a sobrevida de ratos portadores 

de tumor ascite Ll210. 

Estudos posteriores demonstraram que estes complexos 

carboxilatos também eram inibidores de tumores ascite de 

Ehrlich (BEAR e col. ,l9 75) e P388 (KADISH et al.,l978) em 

ratos . 

Em 1977,HOWARD e co-autores mostraram que as proprie ­

dades terapêuticas dos complexos Rh2(02CR)4 para os tumo­

res da classe ascite Ehrlich variavam com a naturez a do 

grupo R. Aumentando a cadeia de R,desde o grupo metil até 

n - butil ,ocorria um progressivo acréscimo na atividade anti 

tumoral dos carboxilatos de ródio(II). Aumentos ainda sup~ 

riores no número de carbonos do grupo alquil,entretanto,di 

minuiam essa atividade. 

HOWARD et al. (1979) identificaram o tetrabutirato de 

ródio (II) como o mais potente dos carboxilatos testados.R~ 

lataram também que estes complexos inibem as sínte ses de 

DNA e proteínas nas células do tumor,mas exibem efeito pe­

queno ou nulo sobre a síntese de RNA . Interpretaram o mec~ 

nismo desta inibição com base na habilidade de ligação axi 

al dos carboxilatos de ródio(II) . Grupos amino livres,como 

os encontrados em adenina nucleotídios,e grupos sulfidrila 

dos resíduos de cisteina seriam possíveis sítios ligantes 

(HOWARD e col ., l977) . 

Nos carboxilatos de ródio(II),a atividade antitumoral 

e paralela a sua toxicidade. 
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KIMBALL e col. (1976) revelaram em seus estudos que a 

estrutura em forma de gaiola dos grupos carboxilatos é sus 

ceptível de decomposição,verificando que o tetracetato de 

ródio(II) , administrado a ratos,originava,após algumas ho­

ras,ródio metálico,íons acetato livres e C02 como produtos 

metabolizados. 

HOWARD,SPRING e BEAR (1976)estudaram o efeito de três 

carboxilatos de ródio(II) - acetato,propionato e metoxia­

cetato - sobre a at ividade de dezessete enzimas . Todas as 

enzimas que apresentavam grupos sulfidrila perto ou den­

tro do sítio ativo foram irreversivelmente inibidas, nao 

tendo sido afetadas as demais . Medidas deRMN mostraram 

uma quebra na estrutura dos grupos carboxilatos. 

A instabilidade dos complexos Rh2 (02CR)4Ln sob algu­

mas condições fisiológicas causa efeitos deletérios e es ­

tes compostos não dão respostas em certos tipos de câncer , 

como informaram HALL et al . (1980) ao estudar suas proprie 

dades antineoplásicas sobre tumores de leucemia L1210 e 

melanona B16 em ratos . 

Significativos desenvolvimentos ainda devem ser fei­

tos para futuras aplicações dos s istemas complexos díme­

ros de ródio (I I) tetracarboxilatos na quimioterapia do 

cancer. 

1.2.3.2 - Complexos com Substratos Biológicos 

Após a descoberta da açao antitumoral dos carbo­

xilatos de ródio (II) sobre certos tipos de tumores,foram 

feitas várias investigações das propriedades de ligação 

destes complexos com substratos biológicos. 

·, 
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O composto 5' - monofosfato de adenosina forma um adu­

to 2:1 com complexos Rh 2 (o2CR) 4 em pH fisiológico cujo e~­

pectro e letrônico indica coordenação com nitrogênio (RAINEM 

et al. , 19 7 5) . 

BEAR e DAS(1976) fize ram estudos em solução de adu­

tos com imidazol e histidina . 

PNEUMATIKAKIS e HADJILIADIS em 1979 isolaram adutos 

sólidos de t e tracetato de ródio(II) com vários nucleosí­

dios e nucleotídios de adenina. 

As estruturas dos adutos 2:1 de teofi lina e cafeí na 

com tetracetato de ródio (II) servem de modelo para inte­

rações com ácidos nuclêicos (AOKI e YAMA ZAKI , 1980) . 

PNEUMATIKAKIS e PSAROULIS (19 80) relataram a reaçao 

de aminoácidos contendo enxofre c om Rh 2 (o 2c c H3 ) 4 . Tais 

interações assemelham- se às mencionadas por Howard et al . 

para enzimas tiól icas . 

Tioéter aminoácidos como S- metilcisteína, S- etilcis 

t e ína e metionina formam adutos axiai s 2:1 com tetraceta 

to de ródio(II) . A ligação axial com o enxofre e confir­

mada por dados analí ticos e espectroscópicos. Os compos­

tos são diamagnéticos . Em contraste , alguns aminoácidos 

ligantes c om grupo sulfidrila livre originam complexos 

paramagnéticos quando tratados com Rh 2 (o 2CMe) 4 . Ligantes 

deste tipo incluem a 1-ci steína,l- cisteína metilé s ter e 

1 - penicilamina , sendo o~seus complexos de r ódio(II ) te­

tracoordenados e de forma quadrada. Estes ligantes coor­

denam-se d e maneira bidente adano t e tra cetato de ródio(II) 

através dos átomos de enxofre (desprotonado ) e n itrogê -

nio (do grupo amino) . 
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1 . 3 - PAPA1NA 

1.3.1 -HISTÓRICO 

WURTZ e BOUCHET , em 1879,usaram pela primeira vez o 

termo "papaina" para designar o principio proteolitico 

encontrado no l&te~ do fruto do mamoeiro "Carica papaya 

L",&rvore tropicàl existente na América do Sul, América 

Central e Âfrica . 

Em 1905,VINES sugeriu que este látex bruto poderia 

conter vários componentes com atividade proteolitica,con 

seguindo o mesmo pesquisador,em 1909,a separação de duas 

proteinases daquele material,através de precipitação com 

cloreto de sódio. 

Estudo s de BALLS et al. (1937) e BALLS e LINEWEAVER 

(1939) sobre este látex permitiram a extração de uma en­

zima e m estado cristalino e denominada de papaina pelos 

autores. 

O processo de obtenção da papaina sob forma crista 

lina a partir do extrato seco do mamão consolidou-se em 

1954,na publicação de KIMMEL e SMITH,sendo,desde então,e 

praticamente até hoje,o processo padrão de preparação des 

sa proteina. 

A papaina (E.C. 1 .4.22.2) e a enzima tiólica de o ­

rigem vegetal mais bem estudada e melhor caracterizada 

em seus pormenores, ultrapassando em trezentos o número 

de publicações a seu respeito. A literatura especializa­

da continua publicando intensamente trabalhos de pesqui­

sa relativos ao mecanismo de ação,estrutura,processos de 

inibição e aplicações dessa proteinase em v&rios setores 

(por exemplo: eliminação da turvação em cervejas,amacian 

te de carnes,prevenção do encolhimento de tecidos de lã, 

etc . ) . 
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1 . 3. 2 - PROPRIEDADES FÍS ICO- QUÍMICAS 

1 . 3 . 2 .1 - Constante s Físico- químicas 

As principais constantes físico - q uímicas da papaína 

sao a presentadas na Tabela 3. 

S2o,w (Constante de Sedimentação) 2,42 s 

D20 , woo-7cm2.s- 1 ) (Const . de Difusão ) 10 , 23 

~ (cm3.g-1) (Volume parc.apar.específ . ) 0,723 

f/fº (Razão Friccional) 1,16 

pi (Ponto Isoelétrico) 8 , 75 

Al % 
lcm (Absorbância a 278 nm) 25 , 0 

Massa Mo lecular ( S , D) 21 . 000 D 

Massa Molecular (Equil . de Sedimentação) 23.700 D 

Massa Molecular(Sequência de aminoácidos) 23 . 406 D -

TABELA 3 - ALGUMAS CONSTANTES FÍSICO- QUÍMICAS DA PAPAÍNA , 

SEGUNDO GLAZER E SMITH (1 971) . 
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1 .3 .2.2 - ESPECTROSCOPIA 

A papaína nao contém outros grupos crornóforos além de 

seus aminoácidos constituintes . Ela é rica em tirosina (19 

resíduos) e triptofãnio (5 resíduos). 

As propriedades fluorescentes dessa proteína foram e~ 

tudadas através dos trabalhos de SHINITZKY e GOLDEMAN(1967) 

BAREL e GLAZER(l969) e SLUYTERMAN e DE GRAAF(l970) ,que in­

terpretaram o espectro de emissão obtido por excitação no 

comprimento de onda de 295 nrn corno basicamente originário 

dos resíduos de triptofãnio da cadeia polipeptídica. 

Estudos espectroscópicos de GLAZER e SMITH (1960) mos 

trararn que os grupos fenólicos da papaína ionizam- se de for 

ma complexa em diferentes valores de pH. 

Particularmente importante para a dosagem da concentra 

ção da enzima em nossas experiências e a absorção efetuada 

pela solução aquosa de papaína a 280 nrn (Figura 7) ,com um 

correspondente coeficiente molar de extinção (E2so)segundo 

MITCHEL et al . (1970) e TANG e TANG (1976) de 58500 cm- 1. M- 1. 
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FIGURA 7 - ESPECTRO DE ABSORÇÃO DA PAPA!NA 
-s EM SOLUÇÂO AQUOSA 1,71.10 M 1 

SEGUNDO ESTE TRABALHO. 

' . 
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1 .3.2.3 - Estabilidade 

Desde 1941,LINEWEAVER e SCHWIMMER e posteriormente 

HWANG e IVY (195l)estudaram a excepcionalmente alta esta 

bilidade da papaína em temperaturas elevadas,nas proximi 

dades do pH neutro. A enzima mantinha-se ativa para o 

substrato no intervalo de 5 QC a 66 QC ,conforme relata­

ram STOCKEL e SMITH em 1957 . 

LINEWEAVER e SCHWIMMER (1941) observaram uma rápi­

da e irreversível inativação acima de 40 QC quando o pH 

era menor do que 4,0. 

Para um meio ainda mais ácido (pH < 2) ,a inativação 

ocorria a 25 QC ,com destruição das estruturas secundária 

e terciária da proteína (GLAZER e SMITH,1960) . 

A papaína nao é afetada significativamente por sol ­

ventes orgânicos ou reagentes capazes de causar mudanças 

conformacionais em proteínas,desnaturando- as . 

Nenhuma alteração foi notada na presença de etanol 

a 70% (v/v), metanol a 50% e dioxano a 30 % segundo rela­

taram KIMMEL e SMITH {1958) ,DRENTH et al. (1968) e BAREL 

e GLAZER (1969). 

Similarmente,a papaína mantém sua atividade em so­

lução 8 M de uréia , como observaram LINEWEAVER e col. em 

194l ,GUNDLACH e TURBA (1 965 ) e SLUYTERMAN (1967 ). 

Como cristais em suspensao numa solução de cloreto 

de sódio,a papaína pode ser mantida por meses a 4QC sem 

detectável perda em sua atividade . 

Em solução , mercúrio-papaína pode ser guardada por 

meses sem perder a sua atividade potencial,apesar de uma 

diminuiçâ9 de 1% a 2% desta atividade por dia , provavel­

mente originária de autólise e/ou oxidação. 

20 



1.3.3 - ESTRUTURA 

A papaína foi o primeiro membro identificado de uma 

classe de enzimas proteolíticas que necessitam de um gru­

po sulfidrila livre para sua atividade. 

1.3.3.1 -Estrutura Primária 

Esta proteína é constituída de uma única cadeia poli 

peptídica,isenta .de ' carboidratos e formada por 212 resídu 

os de aminoácidos. A sequência desses resíduos foi estabe 

lecida principalmente pelos trabalhos de HUSAIN e LOWE em 

1969 e 1970 e de MITCHELL e col.em 1970. A Figura 8 apre­

senta o resultado dessas investigações . 

Derivada dessa sequência,a composição de aminoácidos 

da papaina é mostrada na Tabela 4,onde se nota a presença 

de todos os aminoácidos comumente presentes nas proteínas, 

com exceção da metionina. 

Aminoácido Número Aminoácido Número 

Li sina 10 Glicina 28 

Histidina 2 Alanina 14 

Arginina 12 Valina 18 

Ácido Aspártico 6 Isoleucina 12 

Aspar agina 13 Leucina 11 

Ácido Glutâmico 8 Tirosina 19 -
Glutamina 12 Fenilalanina 4 

Treonina 8 Triptofânio 5 

Serina 13 Cisteina 1 

Prol i na 10 Cisteina(meia) 6 

Total 212 

TABELA 4 - A COMPOSIÇÃO DE AMINOÁCIDOS DA PAPAÍNA,SEGUN­

DO LOWE (1976). 
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FIGURA 8 - A SEQU~NCIA DOS RES!DUOS DE AMINOÁCIDOS DA PAPA!NA SE­

GUNDO LOWE (1976}. 
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Aspectos importantes a destacar na estrutura primá­

ria da enzima sao: 

I - Dos sete resíduos de cisteína prese ntes , s ei s estão l i 

gados e m pontes dissu l f eto, sendo duas n a primeira me ­

tade d a c ade ia (Cis-22--- Cis- 63 e Cis-56---Cis-95) e uma 

na segunda metade (~is- 153---Ci s- 200). O s~timo r es íduo 

de cisteína (Cis- 25 ) t em imp ortantíssima partic ipação n a 

forma ção do sítio catalíti co . A conformação es trutur al ~ 

estabili zada pelas três ponte s d issu l fe to, cuj a completa 

ruptura r esulta na d es truiçã o da proteína, indicada pela 

perda de suas propriedades catal í t i cas e b iológicas . 

II - A soma dos resíduos de á cido a s pártico e ácido glu-

tâmico cheg a apena s a ca torze , t eor consider a velment e 

menor do que a soma dos resíduos básicos de lisina e a r­

ginina,cujo total ati nge vinte e dois. I sto justifica o 

ponto isoelétr ico e levado de 8 , 75 da proteína , d e termina­

do por GLAZER e SMITH (1960 ) em força iônica de 0 , 1. 

I II - No ponto isoel~trico somente 30 grupos (apr oximada-

mente , l4% dos resíduos) estão na forma ionizada e m 

s olução aquosa. Ass im , a papaína t em as propriedades de 

uma globulina e e pouco solúvel em agua ou em meios de 

pequena força i ônica . 

Es s e fato tamb~m pode s er inte rpretado pela relat i­

vamente reduzida quantidade de grupos hidrofílicos e pe­

la abund ânci a d e resíduos hidrofóbi cos da mol~cula de p~ 

p aína , embora a maioria deste s últimos encontrar- se no in 

t erior da p r o te í na (SMITH e KIMMEL ,l 960 ). 
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1.3.3.2 - ESTRUTURA SECUNDARIA E TERCIÂRIA 

Cristalografias de raios- X com resolução de 0 , 28 nm 

feitas em 1967,1968 e 1971 por DRENTH et al. e , em 1971 

por GLAZER e SMITH permitiram determinar em pormenores as 

estruturas secundária e terciária da papaína. 

As dificuldades iniciais destas pesquisas justific~ 

vam-se pela presença de três formas de papaína na enzima 

cristalizada pelo método padrão de KIMMEL e SMITH de 1954: 

papaína ativa,papaína reversivelmente inativada e papaína 

irreversivelmente inativada (GLAZER e SMITH,l965;SLUYTER­

MAN,1967;DRENTH e col.,l970). Estas formas apresentam es­

truturas e comportamentos distintos frente às técnicas de 

elucidação estrutural . 

Com o desenvolvimento do processo de cromatografia 

de afinidade foi possível obter papaína ativa cristaliza­

da com grande grau de pureza (SLUYTERMAN e WIDJENES,l970; 

BLENBERG et al ., 1970 ; BURK et al . , 1974 BROCKLEHURST e 

LITTLE,1972 2 1973) e prontamente estabeleceram-se os da­

dos de suas estruturas. 

A molécula de papaína é globular , com dimensões aprQ 

ximadas de 36 x 48 x 3~Â e formada por dois lóbulos de 

volumes quase idênticos e separados por um sulco , em cujo 

interior está localizada a região do sítio ativo . Uma re 

presentação esquemática é mostrada na Figura 9 . 
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FIGUR~ 9 - DESENHO EM PERSPECTIVA DA CONFORMA~~O DA CADEIA 

PRINCIPAL DA PAPAÍNA ,SEGUNDO DRENTH E COL. (1967). 

Os círculos representam os átomos de d. -c dos 

212 resíduos de aminoácidos. 



Dados de DRENTH e col. (1960) sobre a estrutura ter 

ciâria da prote!na mostram que esses dois 16bulos cir -

cundam , cada um deles,um núcleo hidrofóoico de tamanho 

reduzido. 

Após a síntese da cadeia polipeptídica pelo ribos­

soma,acredita- se que tem início o seu dobramento e a 

formação do primeiro lóbulo a partir da extremidade a ­

minada,circundando o primeiro núcleo hidrofóbico. 

A secrui r, formam-se três al fa-hélices com 41 resí ­

duos,completando-se en tão o primeiro lóbulo por uma la 

çada hidrofílica com os resíduos 81 a 110. 

A sequnda parte da molécula contém apenas 19 re -

síduos enrolados em al fa- hél ices.Nesse lóbulo existe 

uma estrutura distorcida de folha preaueada constituí­

da de 30 resíduos .A cadeia sofre uma vol ta sobre si mes 

ma entre os aminoâcidos 165 e 172,ori~inando uma estru­

tura ~-antiparalela quase perfeita e constituinte de 

parte da parede do secrundo núcleo hidrofóbico,o qual 

tem um diâmetro de 3 A e é envolto por 16 grupos meti­

las (DRENTH et al .,l9 70l . 

Um modelo para a distribui~ão superficial de carga 

elétrica e vários detalhes da topografia interna e exter 

na da papaína foram determinados por LAVERY e col . em 

1983 . 

1.3 . 3 . 3 -O SÍTIO ATIVO 

A interação entre a papaína e o substrato ocor­

re na superfície da prote!na , no sulco situado entre 

as duas partes da molécula ,constituindo o sitio ativo 

da enzima. 

O sulco possui uma parede formada por um segmento 

de alfa-hélice com os resfduos de 24 a 40 e comporta , 

segundo LAVERY et al. (l9.83L poucos grupos eletrícamen .... 
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te carregados , sendo assim , uma região particularmente 

hidrofóbica.Essa alfa-hélice estende-se do fundo da 

cavidade até a sua superfície , estando sua extremi­

dade N- terminal voltada para o centro ativo. 

Tal arran jo é fundamental ,na interpretação dos 

últimos autores citados,pois nessa região está pre -

sente o grupo -.sH' l ;L vre da cisteína-25 e o grupo imi 

dazol com o nitrogênio-N1 da histidina-159 , situados 

em pa redes opostas do sulco e com possibilidade de 

transferência protônica. 

DRENTH e col . em 1970 relatar~a estreita pro­

ximidade dos dois grupos re feridos (distãncia de Van 

der Waals de 0 , 34 nm) , um importante detalhe envolvi­

do na formação do par iônico mercapto-imidazólico 

con f orme LOt:\TEU 976l,POLGÂR(l977l e ZANNIS e KIRSCH 

(19781. 

Na Figura 10 a - b , proposta por DRENTH et al. em 

1970,aparecem dados cristaloqráficos do sÍtio ativo 

da papaí na . 

o c 

e N 

~o 

FrGURA 10 a - A REGIKO DO S!Tre AT!..V0 DA PAPA!NA FR~XI'""' 

MA DO ESSENCIAL GRUPO -SH (DRENTH E COL ., 
), 

19 7Q) 
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FIGURA 10 b - A REGIÃO DO S!TIO ATIVO DA PAPA!NA , INDI­

CANDO AS DISTANCIAS ENTRE OS GRUPOS SE­

GUNDO DRENTH E COL .,l970. 
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Há alguma incerteza na permanência da posição re­

lativa destes átomos em solução aquosa devido à natu -

ral fluxionalidade da molécula . 

LEWIS e col. em 1976 e CREIGHTON e SCHAMP em 

1980 propuseram um equilíbrio tautômero(Figura11) en­

volvendo os grupos sulfidril e imidazol no pH ótimo 

da atividade enzirnática , com predominância do par iô -

nico da estrutura II . 

K 
HS 

(I) (li ) 

FI GUR.Z:. 11 - EQUIL!BRIO TATJT0Jiffi:qO S ULFIDRI L- II1ID.h.ZO::. 

SEGUNnO CREIGHTON E SCHAMP (1980) 

"), 
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Informações mais específicas da extensão e es­

trutura da região do sítio ativo relatadas por BER­

GER e SCHECHTER{l970) identificaram sete sub-sítios 

constituintes do centro catalítico da papaína,con­

forme mostra a Figura 12. 

P' 1 

SI 
1 

p I 

2 

FIGURA 12 - OS SETE SUB-SÍTIOS DA REGIÃO DO SÍTIO ATIVO 

DA PAPAÍNA,SEGUNDO LOWE (1976). 

C - Representa o centro catalftíco (Cis- 251 

e o ponto de cliva~em do substrato • 

. ), 
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Cada um dos sub- sítios é capaz de interagir com 

um único resíduo de aminoácido num substrato peptídi 

co.Quatro desses sub-sítios(s1 , s2,s 3 e s 4 ) interagem 

com o substrato peptídico no lado N- terminal do pon­

to de cisão (C) enquanto os outros três sub- sítios 

(Sf,S2 e S3l ligam- se no lado contendo o grupo carbo 

xila-terminal do substrato. 

SCHECHTER e BERGERll968) estudaram o caráter se 

letivo do sub- sítio Sz para fenilalanina e os mesmos 

autores,em 1970,observaram que o sub-sítio S1 é este 

reoespecí fico para resíduos de L-am·inoácidos, aprese_!! 

tando preferência por resíduos hidrofóbicos(ALECIO 

et al.l974; LOWBRIDGE e FRUTON,l974) . 

GLAZER e SMITH (1971) re l ataram uma especificida­

de maior do sub-sítio s1 por lisina sobre alanina. 

Interpretando o modelo proposto para descrever 

o complexo enzima-substrato, WOLTHERS e col. (19701 

localizaram o sub-sítio S1 na região hidrofóbica si 

tuada próxima ao triptofânio-177 e à alanina-136 . 

O sub-sítio s 2 interage fortemente com valina 

e leucina, confoY-"me deT'lonst. :!:'aram JOHJI.NSEN e OTTESEN 

em 19.68. 

Desses e de outros estudos que pretendem an~li­

sar a completa estrut~ra do centro catalítico da pa­

paína permr.nece a certeza da presença e dn importân­

cia do resíduo de cisteína-25,com o seu qrupo sulfi­

dril livre. Um bloqueio nesse qrupo -SH através de me­

tais ou &nutros reaaentes inibe totalmente a ativi­

dade enzimática da papaína. 
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1 . 3.3 . 4 - ESPECIFICIDADE 

Trabalhos para determinar com exatidão a es­

pecif.icidade da papaína foram feitos desde 1957 por 

KIHMEL e SMITH utilizando substratos n aturais e sin-

tétícos . 

O assunto nao está ainda comp letamente esclare­

ci<'lo mas sabe- se que a enzima hidrolisa lioações peo 

tídicas du pro t e ínas e substratos com pequen a massa 

mo l ecula.r , a t ~lanc1o em éste:re.s de v ,'1rios aT!'i noácirbs e 

em am:idas al-fa--substituídas de n. J~ainina , lisi::.a,qlut~ 

mina , h i st i 6 i ~ a , ~lic~~a e ~i=osi~~ - Particularmente 

i -::e r: L :.:: . .> . 3 o s2:tio 

explica a nranda va=~25~~e de l~qaç5es peptidicas c l ! 

vnôa s p8J. a e:ndt-,pept.ic3.3'2 (S CEE: C!-Fl'E~ e BERG:SR , 1 96 7 e 

196 8 ; :::- ;~01'0~~ e:n 19 75) • 

do sftio at~vo t orna a aç ~o ~atalitic~ d a e~ zirna mui­

to e spec=: f ica em r.ela ~; ã.o a st.:.bs7:ratos naturais cr.1mo 

hemocrlobin n. (YO:FSEB:qG e E1LL, 195 21, ci to-::ro:-r-.o C (V.AB 

GOLIABH ,19 6 21. e s ubt:ilis in a BP;\ ' (:-: .~8PE:=: e S'"i!':'"'E , 196 6 } . 

. - d ..- , . t • d < - ,. A reg1 ao o s 1~1o a 1vo ·a pa?alna nao neve se r 

consi õ.e rada co?Jo ur;.a es trutu .!" a ~: í gi<'fa (LG:·~i:;S'Q.IDGE e 

?RUTON I 19.74) mas, ao contrá:r. io, como um sis t e ma c a paz 

de sofrer mudanç as conformacionais durante o r:n:oces­

so de fixar; ão do suJ5 stl?éÜ-O (L0hTE e YUTH:l-;VONG,l971L 

Essas rmdanç<1s s ão compatfveis com a p ·r.esença de li­

qações sioma na molécula protéica. 
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1.3.3.5 - MECANI SMO DE AÇÃO 

Proposto oriqinalmente em 1955 por SHITH e col. 

o mecanismo de hidró1is e catalisada por p apaína foi 

r evis to por GLAZER e SMITH em 19 71, LmVE (.19_ 76} e POL­

GÂR (1~77 t e ntre vários outros . 

No caso de nosso ]'llaior interesse, i\THITAKER e BEN 

DER em 1965 relataram que a h i drólise do BAEE (N- cJ.­

b enzoil-L- arcinina e t i1 ªstcr} envolve um esquem~ ci 

n~ticn de trªs etapas consec~tivas: 

ond~: : 

___ ....._ 
C' ' . ... ---- ES - ---~ 

E : enzima li~re 

-.:·c ' 
J I L. ' 

F· 
..l 

'· -~- 3 ___ .,. :s 

P1 - p =irneiro n~o~U LO (~ leGal ) 

+ p., 
'· 

P2 = seo~ndo pr0~uto (~cidc car~oxi~ico) 

A primei r a e t apa c.:or ~~esJ.,cnde ~ forrni':lr:-ãCJ do coJ,;~::.e­

:xo de t-U chaelis - .Mente:-. , a sec\m6a e tapa ~;nvol \.'e um.'3 aci 

laçio (com c onstante de velocidade k2) e a terceira e­

tap a implica numa desaci laç~o (com cnnstante de veloci 

dade k 3 L 

Neste modelo propos t o por WHITi\KER e BENDER , os p~ 

râme tros cinéticos Km (Constnnte de Michaelis- Menten ) 

e kca t (.constante catalíti c a de velocidade) sio rela­

cionados com as cons tantes de velocidade mostradas no 

esquema através das sequi ntes equaçoes : 

.)1 
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?:;n 1:178 , J..I..LEK et al. prq::.usera.if, u-· J!ie:-aLismo 

mais-. ó<:talh.:.~dc· pé.:r3 a a ç i:~o :-~ i·:~:--o:..ítica da b·=-~) .uw 

s·.Jbrc s·ui:; s~~.:ê·::os s _ r.t;; "''- :..CLIS c~\..ii:tC o E.t-. .:::\::~::s:\:rc:. -L:,) 

envolvenGo o par i6n~co for~~60 pelo ã~ion t~olato 

da Cis-25 e o nficle o lrni~2z6l~cc prs~cna~o ~~ ~i~ -

159 . 

' ), 
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acilação 

PA!NJl. SOB ::?.E UM SUBST RATO Í.:STE~ (.~LI:!~ E 

COL . ,19 7 81. • 

'), 
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Conforme o mecanismo da fiqura 13 , além do en­

volvimento de t rês g rupos prototrópicos lo grupo 

tiol da cisteína-2S , o grupo imidazol da histidina-

159 e o grupo carboxila do ácido aspártico- 158) o ­

corre também a participação de uma molécula de á ­

qua adequadamente ordenada. 

Na etapa 'de acilação,o cátion imidazólico da 

Hís-159. está li~ado por pontes de hidrogênio à car 

bonila da asparagi na-175 e ao oxigênio de uma molé 

cula de água devidamente orientada . 

Estudos cristaloqráficos de DRENTH et al . (19 70) 

mostraram que a distância de 0 , 675 nm entre o nitrQ 

gênio N1 da His - 159 e o grupo carboxila do AS?- 158 

permite fácil acomodação desta molécula de áqua . 

DRENTH e col . (19 76) observaram a p resença de 

várias moléculas de áqua nas proximidades do q rupo 

-SH da Cis- 25. 

O papel de uma molécula de ánua adequadamente 

orientada é consistente com a natureza hidrolítica 

da atividade enzimática da papaína . 

ALLEN e col .no esquema proposto dr.J. ::=igura 13 

su~erem que a ligação hidrogênica entre Asn- 175 e 

His -159 tem a funç~~ de mante r o an~ l imidaz6lico 

na orientação correta,enquanto o sistema: 

Asp- 158 • .. Âgua •. . His- 159 licrado também por 

pontes de hidrosênio tem a funcão semelhante de p~ 

sicionar favoravelmente a mo1éculn de ácrua para 

sua participação no mecanismo da hidrólise . 

Os autores do esquema salientam a atuaç~o dos 

dois átomos de nitrogênio da His-159 e de sua orien 

taçâo na formação de pontes de hidrogênio em lados 

distintos do sistema . 

• )f 
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A figura 13 mostra a formação da acilenzima e 

a saída de urna molécula de álcool ao final da etapa 

de acilação. 

Na etapa se0uinte,a desacilação envolve a inte­

ração com nova molécula orienta da de áqua , formando -

se ácido carboxílico e r etornando o sítio ativo da P!! 

paÍna ao es tado inici al . 

A importante natureza prototrópica do processo 

e studada por DRENTH e col. (19.70 l e LEWIS e col. (19:76 I 

mostra que a histidina- 159 atua corno um ácido de 

Brõnsted na eta9a de acilação ,doando um próton para 

a molécula de água (diminuindo o pKa de 8 ,5 para 4,or . 
Na etapa sequinte porém , a desacilação mostra a Hís-

159 como urna base de Brõnsted,retirando um próton da 

aaua. 

Considerando a necessidade de pelo menos três 

srupos funcionais iônicos para a ação catalftíca da 

papaína ,a velocidade da reação enzimática dependerá 

do pH do sistema . Cada intervalo de pH implica em di~ 

tintas formas iônicas para os qrupos envolvidos no 

processo e determina diferentes camin~os alternativos 

pa ra a reação , cada um con a sun própria constante de 

velocicade . 

A etapa determinante da velocidade de reação da 

papaína em meios de diferentes pH poderá ser a aci1~ 

ção , a desacilação ou ambas,de?e~denào co arau de ío­

nizacão dos g rupos cons tituinte s do sÍtio ativo da 

enzima. 

-, 
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1.3.3 . 6 - A INIBIÇÃO DA PAPAÍNA 

A atuação das enzimas em vários processos metabóli­

cos normais e patológicos é objeto frequente de es tudo 

por pesquisadores de difer e nte s áreas da ciê ncia . 

A maioria dos estudos sobre a in i bição da papaína 

foi realizada com a preten s ão de puri ficar a protei 

na , decifr ar a est rutura da reg i ão do s ítio ativo e in­

ter pretar o mecanismo de ação da enzima. 

TANG e m 1974 identificou um in i bidor natural prese~ 

te no láte x do mamão papaya.Benzilg lucosino lato,abunda~ 

t e no látex,sofre uma h i dróli se durante a extração e o­

rigina benziliso tiocianato ,composto de natureza eletro­

fílic a que se comporta c omo um inibidor natural da pa­

paína . 

Pesquisa semelhante f oi feita por BASÍLIO e SIMOES 

(19 87) ,caracterizando vário s inativadores nat urais pr~ 

sentes no látex do fr uto da "Carica pa paya L". 

íons me tálicos como Cd 2+ , zn 2+, Fe 2+, Hg 2+ e Pb 2+ 

sao inibidores da papa ína, como re l atou SLUYTERMAN em 

1967 . 0s complexos inibidos podi am s er t otalmente reati 

vado s pela aç ã o de cisteína e EDTA . 

. ' 

38 



Em 1988,LEONARDI relatou um estudo da inibição 

de papaína por seis cátions metálicos divalentes e 

a obtenção dos parâmetros cinéticos e termodinâmi -

d . . 'b't- . O ~ Cd2+ b 2+ H 2+ cos o processo 1n1 1 or1o. s 1ons ,P q 

N. 2+ Pd2+ Z 2+ . ·:o· t't' t . 1 , e n 1n1 1am compe 1 1vamen e a enz1ma, 
' 

cuja atividade podia ser plenamente recuperada pela 

açao de vários aaentes quelantes como DTT,EDTA,BAL, 

EDA ,l-10 fenantrolina,mercaptoetanol e acetilaceto­

na. Essas inibições eram dependentes da força iôni­

ca do meio reacional e o arupo sulfidril da Cis-25 

era bloqueado pelos diversos metais . A complexação 

envolveu aproximadamente onze de cada íon metálico 
- ... ( - d 2+ para uma molecula de papa1na .com exceçao e Ha 

cuja razão estequiométrica metal:enzima foi de 9:1}. 

Os parâmetros termodinâmicos (bHo '< O e Aso') O) 

contribuíram favoravelmente para a espontaneidade do 

processo de inibicão. 

Não foi proposto até o momento um mecanismo ela 

ro e abranaente sobre a inibição da papaína por cá -

tions de metais pesados. 

Todos os reaaentes sulridrílicos atuam como ini 

bidores da papaína. 

FINKLE e SMITH(l~58) observaram a formacão de um 

comp lexo estável na reação de p-cloromercuribenzoato . 

Acido iodoacético ou iodoacetamida também rea~em 

com o arupo sulf;idril livre da papaína,causan(io nma i_E 

reversível i na t i v ação por esse me::.o (I<:'l:JI.KJ":EL et al.l96 5; 

SHAPIFA e AID10N, 196 9_)_. 

WHITAKER e PEREZ-VILLASENÔR em 196 8 in formaram 

que a reaçao da papaína com cloromctilcetonas de fe­

nilalanina e lisina tra zia total perda d~ atividade 

enzimática. Estes reaaentes asiam estequiométrica e 

especificamente sobre o qrupo -SH ativo da papaína e 
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nao sobre o qrupo imidazol do resíduo de histidina-159 

como faziam com a tripsina e a quiDotripsina. 

Diversas imidas cíclicas podem inativar a tiolpr~ 

teinase(KANAWAWA et alo 1 1970) ,tais como succinimidrt,h~ 

àantoína e aloxana 1 entre outras. 

Jl. inibição da ,papaína pode ser obtid a pela inter~ 

çao com alguns â iüons 1 c omo o íon cianato (SLUY'T'EP.MAN 1 

19.6 7Y e o íon sul fi to (FUJIMOTO e col. 1 19 83) o 

Vãrios aqentes inibidores de origem biOl6qi ca fo 

raro descobertos 1 cnmo por exemplo a cistatina S e a eis 

ta tina SN (ISUMUR,'\ et al. 1 1 9 84 e 19 86) extraída s da sa­

liva humana e a cistatina C {BJ~RP_'ST e col., 1984) , UJna 

p r otefna de pequena massa molecular encontrada em alta 

concentraç~o no flui~o cérebro-espinal e no s~men de 

alnuns animais , capaz de comportar-se cano um potente 

inativador da papaína . 

ISHIMITSU et al .investisaram o mecanismo de inibi ­

çâo ~a papaina por ãcido asc6rbico na presença de fons 

C 
2 + . d .. f. ~ . . 1 t d u , 1. enL.l _l.canoo como c::~.usa pr1.nc1.pa a rup _ura e po~ 

tes s-s na estrutura protêica (1978). 

Al auns deriva~os da quercitina encontrados em cer­

tos vegetais ,quando expostos ã luz,aqiarn comn inibido -

res da enzima (.II,Jl_Rl\SHI e col. ,1983) o 

A papaína ~ode so~rer inihi~Ões de diferentes ti -

pos,de?endendo do a gente inibidor . 

Em l9_54 , KD1!1tEL e SHITH descreveram a inativa~;:;_::> da 

t i olproteinase c om ãcido carbobenzoxil-L-glutâmico,con­

siderando-a como do tipo não-competitivo ou do tipo mi s 

to. 

Inúmeros inibidores a0em de forma competitiva 1 como 

por exemplo todos aqueles que contéM fenilalanina como 

segundo resÍduo a partir da extremidade C-terminal 1 con-
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forme relataram SCHECHTER e BERGER em 1968 . 

O esquema geral da inibiç ão de urna enzima (E) por 

um ín±~ídor (I~,na presença de um subs t r a to (S) pode ser 

rep rese ntado por: 

Ks k 2 
E + s ES E + p 

+ + 

I I 

KEI 
1 l JrRESI 

K' 
EI + s 

s ESI 

-As constantes indicadas sao : 

Ks = constante de di s s oci ação do complexo enzi ma- subs ­

trato (ESl . 

KEI = K. = constante de dissociacão do comp lexo enzima­
~ 

inibidor lEil . 

K ' = constante de dissociacão do complexo enzima- subs­s 
trato- iniõidor(ESi l . 

KEs r = cons tante de dissociaç ão do c omplexo enzima- subs­

t rat o-inibidorLESI ) . 

k 2 = constante de velocidade da reaç ao de formação dos 

produtos . 
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A decomposição do complexo ES oriqina os produtos 

e o complexo ESI é considerado inativo . 

Numa inibição competitiva a constante KESI = OG 

pois o complexo ES não interage com o inibidor I e 

nem o complexo EI combina-se com o substrato S. 
' 

O inibidor transforma efetivamente parte da enzi-

ma no complexo EI . Quando a concentração do substrato 

S é suficientemente aumentada,este efeito pode ser su­

perado ,razão pela qual o processo é denominado de "com 

petitivo" . O inibidor e o substrato competem pela liqa 

çao no mesmo sítio da enzima . 
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II - M A T E R I A L E M t: T O D O S 

2 . 1 -REAGENTES E EQUIPAMENTOS 

2.1.1 - REAGENTES 

Foram empregados os seguintes reativos: 

- Acetilacetona (Merck) 

- Ácido 5, 5' di ti.obl.s-2-ni trobenzóico (Reagente de E1lman) 

(Sigma) 

- Ácido eti1enodiaminotetrac ético (Merck) 

- Ácido tricloroacético (Sigma) 

- No: -benzoi l-L-arginina etiléster (Sigma) 

- 2,3 - dimercapto 1-propanol (Sigma) 

- DL-ditiotreitol (Sigma ) 

- 1,10-fenantrolina (Merck ) 

- 2-mercaptoetano1 (Sigma ) 

- Papaína recristalizada (Sigma) 

- Sephadex G- 25 (Pharmacia ) 

- Tetracetato de ródio (II) diaquo 

- Membrana de diálise "Visking tubes" (Sigma) 

O tetracetato de~ódio (II) diaquo foi , em parte,cedi­

do pelo Dr.Renato Najjar do Instituto de Química da Univer­

sidade de São Paulo e, em parte,adquirido de SARDI(S.Paulo). 

Todos os reagentes utilizados apresentavam grau de pu­

reza "pró-análise" (p.a.) e foram obtidos,principalmente , 

das firmas Sigma e Merck.Não foi realizada nenhuma purifica 

çao posterior. 

A água usada no preparo das soluções e também utilizada 

nas diálises foi bidestilada em aparelho de vidro pirex . 

. . 
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2 . 1.2 - EQUIPAMENTOS 

- Agitador magnétJco FANEM 

- Balança analítica SARTORIUS,precisão + 0,02 mg 

- Banhos termostáticos BIOMATIC,tipo l,para 45 tubos , 

precisão de ! 0,5 QC 

- Bomba peristáltica - LKB - Bromma 

- Coletor de frações FRACSIL- 100 - INCIBRÁS 

- Espectrofotômetro UV-visível DMS 80 - INTRALAB 

- Potenciógrafo METROHM - modelo E536 com um dosime­

tro METROHM - modelo E655,acoplados a um potenciõ­

metro METROHM - modelo 605 de precisão máxima de 

± 0 , 2 % . O conjunto funciona como potenciostato 

com leitura digital do volume utilizado e do pH 

do sistema. 

- Ultracentrifuga SORVALL RC-5B - DU PONT INSTRUMENTS 
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2 . 2 - M:t:TODOS 

2.2.1 - ATIVAÇÃO DA ENZIMA 

Previamente a qualquer experimento , uma solução 
' - 6 

aproximadamente 7 . 10 M de papaína foi ativada se-

gundo SHITH e PARKER Q158). utilizando-se EDTA em 

concentração 0,02 M e cisteína em concentração 0,05 

nolar (ou DTTl a fim de eliminar metais contaminan­

tes e manter o g rupo tiol eo sit io ativo da proteí­

na no estado reduzido,respectivamente . 

As s ubstâncias ativadoras e possíveis i~purezas 

fcram eliminadas d a solução de e n zima ativada 90r di 

álise extensiva contra á gua bidestilada a 5 9C por 

três hcras,trocando- se o meio àialisante àe dez en 

dez minutos . 

Após a diálise ,não foi possíve l detectar quimic~ 

ment~ a presença de EDTA segundo o método de OHLWEILER 

(1~74) nem de cisteína s esundo H/,WK e col. (1954) na so 

lução obtida . 

.. 
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2 . 2.2 - DETERMINAÇÃO DA ATIVIDADE ENZIMÁTICA 

A atividade esterásica d a papaína foi determinada 

segundo a técnica descrita por SMITH e PARKER em 1958 , 

empregando BAEE c~rno substrato. 

O ácido carboxílico produzido na hidrólise do és ­

ter foi titulado potenciostaticarnente com NaOH a pH=6 , 2 

sob agitação perrnanente,utilizando- se um acoplamento de 

potenciógrafo com dosírnetro digital e potenciôrnetro di ­

gital,conforrne descrito anteriormente. 

O processo fo i rea lizado num pequeno reator de vi ­

dro com volume de 10 rnl e paredes duplas por onde circu 

lou a água do termostato nas temperaturas escolhidas . 

Além dos reatantes,no interior des se recipiente e~ 

tavarn ajustados um eletrodo de vidro combinado com calo 

rnelano,urn terrnôrnetro , a ponta da rnicrobureta do dosírnetm 

d igital e um agitador magnético . 

Em urna determinação típica da atividade enzirnáti­

ca ,a massa de 50 rng de papaína foi pesada , dis s olvida em 

a té 25 rnl d e solução com água bidestilada e submetida à 

ativação com um volume de 25 ml de outra solução consti 

tuída de uma mistura de EDTA 0 , 02M e cis teína 0 , 05M por 

30 minuto s e na temperatura de 5 QC . 

O vo l ume total de 50 ml da solução resultante foi , 

a seguir , dialisado contra água bidesti lada , conforrne ci­

tado no item 2 . 2 .1. 

A concentração da solução protêica foi então de­

terminada (item 2.2.3) ,fornecendo um valor de aproxima 

damente 3 , 5.10- S M. 

Uma alíquota de 1 ml dessa solução de papaína foi 

pipetada para o reator termostatizado na temperatura de 

sejada , o qual já continha , previamente misturados , 0 , 5 ml 
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de solução 3 M de NaCl e 3 , 5 ml da solução de BAEE de 

concentração adequada e pH aproximadamente 6,2. 

Após a adição da solução de enzima , o pH do meio 

foi perfeitamente ajustado a 6,2 e cronometrado exata 

mente um minuto de reação. 

Foi,então,determinado o volume de solução padrão 

de NaOH (concentráção em torno de 0 , 01 N e livre de co2 ) 

necessário para neutralizar o ácido produzido e reesta­

belecer o pH novamente em 6 , 2 . A atividade da papaína 

foi obtida , dessa forma,em mililitros de NaOH por minu­

to . 

Na medida da atividade enzimática após inibição 

com tetracetato de ródio (II) (veja item 2 . 2.6} foi usa 

da uma variação no método,substituindo-se a solução de 

papaína e a solução de NaCl 3 M por 1,5 ml da mistura 

adequada de solução protêica e solução de inibidor em 

cloreto de sódio 3 molar . 

O volume total no reator para o início das medidas 
foi sempre de 5 ml em todos os casos , sendo a força iôni 

ca do meio mantida constante e igual a 0,3. 

A concentração de papaína utilizada em todos os ex 

perimentos foi de aproximadamente 0,16 mg . ml-1 ,corres­

pendendo a uma molaridade próxima de 7 , 0.10 - 6 M,conside 

rando-se o valor de 23 400 g. mo l-1 para a massa molar 

da proteína ,segundo GLAZER e SMITH (1971). 

As concentrações de substrato (BAEE) empregadas va 

riaram entre 0,01 e 0,08 molar . 
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2.2.3 - DOSAGEM DA PROTEÍNA 

A concentração de papaína foi determinada através 

da absorção de luz no comprimento de onda de 280 nm,ca­

racterística apresentada pelas proteínas em solução e 

devida à presença de resíduos de aminoácidos portadores 

de anel aromátic~ {tirosina,triptofãnio e fenilalanina) . 

Foi utilizado um coeficiente molar de extinção 

{ €2aol igual a 58 500 cm- 1.mol- 1 para a papaína,segun­

do MITCHEL e col. {1970) e TANG e TANG {1976). 

A concentração de papaína inativada com tetraceta 

to de ródio {II) nao pôde ser determinada por esse méto 

do,visto ocorrer superposição dos espectros de absorção 

da enzima e do inibidor nesse comprimento de onda e tam 

bém em vários outros , conforme mostram as Figuras 

Para a dosagem da proteína inibida foram tentados 

os conhecidos métodos de Coomassie Blue {SPECTOR,1978 ) , 

LOWRY e col. {1951) e Micro-Kjedahl {FOLIN e FARMER,l912). 

Os dois primeiros métodos não apresentaram resultados a­

dequados em vista da já mencionada superposição dos es -

pectros da papaína e do Rh2{0Ac)4,enquanto o terceiro mé 

todo possui precisão insuficiente para as condições das 

nossas experiências. 

Empregaram-se dois métodos indiretos {item 2.2.9) 

para contornar o problema e obter o resultado desejado, 

isto é,o número de moléculas do inibidor complexadas em 

cada molécula da enzima. 
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2 . 2.4 - DETERMINAÇÃO DOS GRUPOS SULFIDR1LICOS LIVRES 

A dosagem dos agrupamentos - SH livres presen 

tes na enzima ativada ou na enzima inativada por te­

tracetato de ródio (I I ) foi feita pelo método descri 

to por ELLMAN (1959) com o emprego do reagente DTNB. 

As amostras de papaína foram cromatografadas 

a fim de purificar a enzima e eliminar o excesso de 

inibidor. Foi utilizada uma coluna de Sephadex G- 25 

(15 x 1,5 em) em camara fria e água bidestilada como 

eluente,recolhendo- se frações de 3 ml em fluxo de 36 

mililitros por hora . 

2 . 2.5 -DETERMINAÇÃO DOS PARÂMETROS CIN~TICOS E TER­

MODINÂMICOS 

A c onstante de HENRI-MICHAELIS-MENTEN (Km) , a 

velocidade máxima (Vm) e a constante catalítica(kcat> 

da papaína foram determina das nas temperaturas de 15 , 

22,27,33,37 e 40 QC. -

Empregou-se a via gráfica proposta pelos méto 

dos de LINEWEAVER- BURK (1934), HANES e EADIE- HOFSTEE , 

segundo PRICE e DWEK (1979) ,para obter esses parame­

tros cinéticos. 

Pelos mesmos métodos gráficos citados , determi 

nou- se a constante de inibição (Ki) do processo· para 

cada temperatura selecionada , o que permitiu a obten­

ção dos demais parâmetros termodinâmicos ( .ó.HQ 1
, ~SQ 1 

e bGQ 1
) ,conforme será mostrado nos itens 3.2 e 3.3 . 
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2.2.6 - INIBIÇÃO DA PAPA!NA COM TETRACETATO DE R0DIO(II) 

A inati vação da tiolendopeptidas.e foi realizada por 

incubação com difer~ntes concentrações de Rh2 (o2CMe)4 

variando de 4,0 . 10- b M até 3,0 . 10- 3 M (item 2.2.7) nas 

temperaturas de 15,22 , 27,33 , 37 e 40 9C e por intervalos 

de tempo desde dez minutos até duas horas. 

As soluções de tetracetato de ródio (li) foram pre 

paradas com solução aquosa de NaCl 3 M,ajustando- se a 

força iônica para 0,3 em todos os experimentos,apesarde 

se ter constatado que não há influência da força iô­

nica do meio reacional sobre o p rocesso inibitório(item 

3. 4) • 

Numa e xper1encia típica de inibição enzimática nu­

ma temperatur a escolhida (l59C p .ex.}preparou-se uma so 
- - 6 luçao ~40.10 M de papaína ativada e dialisada(item 

2.2 . 1) e várias soluções de tetracetato de ródio(II) em 
- -4 -4 -4 NaCl 3 M de concentraçoes 1,0.10 M, 2,0.10 M, 3,0.10 M 

- 4 - 3 -3 - 3 6,0.10 M, 1 ,0.10 M, 1,5.10 Me 3,0.10 M. 

I nicialmente mediu-se a atividade da enzima pura 

(100 % de atividade) com BAEE 0,06 Ma l59C (item 2.2.2). 

A seguir,incubaram-se 6 ml da solução de papaína com 

3 ml de solução de Rh~(.02CMe)4 l,O.l0-4M,retirando-se 

alíquotas de 1 ,5 ml da mistura após tempos de 10,30,60, 

90 e 120 minu tos e medindo- se a atividade da enzima com 

BAEE 0 , 06 Ma l59C e a cada intervalo de tempo. 

O processo foi repetido para todas as concentrações 

de tetracetato de ródio lii} preparadas. 

Após traçar os gráficos da atividade enzimática peE 

centual para cada concentração de inibidor e m função do 

tempo de incubação,escolheram- se,para prosseguir as exp~ 

riências , aquelas concentrações de Rh2 (o2CMe) 4 que forne ­

ceram patamares razoavelmente constantes de atividade ao 
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longo do tempo,a fim de evitar variações durante as medi 

das na etapa posterior. 

Posteriormente,prepararam-se soluções de BAEE de con 

centrações 0,04M, 0,05M, 0,06M, 0,07M e 0,08M e mediu-se 

a atividade da papaína pura para cada concentração de subs 

trato a 159C. 

Na sequência,incubou~e- em cinco tubos de ensaio,al­

ternadamente,por 50 minutos(tempo no qual situavam-se os 

patamares de atividade} e a 159C o volume de 1,4 ml de so 

lução de papaína com 0,7 ml da solução de tetracetato de 

ródio (IIl escolhida em cada tubo. 

Mediu- se,depois , a atividade enzimática de 1,5 ml da 

mistura incubada do primeiro tubo com 3,5 ml de BAEE 0,04 

molar e assim sucessivamente com os demais tubos e solu­

ções do substrato preparadas,sempre na temperatura sele­

cionada. 

Todas as etapas mencionadas foram repetidas para as 

demais concentrações escolhidas de inibidor. 

Os dados obtidos foram utilizados na determinação 

do tipo de inibição e dos parâmetros cinéticos e termo­

dinâmicos envolvidos no processo inibitório da papaina 

(item 2.2.5 } . 
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2.2.7- DOSAGEM DO TETRACETATO DE R0DIO (II) 

A concentração do inibidor foi determinada por 

absorbância da luz nos comprimentos de onda de 446 e 

585 nm. Utilizou-se um coeficiente molar de extinção 

de 9 4 ( E-4 46 > e ,234 ( E585 ) cm-1 .mol-l respectivame~ 
te,segundo MOSZNER et al. (1976). 

O espectro eletrônico UV-Vis de uma solução a­

quosa de t e trac etato de ród io {II) é f ornecido na Figu­

r a 

2 . 2 . 8 - INVESTIGAÇAO DA INFLUENCIA DA FORÇA IONICA 

Me diu- se a i n f luênci a da fo r ç a i ô ni c a do meio 

rea cion al sobre a inib ição da papaín a com t etraceta 

to de ródio (II ) em três temperatur as e dife r entes 

concentrações do ini bidor . Diferentes forças iônicas 

foram obtidas variando a concentração de NaCl empre­

gada no preparo das soluçõe s de m1 2 (02CMe)4 • 

Em cada caso , de terminou-se a ativi dade da enzi ­

ma apos inibição c om adequada concentração de ini bi ­

do r, nurna temperatura s elecionada e nos i ntervalos de 

t e mpo de incubação já citados(item 2. 2 . 6) . 

Util i zou-se sempre urna solução 0,0 6 M de BAEE 

nas medi das. 

Foram mantidos constantes todos os fatores em ca 

da experimento,exceto a força iÔnica do meio,que va -

riou de 0,1 até 0,4. 

52 



2.2.9 - DETERMINAÇÂO DA ESTEQUIOMETRIA DA INIBIÇÂO 

2.2.9.1 -Método de SCATCHARD 

Uma enzima,entendida como macromolécu la,é um sistema 

complexo , com muitos grupos ligantes ao longo de suas ca­

deias polipeptícas , os quais constituem sítios de interação 

com peque nas moléculas ou íons. 

Muitas vezes,a fixação de t a is espécies sobre a enzi 

ma e um p rocesso reversível,caracterizado por um estado de 

equilíbrio regido pe la correspondente cons tante de di sso -

c i a ção , K. . 
1 
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Muitos a utore s t em estudado , já de l onga data e e m c~ 

ta ext ensão ,es s e tipo de interação , estabelecendo equaçoe s 

carac terísticas e métodos gráficos que levam s eu nome .Citam­

se,a esse re s peito , a s e quaçõe s ou os gráfico s ("plots")de 

ADAIR(l 925 ) ,KLOTZ e co l . (1946) , COLOWICK e WOMACK(l 969 ) , HILL 

(1 910) e SCATCHARD(19 49) , como o s mais conhe~idos. 

A fixação de um d etermina do inib idor sobre uma e nz i ma 

po de ser quanti tativamente carac terizada por qualquer um 

dos métodos anteriorme nte mencionados,sendo,porém, o de 

SCATCHARD o mais signi f icativo e fért i l em conclusões . 

Um dado i nibidor pode ligar- se a um único s ítio d a mo­

lécu l a de enzima ou a vários . O primeiro caso é facilme nte 

ident ificáYe l através ~ um gráfico de Scatchard ou de Hill. 

A segunda possibilidad e permite dist inguir t rê s situaçõe s , a 

saber: 

1 ) Os pontos d e fixa ção atuam de modo c ompletamente i ndepen­

den t e uns dos outros,se ndo,por tanto,os s ítios equivalente s 

e ntre si, quanto à afinidade pelo l igante . 

2) Num grande núme ro de casos importantes,a ligação é do ti­

po cooperativo,isto é,a ocupação de um sítio tem influên­

cia favorável sobre a inte nsidade da ligação aos outros lo -

cais,facilitando a entrada dos demais ligantes. 

3 ) Há casos , conhecidos como do tipo não- cooperativos ou nega 

tivame~te cooperativo , em que a fixação de um grupo ligan­

te sobre a molécula da enzima torna menos espontânea a entra 

da dos subsequentes . ~ 



No método gráfico de Scatchard,reconhecido pela maio­

ria dos autores como o que melhor diagnóstico permite obter 

(METZLER,1977) , o tratamento matemático é bastante simples , 

conforme se verá a seguir. 

Suponha ,em primeira instância que a enzima reaja com 

o inibidor segundo a equaçao : 

E + I 
K· ~ 

EI 
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onde E repre s enta a enzima; I ,o inibidor ; EI ,o complexo 

e nzima- inibidor e Ki,a constante de dissociação de EI,também 

conhecida con J constante de inibição. 

A constante Ki é expressa por: 

Ki =([E] . [I])/[EI] (1) 

onde [E] é a concentração d e enzima livre no estado de equi­

librio ; [I] e [EI] são as concentrações de inibidor e do com 

plexo enzima- inibidor no equil ibr io . 

Define-se o parâmetro r ,chamado de " fraç ão de satura­

çao dos sities da e P zima",no estado de equilibrio , pela equ~ 

çao : 

concentração de I ligado a E 
r = -----------------------------------

isto e 

concentração total de E sob 
todas as forma s no sistema 

r = [EI ]/([E) + [EI]) (2) 

A partir da equaçao (1) , obtém-se : 

[EI] = ( [E) . [I) ) /Ki (3) 

Combinando a equaçao ( 2) com a equaçao (3): 

( [E) .[I ) ) /Ki 
r = ---------------------- ( 4) 

[E)+ ( [E).[I) )/Ki 
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donde: r = [E] I (Ki + [E]) ( 5) 

A relação (5) pode sofrer rearranjo para dar duas equa­

çoes muito empregadas no estudo da interação de pequenos li­

gantes com macromoléculas,sendo,a última delas conhecida como 

equação de Scatchard : 

1 I r = 1, + K i I [I J ( 6) 

e ri[E] = 1/Ki ( 7) 

Conforme a maioria dos autores(METZLER,1977) , a equaçao 

(7) deve ser p referida à (6) para um estudo gráfico por pe~ 

mitir urna distribuição mais uniforme dos pontos experimentais . 

Por outro lado , se a molécula de enzima contiver ma is do 

que um local de ligação para o inibidor,por exemplo,n 8Ítios, 

é necessário modificar as equações simples obtidas anter ior­

mente . Neste caso ,em vez de considerar a concentração t o tal 

de enzima [E0 ] como indicando a concentração de sítios,deve­

se empregar o termo n[E0 ] para representar a concentração to 

tal de loçais disponíveis de ligação . 

Após algumas transformações matemáticas,chega- se a 

r= n - rKi/[I] (8) 

ou , alternat i vamente: 

1/r = Ki/n . 1/ [I) + 1/n (9) 

Colocando num gráfico r versus r/[ I] ,obter-se-á 

uma linha reta de inclinação Ki e de intersecção com os 

eixos vertical e horizontal,de n e n/Ki ,respec tivamente , 

se houver mais de um sítio de ligação por macromolécula . 

Este tipo de gráfico também é conhecido como "plot" de 
Scatchard. 
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No caso de haver multiplicidade de sítios,um estudo 

gráfico de Hill permite,na maioria dos casos,distinguir 

entre independência de atuação , cooperatividade e nao­

cooperatividade . 

No presente caso em estudo,iniciamos pela aplicação 

da alternativa mais simples,isto é,supondo uma estequiome 

tria Enz ima- Inibidor de 1:1 ,deixando as outras possibili 

dades para uma segunda etapa. 

Ne stas condições ,e de acordo com o anteriormente ex­

posto,foram empregadas as equações (6) e (7) para caracte 

rizar a interação papaína- tetrace tato de ródio(II) por 

meio de um estudo gráfico . 

Nas experiências real izadas ,era conhecida a concentra 

çao total de papaína (Ítem 2 .2.3) ,a concentração tota l do 

inibidor ,tetracetato de ródio (II) (Ítem 2 .2. 7)e a constan 

te de inibição , Ki , obtida independentemente (Ítem 2.2 . 5) . 

Através da atividade percentua l da enzima, determinada 

no equilíbrio(patamares das curvas de at ividade versus tem 

pode incubação) foi obtida a concentração da enzima livre 

ne ste equi líbrio , para cada concentração de in ibidor e nas 

temperaturas selecionadas.Com esse dado , calculou- se a con­

centração do complexo e nzima-inib idor e , finalmente , a con­

centração do tetraceta to de ródio (II) no estado de equili 

brio . 

As dema is alternativas gráficas nao foram utilizadas, 

tendo e m vi sta os re s ultados obt idos,que serao d i scut idos 

no setor correspondente (í tem 3.5 . 1). 
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2.2.9 . 2- DETERMINAÇÂO DA ESTEQUIOMETRIA ENZIMA-INIBIDOR 

POR VIA ANALÍTICA 

No segundo método para determinar a relação este­

qui.ométrica enzima- inibidor,empregou-se a técnica de 

precipitação protêicct com o ácido tricloroacético (TCA) 

e posterior determinação espectrofotométrica da concen 

tração de tetracetato de ródio (I!) remanescente no lí 

quido após centrifugação do precipitado sólido. 

Foram misturados,até completa inativação,volumes 

iguais de papaína 4,07 • 10-S Me tetracetato de ródio 
-3 (II) 2,65 • 10 M. 

Adicionaram-se 4 ml de TCA 1 M a 1 ml da mistura 

preparada,precipitando o complexo protêico durante 3 

ho~as de incubação. 

O sistema foi então centrifugado a 8000 RP!v! por 

10 minutos,coletando-se o sobrenadante. 

A concentração de Rh2(02CMe} 4 no líquido obtido 

foi determinada medindo- se a absorbância a 585 nm (item 

2 .2. 7L 

Por diferença e considerando as diluições ocorri­

das chegou-se ã conce~tração de inibidor consumida na 

complexação c om a concentração conhecida de papaína . 

O ácido tricloroacético não absor ve no comprimen­

to de onda de 585 n m. 
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2.2.10 - REATIVAÇÃO DA PAPAÍNA 

Umn. suluçãu de papaína,totalmente inativaàa com 

tetracetato de ródio (II) ,Íoi incubada com diversos 

agentes quelan~es , a saber: EDTA , BAL , D~T , mercaptoetanol, 

acetilacetona e 1 , 10- fenantrolina a fim de verificar 

a reversibilidade do processo de inibição. 

Os expe rimentos foram todos realizados a 379C e a 

solução de papaína 6.lo-6M foi·inativada com Rh 2 (02CMe) 4 
. - - 3 

de concentraçao 1.10 M. 

As concentr ações e mpregadas de cada reativador , 

i g uais ou superiores a l.l0- 3M foram incubadas 

c om a s c : ução inativada por tempos de 15 , 30,60,90 e 

120 minut os,após os quais , mediu- se a atividade da enzi 

ma com BAEE 0,06 M. 

Foi determinada a atividade da papaína pura,lOO% 

ativada,nas mesmas condições das experiências de rea­

tivação para cada concentração de quelante,com o pro­

pósito de verificar possíveis alterações provocadas 

pelo novo meio reacional. 
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III - R & S U L T A D O S 

3.1 - DETERMINAÇÃO DOS PARÂMETROS CIN~TICOS 

3.1 . 1 - Curva de Substrato 

A açao catalítica da papaína obedece à cinética 

de Henri- Michaelis- Menten de saturação hiperbólica em 

cada uma das temperaturas estudadas (Figura 14) . 

Foram traçadas também as curvas obtidas após a 

inativação com tetracetato de ródio (II) , observando- se 

semelhante tipo de comportamento,conforme mostram as fi­

guras 15,16 ,17,1 8 ,19 e 20 . 
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FIGURA 14-VARIAÇÃO DA ATIVIDADE DA PAPAÍNA COM A CONCEN­

TRAÇÃO DE BAEE EM DIFERENTES TEMPERATURAS. 

As curvas correspondentes às temperaturas de 33 e 37 QC 

apresentam val~res muito próximos e situados entre os 

obtidos para 27 e 40 QC e são apresentados nas figuras 

18 e 19. ~ 
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CENTRAÇÕES DE INIBIDOR; pH=6,2 ; I = 0 , 3 (NaCl ) . 
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FIGURA 16 - VARIAÇÃO DA ATIVIDADE DA PAPAÍNA COM A CON­

CENTRAÇÃO DE BAEE A 22 QC EM PRESENÇA DE 

DIVERSAS CONCENTRAÇ0ES DE INI BIDOR ; pH=6,2; 

I=O , 3 (NaCl) . 
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FIGURA 18 - VARI AÇÃO DA ATIVIDADE DA PAPAÍNA COM A CON­

CENTRAÇÃO DE BAEE A 33 QC EM PRESENÇA DE 
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FIGURA 19 - VARIAÇÃO DA ATIVIDADE DA PAPAÍNA COM A CON­

CENTRAÇÃO DE BAEE A 37 QC EM PRESENÇA DE 

DIVERSAS CONCENTRAÇ0ES DE INIBIDOR; pH=6,2 ; 

I=0,3 (NaCl) . 
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DA ATIVIDADE DA PAPA1NA COM A 

CENTRAÇÃO DE BAEE A 40 QC EM PRESENÇA 

CON 

DE 

DIVERSAS CONCENTRAÇ0ES DE INIBIDOR ; pH=6,2 

I=0 ,3 (NaCl) . 
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3 . 1.2. - DETERMINAÇÂO DE Krn , Vrnáx . E kcat . 

Os valores obtidos para a constante de Henri- Micha 

elis- Menten (Km) , para a velocidade máxima (Vm) e para a con~ 

tante catalí tica (kcat> do processo são mostradas na Tab . 5 . 

As determinações foram feitas pelos métodos gráfico s de LINE 

WEAVER- BURK (Fig . 21,'22 , 23 , 24 , 25 e 26),EADIE- HOFSTEE (Fig . 27, 

28,29 , 30 , 31 e 32 ) e HANES (Fig .33 , 34 , 35 , 36 , 37 e 38)nas ternpe 

raturas estudada s. 

A c onstante catalítica de prime ira ordem (kcat > da 

reaçao fo : calculada,a cada ternperatura ,através da expres 

sao : 

kcat. = Vrnáx . I [ Eo] 

Nessa expressão, Vmáx . é a veloc idade máxima do pr~ 

cesso e [Eo] é a concentração inicial da enzima . 

Pelos mesmos métodos citados e expressando os re­

sultados nos mesmos gráficos , determino u-se o tipo de i n i 

bição da papaína por tetracetato de ródio (II ) e o valor 

da constante de inibição (Ki) , conforme o item 3 . 2 . 

Os resultados gráficos dos três métodos aplicados 

indicaram um processo de in ~bição classificado corno COM 

PETITIVO , no qual o inibidor e o substrato ligam-se no 

mesmo sítio da enzima. 

Constatou- se que o caráter competitivo da inibi ­

çao mantém-se nas seis temperaturas estudadas . 

' 
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Tenlp. 

159C 

22 9'C 

279C 

339C 

,... 379C 

409C 

Constante de Michae1is -Km (NJ Velocidade Mixima-Vmix (meq . m1 - 1 .min- Constante Cata1Ítica - kcat (min- 1) 

!Lineweaver Eadie- Lineweaver Eadie- Line,•eaver Eadie-
Burk Hofstee Hancs Média Burk Hofstee Hancs t>-lédia Burk IHnfc:f"PP Hanes Média 

1,60.10 -2 1,66.10 - 2 1,70 .10 -2 1,65.10 - , 
5,09 . 10 - 4 4,89 . 10 - ~ 4,73 .10 

- I ... ~ 4,90.10 79,55 76 '41 73,91 76 '6·2 

2,08.10 -2 2,50.10 - 2 2 , 20 .10 - 2 - 2 2,26 . 10 - 4 5,78 . 10 - 4 6, 14.10 - 4 5,59 .10 - 4 5,84 . 10 77,58 82,42 75,03 78 '34 

2,22.10 -2 2,50.10 - 2 2 ,5 0 . 10 - 2 - 2 2,41.10 7,12 . 10 
- l - 4 7,60.10 -4 7,75.10 7,49 . 10 - ~ 111,95 U8,95 121,83 117,57 

2 '70. 10 -2 2,50 .10 -2 2,60 . 10 -2 2, pO.lõ2 6,46.10 -~ -4 5,96 . 10 5 ,78.10 -4 6,07.10 
_, 

86,71 80 , 00 77,58 81 43 

3,45.10 - 2 3,80.10 - 2 3,45 .1 0 -2 -2 3,56.10 6,85 . 10 - ~ -4 6,76 . 10 6 ,98 . 10 -4 6 , 86.10 
_, 

137,00 135,30 139,57 137,29 

3,85.10 -2 3,80.10 - 2 3,70.10 - 2 - 2 3,7 8 . 10 1,09.10 - 3 19 -4 's 7.10 -3 -1,09 .10 ll,04 . 10 175,24 153,86 176 28 158 46 

TABELA 5 - PARÂMETROS CIN~TICOS DA PAP~ÍNA EM DIFERENTES TEMPERATURAS. 
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FIGURA 21 - Mf:TODO GRÁFICO DE LINEWEAVER-BURI< A 15 QC pH=6 ,2 I =O, 3 (NaCl). 

Observação: Velocidade e xpressa em unidades arbitrárias (ml de NaOH O,OlN . min-1). 
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FIGURA 22 - MtTODO GRÁFICO DE LINEWEAVER- BURK A 22 QC ; pH=6 ,2 ; I=0, 3 (NaCl) . 

Observação : Velocidade expressa em unidades arbi t rárias (rnl de NaOH O, OlN . min-1). 
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FIGURA 23 - MtTODO GRÁFICO DE LINEWEAVER-BURK A 27 QC ; pH=6 ,2 ; I=0,3 (NaCl). 

Observação: Velocidade expressa em unidade s arbitrárias (ml de NaOH O,OlN. min-1). 
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FIGURA 24 - M~TODO GRÁFICO DE LINEWEAVER- BURK A 33 QC ; pH=6 , 2 ; I=0 , 3 (NaCl ). 

Observação : Velocidade expressa em unidades arbitrárias(ml NaOH O, OlN . min-1) . 
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FIGURA 25 - M~TODO GRÁFICO DE L2~EWEAVER-BURK A 37 QC ; 

pH = 6,2 ; I = 0 , 3 (NaCl). 

Observação: Velocidade expressa em unidades a rbitrárias 

(ml de NaOH O,OlN . min- 1). 
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FIGURA 26 - MtTODO GRÁFICO DE LINEWEAVER- BURK A 40 QC ; 

pH = 6 ,2 ; I = 0,3 (NaCl) . 

Observação : Velocidade expressa em unidades a rbitrárias 

(ml de NaOH O,OlN . min-1) . 
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FIGURA 27 - MtTODO GRÁFICO DE EADIE- HOFSTEE A 15 QC i 

pH = 6,2 i I = 0,3 (NaCl) . 

Observação: Velocidade expressa em unidade s arbitrá­

rias (ml NaOH 0,01N . min- 1). 
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FIGURA 28 - M~TODO GRÁFICO DE EADI E- HOFSTEE A 22 QC i 

pH = 6 , 2 i I = 0 , 3 (NaCl ) . 

Obs e r vação: Ve locidade e xpress a e m un i dades arbitrá­

rias (ml de NaOH O, OlN . mi n- 1 ). 
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FI GURA 29 - M~TODO GRÁFICO DE EADIE- HOFSTEE A 27 QC i pH=6 ,2 i !=0 , 3 (NaCl ) . 

Observação : Velocidade e xpre ssa em unidades arbitrárias (ml NaOH O, OlN . min-1). 
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FIGURA 30 - M~TODO GRÁFICO DE EADIE- HOFSTEE A 33 QC ; 

pH = 6, 2 ; I = O, 3 (NaCl) . 

Observação: Velocidade expressa em unidades arbitrá­

rias (ml de NaOH O, OlN . min-1). 
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FIGURA 31 - Mf:'I'ODO GRÂFICO DE EADIE- HOFSTEE A 37 QC 

pH = 6,2 ; I= 0 ,3 (NaCl) . 

Observação: Velocidade expressa em unidades arbitrá­

rias (ml de NaOH O, OlN . min- 1) . 
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FIGURA 32 - MtTODO GRÁFICO DE EADIE-HOFSTEE A 40 QC ; pH=6 ,2 ; I=0 , 3 (NaCl). 

Observação: Velocidade expressa em unidades arbitrárias (ml NaOH O,OlN . min-1). 
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FIGURA 33 - MtTODO GRAFICO DE HANES A 15 QC ; pH = 6 , 2 ; I = 0,3 (NaCl ). 

Observação : Velocidade expressa em unidades arbitrárias (ml NaOH O,OlN . min-1). 
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FIGURA 34 - MtTODO GRÁFICO DE HANES A 22 QC ; pH = 6,2 ; I = 0 , 3 (NaCl). 
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Observação : Velocidade expressa em unidades arbitrárias (ml de NaOH O, OlN . min- 1 ). 
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FIGURA 35 - M~TODO GRÁFICO DE HANES A 27 QC 

I= 0,3 (NaCl) . 

82 

5 6 7 8 

[BAEE)·102 M 

pH = 6,2 i 

Observação : Velocidade expressa em unidade s arbitrárias 

(ml de NaOH O, OlN . min- 1) . 
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FIGURA 36 - M~TODO GRÁF ICO DE HANES l\ 33 QC i pH = 6 , 2 i I = 0 , 3 (NaCl) . 

Observação : Velocidade expre ssa em unidades arbi t rárias (ml NaOH O,OlN • min-1). 
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FIGURA 37 - MÉTODO GRÁFICO DE HANES A 37 QC ; pH=6 , 2 ; I=0,3 (NaCl). 

Observação : Velocidade expressa e1n unidades arbitrár ias(ml NaOH O, OlN . min-1 ). 
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FIGURA 38 - MÉTODO GRÂ.FICO DE BANES A 40 QC ; pH = 6 , 2 ; I = 0 ,3 (NaCl) . 

Observação:Velocidade expressa e m unidades arbitrárias (ml NaOH O,OlN . rnin-1) . 
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3 .1. 3 - DETERMINAÇÃO DAS CONSTANTES DE VELOC IDADE E DA 

ENERGIA DE ATIVAÇÃO DO PROCESSO DE I NIBIÇÃO 

A intensidade da inibição da papaína por tetrace­

tato de ródio (II ) depende do tempo de incubação da 

enzima com o inibidor,da concentração do Rh2(0Ac ) 4 e 

da temperatura (Figuras 39 , 40,41,42 , 43 e 44). 

O processo inibitório é lento,sendo necessário , 

conforme a concentração de inibidor e a temperatura , 

um período de até três horas para que o sistema alcan­

ce o estado de equilíbrio,situação ilustrada nos gráfi 

cos das f1guras 39 a 44 já mencionadas . 

0 8,0· 1Õ4 M 

S 1,5· 1Õ4 M 
t::. 7,0 ·1Õ5 M 

• 1.,5·10-5 M 

X 1,5·10-sM 

~ papaína 

86 

30 60 90 120 

tempo(min) 

FIGURA 39- INATIVAÇÃO DA PAPAÍNA POR DIFERENTES CONCEN­

TRAÇÕES DE Rh2 (0Ac)4 A 15 QC; pH=6 , 2; I=0,3 . 
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0 1,0 · 1õ'- M 

El 6,0 · 10-L. M 

A 1,5 ·10-3 M 

• 3,0· 1õ3 M 

tempo(min} 

FIGURA 40 - INATIVAÇÃD DA PAPAÍNA POR DIFERENTES CONCEN­

TRAÇ0ES DE Rh2 (0Ac)4 A 22 QC ; pH=6,2; I =0,3 

Observação: Con fo rme se mostra no gráfico,a concentração 

l,O.lo-4 M de Rh2(0Ac)4 não causou inibição 

na papaina nos tempos estudados,sobrepondo-se ao contro­

le feito com a enzima pura durante a experiência . 
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FIGU RA 41 - INATIVAÇÂO DA PAPAÍNA POR DIFERENTES CONCEN­

TRAÇ0ES DE Rh2(0Ac)4 A 27 QC; pH~6 ,2; 1=0,3 . 
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FIGURA 42 - I NATIVAÇÂO DA PAPA1NA POR DIFERENTES CONCEN­

TRAÇ0ES DE Rh 2(0Ac)4 A 33 9C ; pH=6,2; I=0,3. 
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FIGURA 43 - INATIVAÇÃO DA PAPA1NA POR DIFERENTES CONCEN­

TRAÇ0ES DE Rh2(0Ac)4 A 37 QC; pH=6 , 2 ; I = 0 , 3 . 
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FIGURA 44 - INATIVAÇÃO DA PAPAÍNA POR DIFERENTES CONCEN­

TRAÇQES DE Rh2(0Ac)4 A 40 QC ; pH=6 ,2; 1=0 , 3 . 
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O estudo cinético da inibição da papaína por tetra­

cetato de ródio (I I) indica uma provável reação de pseu­

do - prime ira ordem em relação à concentração de enzima , 

quando na presença de um e xcesso aproximadamente cem ve­

zes maior de inibidor. 

Nessas condiçÕes,as constantes de velocidade da rea 

çao de inativação , a cada temperatura , podem ser de termina 

das pela expressao 

k = (1/t)ln CEo/ CE 

92 

onde k = constante de velocida de da r eaçao de inibição . 

t = tempo de r eação . 

CEo = concentração i r~ ic ia l de papaína . 

CE = conce ntração de papai na apo s um tempo " t" 

de reaçao . 

Atrav é s da ativida de percentual da papaína ,medida e m 

diver s o s t empos de reação (figura s de nQ 39 a 44) podemos 

obter a concentraç ão de enzima a inda at i va (CE ) na quele 

ponto . 

Os va l ores das constan t e s de veloc idade da reaçao de 

inibição nas vária s temperatur as estudadas são forne c idos 

na Ta be l a 6 , junto com- os respectivos per í odo s de meié - vida . 

TEMPERATURA CONSTANTE DE VELOCIDADE MEIA- VIDA (min ) 

k ( mi n - 1) Tl ; 2=(ln2 ) /k 

15 9C 0 , 033 6 ± 0 , 0044 20 ,63 ±2 , 71 

22 9C 0,0359 ± 0,0050 19 ,31 ±2,65 

27 9C 0,0362 ± 0,0061 19 ,1 5 ±2,55 

33 9C 0,0366 ± 0 , 0038 18 ,9 4±2,78 

37 QC ( 0 , 0425 ) (16,31) 

40 QC (0,0555 ) (12,4 9 ) 

TABELA 6 - CONSTANTES DE VELOCIDADE DA REAÇÃO DE INIBIÇÃO 

DA PAPAÍNA POR Rh2 (0Ac)4 EM VÂRIAS TEMPERATURAS. 
), 



Nas temperaturas de 37 QC e 40 QC,as concentrações 

de tetrace tato de ródio (II ) utilizadas não correspon­

dem a um excesso cem vezes superior à concentração enzi 

mática.Nesses casos , conforme se verá a seguir , a reaçao 

nao s e comporta como de pseudo- prime i ra ordem. 

Quantitativamente,a constante de velocidade (k)de 

uma reação está relacionada com a energia de ativação 

(Ea) do processo e com a temperatura absoluta (T) do 

sistema pe l a conhec i da equação de Arrhenius : 

k = A . e - Ea / RT 

ou na forma logaritmada : 

l n k = - Ea/ RT + ln A 

onde "A" e a constan te denominada " fator de frequênc ia". 

A relação gráfica entre l n k e 1/T é linear e 

per mite a de t e r minação da ene rgia de a t i vação da reação, 

confo rme demonstrado pela Figura 45. 

-3,6 

- 3,4 

L~·~--~----~------~--------~-=_0,-84~4--~ - r :0,919 

32 33 34 35 

FIGURA 45 - DETERMINAÇÃO DA ENERGIA DE ATIVAÇÃO DA REA­

ÇÃO DE INIBIÇÃO DA PAPA1NA POR Rh2 (0Ac)4 . 
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Nas temperaturas de 37 QC e 40 QC ocorrem grandes 

desvios da linearidade,pois,conforme já foi mencionado, 

a concentração de inibidor empregada não corresponde ao 

excesso necessário para considerar uma pseudo-primeira 

ordem de reação.Estes pontos não foram representados na 

figura nQ 45. 

A energia de ativação determinada pelo gráfico da 

fi gura nº 45 tem o valor abaixo citado: 

Ea = + 823 , 4 cal 

94 



3 . 2 - DETERMINAÇÃO DAS CONSTANTES DE INIBIÇÃO 

As constantes ,de inibição (Ki} da papaína inativa 

da por tetracetato de ródio (II) foram determinadas , nas 

várias temperaturas e mpregadas , utilizando-se os métodos 

já citaf JS de LINEWEAVER-BURK 1 EADIE- HOFSTEE e HANES o 

Considerando que os resultados dos três métodos 

apon taram para uma inibição competitiva ,foi possível de 

terminar os valores das constantes de inibição , a cada 

temperatura,pela expressão: 

Kmcap) = Km ( 1 +[r] I Ki ) 

onde : Kru(apl corresponde ao aumento aparente da constan­

te de Henri-Michaelis-Mentem originado pela 

inibição. 

[I ] é a concentração de Rh2 (02CMel4 (H20) 2 . 

Os valores encont~ados s ao fornecidos na tabela 7 o 

. ., 
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CONSTANTE DE 

TEMPERATURA INIBIÇÃO(Ki) X 1o-5 

15 QC 6,54 ± 0 ,1 6 

22 QC 8 , 90 ± 1,48 

27 QC 10 ,20 ± 2 , 40 

33 QC 11 ,90 ± 3,00 

37 QC 13 , 60 ± 3 ,10 

40 ºC 2,16 ± 0,31 

TABELA 7 - CONSTANTES DE INIBIÇÃO DA PAPAÍNA 

COM Rh2(0Ac)4 EM DIFERENTES TEMPE 

RATURAS . 

96 



97 

3.3- DETERMINAÇÃO DOS PARÂMETROS TERMODINÂMICOS ÃGO', 

.6-HO' E t.so• 

Através das constantes de inibição(item 3.2)forarn 

determinados os val:ores médios da entalpia ( AHO') , da 

entropia (t:~so') e da energia livre ( .D.Go'} do proces­

so de inativação da papaína por tetracetato de ródio(II). 

Utilizou-se a conhecida equação de VAN'T HOFF,adap­

tada às características da inibiçâo: 

ln 1/ Ki = - (~Ho' I R T) + àS O' /R (1) 

O g rau de ini bição (ln 1/Ki) apresentou boa corre­

lação linear com o inverso da temperatura absoluta,con­

forme mostrado no g r áfico da figura 46 exceto na tempe­

ratura de 40 QC. 
Os parâmetros termodinâmi cos AG9' e 6S9' envolvidos 

na inativação fo r am determinados a partir das equaçoes 

fundamentais : 

(2) 

A constante de inibição (Ki) que aparece nas equaçoes 

1 e 2,vale lernbrar,corresponde ao inverso da constante de 

equilíbrio da reação,pois o processo tratou da complexação 

do tetracetato de ródio (II) com as bases de Lewis da pa­

paína. 

Os resultados encontrados são mostrados na tabela 8 • 

.. , 
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3,1 3,2 3,3 3,4 

FIGURA 46 - DETERMI NAÇÃO DOS PARÂMETROS TERMODINÂMICOS 

DA INI BIÇÃO DA PAPA1NA POR Rh2(0Ac)4 . 

O gráfico ind i ca uma variação de entalpia média 

cujo valor é citado abaixo : 

.6Hº ' (média ) = - 5 , 69 kcal 
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TEMPERATURA 6 GQ ' (kcal) ,6SQ ' (cal.K- 1) 

15 QC - 5 , 51 - 0,60 

22 QC - 5,47 - 0 , 74 

27 QC - 5 , 48 - 0,69 

33 QC - 5,49 - 0 , 63 

37 QC - 5 , 48 - 0 , 65 

40 QC - 6,68 + 3 , 18 
, 

TABELA 8 - PARÂMETROS TERMODINÂMICOS DA INIBIÇÃO DA PAPA! 

NA POR TETRACETATO DE R6DIO (II). 

3.4 - INFLU~NCIA DA FORÇA IÔNICA DO MEIO REACIONAL 

A atividade da papaína inibida por Rh2(0Ac)4(H20 )2 

nao sofreu nenhuma variação quando medida em meios rea­

cionais com forças iônicas variando de 0 , 1 a 0,4. 

3.5 - DETERMINAÇÃO DA RELAÇÃO ENTRE O NÚMERO DE MOLÉCULAS 

DE Rh2(0Ac)4 E O NÚMERO DE MOLÉCULAS DE PAPAÍNA 

3.5.1 -MÉTODO GRÁFICO 

Através do método gráfico de Scatchard (item 2. 2. 9) 

foi estabe lecida uma relação estequiométrica do tipo 1:1, 

isto é ,cada molécula protêica foi inibida por uma molécula 

de tetracetato de ródio (II) nas temperaturas de 15, 27 e 

37 QC. As Tabelas 9, 10 e 11 apresentam os dados uti lizados 

na construção dos gráfi~os correspondentes às Figuras 47 , 

48,49,50,51 e 52 . 

3.5.2 - PRECIPITAÇÃO COM ÂCIDO TRICLOROACÉTICO 

Foi obtida uma relação entre o número de moléculas 

de papaína e o numero de moléculas de Rh2(0Ac)4 variando 

de 1 : 1,1 a 1 : 1' 3. A precisão do método e a adsorção 

do inibidor livre sobre o precipitado formado justificam a 

variação dos resultados encontrados . Verificou-se também 

que o TCA provoca uma alteração de aproximadamente 10% na 

absorbãncia do tetracetato de ródio (II) , provavelrnente por 

substituição de grupos acetatos , tal corno ocorre com CF3C02H 

(BEAR e co~ ., l971 ) . 
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~ -6 -5 
[papalnaltotal = 5 , 32 . 10 M ( K .) = 6 , 54 . 10 

]. 

[Rh2 (0Ac) 4 J total 1,5 .10-5 M 4,5.10-5 M 7,o.1o-s M 1 , s. 1 o-4. M 8 ,0. 10-4 M 

Ativ . pap . equil . I 58 18 % 50 ,0 % 29 ,4 % 11,8 % 5,9 % 

r 0,164 0,393 0,50 3 0 , 689 0,924 

1/r 6 ,1 09 2 , 5 46 1,988 1,451 1,082 

[Rh 2 (0Ac) 4 1eq 1 , 28 . 10-SN 4,23 .1 0-SM 6,62 . 10-SM 1,4S . lo- 4M 7 , 95 .1o- 4M 

1/[Rh2(0Ac)41eq 78125 , 0M-1 23618,3M-1 15105,7M-1 6881,9M-1 1257 ,9M-1 

r/[Rh2(0Ac)4leq 12812,5M-1 9290 ,8M-l 7598, 2M-1 4751 ,7M-l 1162 ,3M- l 
---------

TABELA 9- DADOS PARA A DETERMINAÇÃO DA RELAÇÃO ENTRE O NQ DE MOL~CULAS DE Rh2(0Ac)4 

E O NQ DE MOL~CULAS DE PAPA1NA A 15 QC. 

Observação : " r " =parâmet r o de finido como " fração de saturação dos sítios da enzima". 
f-' 
o 
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[papaínaltotal = 6 , 36 . 1o-6 M I < Ki > = 1,02 . 10-4 

[Rh2(0Ac)4ltotal 1,0 . 1o-4 M 8 , 0 . 10-5 M 5 , 0 . 10-5 M 3,0 . 10- 5 M 1,0.10-5 M 

Ativ . pap . equil . 62,0 % 63,6 % 77 , 3 % 81,0 % 86 , 4 % 

r 0,489 0,432 0 , 323 0 , 220 0 , 082 

1/r 2,045 2,315 3 , 099 4 ,541 12,159 

[Rh2 (0Ac)4J eq 9 , 76.1o-5M 7 , 77.10- 5M 4,86 . 1o-5M 2 , 88 . 10- ?M 9 , 14 . 1o-6M 

l/[Rh2(0Ac ) 4Jeq 10245 , 9M- 1 l2872 , 5M-1 20593 ,1M-1 34732,4M-l 109468 ,6M-1 

r/[Rh2 (0Ac)4l eq 5 0 1 0,2M-l 5559,8M-l 6646 , 1M-1 7638 , 8M-1 8971,5M- l 

-

TABELA 10 - DADOS PARA A DETE~~INAÇÃO DA RELAÇÃO ENTRE O NÚMERO DE MOLÉCULAS DE Rh2(0Ac)4 

E O NÚMERO DE MOLÉCULAS DE PAPAÍNA A 27 QC . 

Observação : " r " =parâmetro definido como a " fração de saturação do s sítios da enzima ". 
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[papainaltotal=5,0.10-6 M ( 5 , 47 . 10-6 M para [ I l total=2 e 3 . 1o- 5M) I <Ki> = 1,36 . 1o-4 

[Rh2)0Ac)4l total 2,0. lo-5 M 3 , o.1o-5 M 4 , 0.10-5 M 5,0.10-5 M 7,0. 10- 5 M 

Ativ.pap.equi1 . 82 , 1 % 76,0 % 73,7 % 65,4 % 61,5 % 

r 0,1 22 0,174 0,2 2 1 0,262 0,333 

l/r 8 ,1 58 5 ,7 38 4,514 3,816 2,997 

[Rh2(0Ac)41eq 1, 90 . 1o-5M 2,87.lo-5M 3 , 87 . 1o-5M 4, 83 .lo-,5M 6,81.10-5M 

l/[Rh2(0Ac)4l eq 52573 ', 8M- l 3 485 8,9M-l 25839 , 8M-l 20716,8M-l 14689,7M-l 

r/[Rh2(0Ac)4Jeq 6421 , 0M-l 6062 , 7M-l 5710 , 6M-1 5424,4M-1 4889,8M-l 
-----·-·--- -

TABELA 1 1 - DADOS PARA A DETERMINAÇÃO DA RELAÇÃO ENTRE O NÚMERO DE MOLÉCULAS DE Rh2(0Ac)4 

E O NÚMERO DE MOLÉCULAS DE PAPAÍNA A 37 QC. 

Observação:"r" =parâmetro de finido como a " fração de saturação dos sities da enzima". 
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o 
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10 20 30 40 50 60 70 80 

FIGURA 4 7 - DETERMINAÇÃO DA RELAÇÃO ENTRE O NÚMERO DE MOL~­

CULAS DE Rh2(0Ac)4 E O NÚMERO DE MOL~CULAS DE 

PAPA!NA A 15 oc (MtTODO DE SCATCHARD) . 

Observação:" r " =fração de saturação dos sítios da papaína. 
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FIGURA 4 8 - DETERMINAÇÃO GRJ\FICA DA RELAÇÃO ENTRE O NOME 

RODE MOL~CULAS DE Rh2(0Ac)4 E O NÚMERO DE 

MOL~CULAS DE PAPA!NA A 15 oc (M:t:TODO DE SCATCHARD ). 

Observação: " r " = fração de saturação dos sítios da papai 
na. 
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FIGURA 4 9 - DETERMINAÇÃO GR.~FICA DA RELAÇÃO ENTRE O NOME RO 

DE MOL~CULAS DE Rh 2 (0Ac) 4 E O NÚMERO DE MOL~CU 

LAS DE PAPA!NA A 27 oc (MtTODO DE SCATCHARD) . 

Observação : " r " = fração de saturação dos sities da papaina . 
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FIGURA 50 - DETERMINAÇÃO GRÂFICA DA RELAÇÃO ENTRE O NÚME­

RO DE MOL~CULAS DE Rh2(0Ac) 4 E O NÚMERO DE 

MOL~CUL~ DE PAPA! NA A 27 oc (M~TODO DE 

SCATCHARD) . 

Observaçã o :" r '' = fração de saturação do s sitias da papaina . 
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FIGURA 51 - DETERMI NAÇÃO GRÁFICA DA RELAÇÃO ENTRE O 

NÚMERO DE MOLÉCULAS DE Rh2(0Ac)4 E O 

NÚMERO DE MOLÉCULAS DE PAPAÍNA A 37 QC 

(MÉTODO DE SCATCHARD). 
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Observação :"r" = fração de saturação dos sítios da papaína . 
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FIGURA 52 - DETERMINAÇÃO DA RELAÇÃO ENTRE O NQ DE MOLÉCULAS DE 

Rh2(0Ac)4 E O NQ DE MOLÉCULAS DE PAPAÍNA A 37 QC 

(MÉTODO DE SCATCHARD ) . 

Observação : ,. r ,. = fração de saturação dos sítios da papa ína. ..... 
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3.6 - DETERMINAÇÃO DOS GRUPOS -SH DA PAPA!NA INATIVADA 

As medidas feitas pelo método de Ellman indicaram 

a ausência completa de grupos sulfidrila na papaína ina 

tivada por tetracetato de ródio (II) . 

As figuras 53 e 54 mostram os resultados da croma­

tografia efetuada para selecionar as amostras de papaína 

inibida isentas do excesso de Rh2C02CMe)4 não-complexado. 

Foram feitas duas experiências prévias de eluição 

em cromatografia,respectivamente com papaína pura e com 

tetracetato de ródio (II) a fim de determinar as absor­

bâncias das amostras e compará-las com àquelas da solu­

ção de papaína inibida com Rh2(0Ac)4 . 
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FIGURA 53 - ABSORBÂNCIAS DO TETRACETATO DE RÓDIO (II), 

DA PAPAÍNA E DA PAPAÍNA INIBIDA COM Rh2(0Ac)4 

ELU!DOS COM ÁGUA BIDESTILADA DE UMA COLUNA DE SEPHADEX 

G- 25 FINE (15 X 1,5 em) A 280 nm . 
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FIGURA 54 - ABSO?.Bfu~CIA.S A 5 85 nm DO TETRACET!>.TO DE R6rnn 

(I I) 1 DA l?A?P.I~A E DA PAPP.!NA INIB :'.DA COM P.h2 C02CMe) 4 

ELUÍDOS COM ÂGUA BIDESTILADA DE UMA COLUNA DE SEPHADEX 

G-25 FINE (1 5 X 1,5 em) . 
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3.7 - REATIVAÇÕES DA PAPA!NA INIBIDA COM Rh2(02CMe)4 

Constatou- se que somente alguns complexantes eram ca­

pazes de restituir parte da atividade enzimática a 379Cp 

num máximo de 50%,aproximadamente,do seu valor original e 

no intervalo de tempo de 30 - 60 minutos de incubação,decai~ 

do posteriormente. 

Os resultados obtidos sao mostrados na tabela 12 e nos 

gráficos das figuras 55, 56 e 57 • 

Observou- se também que nenhum dos reativadores altera­

va a atividade da papaína pura a 379C. 

REA TI \" 1\ DOR RESULTADOS 

I:DTA 
Não ocorreu r e ativação com nenhuna concentração 
empregada em qualquer tempo de i n cubação. 

BAL(2,3 d i me r- Reativação 
, 

maxima de 56,7% con -concentraçao 5,0.10 

capto lpropa nol) molar 
, 

apos incubação de 30 minutos. 

DTT(1,4dime r- Reativa ção 
, 

maxima de 50, 0% com concen traçao 5 ,0.10 

capto2,3-buta- molar 
, 

apos incubação de 30 minutos. 
n o d iol) 

Orto-f'ena n tro- r~ão ocorreu_ r e ativação com n e nh u r.l & c oncentração 

lina emp regada e n qu&lquer tempo de incubaçao. 

- 2 

- 2 

Reativação 
, -2 

t·~ercaptoe t a nol 
maxima de so, o~:, COf.l concentraçao 5,0.1 0 

, 
incubação r.1olar apos de 30 minutos. 

Acetilacetona Hão ocorreu reativação com nenhuma concentração 

empregada em qualquer ter.lpo de incubação . 

TABELA 12 - REATIVAÇ0ES DA PAPAÍNA INATIVADA COM Rh2 (0Ac)4 A 

37 QC COM DIFERENTES AGENTES QUELANTES. 
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IV - D I S C U S S Â O 

O presente estudo ciné tico e termodinâmico d a inibi ­

çao d a enzima pro teolítica pa paína pelo tetracetato de ro­

dio (I I) diaquo teve como objetivo o esclarecimento da in­

teração "in vitro" deste complexo com uma enzima tiólica . 

Con forme mencionado na i ntroduç ã o desse traba lho, a 

ativ idade anti tumoral e c a r c inostática do Rh2(0Ac )4(H20)2 

es t á associada ao processo de inativaçâo de enzima s sulfi 

drílicas existe ntes no metabolismo celular , através de um 

mecanismo que ainda permanece po uco c onhe cido . 

O a dequado conhe cimento da e strutura e das propr ie ­

dades da papaína,urna e nzima contendo o grupo sulfidri la 

na região do sítio a tivo , ofereceu urna alternativa , inexplo 

rada na li t e ratura a té o rnornento , par a urna inves tigação mo 

delar do processo i n i bitório causado pelo tetra cetato de 

r ódio (II) . 

4.1 - PARÂMETROS CINÉTICOS DA PAPAÍNA 

Os v a lor es obt i dos para os parâmetros c i néticos Krn , 

Vrnáx e kc at (Ta be la 5) relativos ao subs trato BAEE 

apresentam boa concordânci a com o s va l ores da l i terarura 

(SMITH e PARKER , l958 ; WHITAKER e BENDER ,l965). Pequenas 

diferenças podem ser justificadas pelas condições do meio 

reacional : pH , naturez a- do tarnpão , ternperatura e força iõ­

n ica . 

A obtenção desses valore s fo i f eita pela média dos 

r esultado s dos três métodos gráfi c os empregado s : HANES, 

LINEWEAVER- BURK e EADIE- HOFSTEE ,adrnitindo ig~al confiab i 

lidade a cada um. 

# 

·,. 
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4.2 - CARACTE~1STICAS DA INIBIÇÃO 

A inibição da papaína por tetracetato de ródio (!!)po­

de ser classificada corno um processo cornpetitivo,de acordo 

com os resultados gráficos dos três métodos utilizados e mo~ 

trados nas figuras de nQ 21 a 38. Esse caráter competitivo 

mantém- se nas seis temperaturas estudadas. 

A energia de ativação da reação da papaína com o cornpl~ 

xo Rh2(0Ac)4(H20)2 . foi determinada em condições onde há urna 

cinética de pseudo- primeira ordem e apresenta um valor rela­

tivamente baixo,correspondendo,essencialrnente,à energia ne­

cessária para a ruptura das ligações axiais entre as duas mo 

léculas de água e o centro interrnetálico Rh- Rh. 

O período de meia-vida da inativação,deterrninado para 

as condições citadas anteriorrnente,aproxirna- se de vinte rnin~ 

tos,ternpo just i ficado pelas características estereoquírnicas 

da inibição,que serão discutidas ma is adiante. 

Através dos resultados experimentais obtidos em nosso 

trabalho,consubstanciados com os dados da literatura,reuni­

rnos várias evidências que permitem considerar a inativação 

da papaína pelo tetracetato de ródio (II) como um processo 

de fixação de urna finica molécula do complexo na região do 

sítio ativo da enzirna,especificarnente ligada ao átomo de en 

xofre desprotonado do grupo sulfidrila da Cis-25 e ao átomo 

de nitrogênio-N1 do grupo imidazol da His-15 9 (Figura 58). 

Estas evidências sãQ enumeradas a seguir 

1) A inibição competitiva corresponde a urna situação na 

qual o inibidor e o substrato ligam-se no mesmo síüo da 

enzima . Conforme mencionado no item 1.3.3.3,o sítio ativo 

da papaína contém o grupo - SH livre do resíduo de Cis-25 

a uma distância de 0,34 nm do átomo de nitrogênio- N1 do 

grupo irnidazol do resíduo de His- 159 (Figura 10- b) . 

Esses grupos citados,segundo ALLEN e col. (1978), estão 

essencialmente envolvidos no mecanismo de ação da papaína 

sobre um substrato éster como o BAEE,conforrne é mostrado 

na figura 13 . . Assirn,os mesmos referidos grupos devem 

também participar do mecanismo de inibição da proteína pe . -
lo tetracetato de ródio (II) . 

• '>1 
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WN 5 -Rh-Rh-~ 
N 

FIGURA 58 - PROVÂVEL SITUAÇÃO PARA A COMPLEXAÇÃO DO 

TETRACETATO DE RÓDIO (II) NO SÍTIO ATI ­

VO DA PAPAÍNA ,SEGUNDO ESTE TRABALHO . 
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2) Após a co~pleta inibição da enzima com o tetracetato de 

ródio (II) não resta nenhum grupo - SH livre (item 3.6) , 

indicando o envolvimento da sulfidrila no processo inibitó 

rio. 

3) A reativação parcial da papaina inativada com o comple­

xo Rh2(0Ac)4 foi possivel somente com agentes quelantes 

sulfidrilicos (item 3.7) ,demonstrando a grande afinidade 

do tetracetato de r6dio (II) pelo grupo -SH. 

4) A inativação enzimática ocorre na proporçao de uma mo-

lécula do complexo R~2(0Ac)4 para cada molécula de pa­

paina (item 3.5) ,fato que pode ser explicado,entre outros 

aspectos,pelas dimensões da região envolvida do sitio ati 

vo da enzima (0,34 pm,conforme a figura 10-b)e pelas di­

mensões do carboxilato de ródio (0 ,238 nm,conforme a Ta-

bela 2 ) ,considerando,no Último caso,a distância Rh-Rh e 

admitindo ligação através das posições axiais. 

5) Segundo APPLETON e col. (1973) , considerando o sistema 

Rh2(0Ac)4, a presença de um ligante axial do tipo H20 

(fraco 6-doador e fraco ~-receptor} origina uma fraca li 

gaçao com o centro intermetálico e permite,neste caso , 

uma ligação Rh-Rh curta e muito forte. 

A substituição da agua por grupos ligantes axiais poE 

tadores de átomos de enxofre (como o - SH da Cis-25)ou ni 

trogênio (como o N1 do _grupo imidazol da Hi s-159) enfra­

quece a ligação metal-metal,enquanto,ao contrário,inten 

sifica a ligação metal-ligante ,conforme se pode interpre 

tar a partir dos trabalhos de APPLETON e col. (1973) e de 

MOSZNER e col. (1984). Tais dados justificam a especifici 

dade do complexo pela região do sitio ativo da papaina. 

6) HOWARD et al. (1977)relataram a açao antitumoral e car 

cinostática dos carboxilatos de ródio (II) e interpre 

taram o efeito através de um mecanismo de inibição da 

sintese de DNA e de proteinas nas células do tumor. Gru­

pos contendo átomos de nitrogênio e grupos sulfidrilicos 

existentep nos substratos orgânicos seriam possiveis si­

tios ligantes. 
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RAINEM e col. (1975) relataram a coordenação dos carbo­

xila tos de ródio (II) ao nitrogênio do s i stema S'monofos­

fa to d e adenos i na. 

BEAR e DAS (19 76) est udaram adutos de Rh2(0Ac)4 com 

imidazol e histidi na,enqua nto AOKI e YAMAZAKI (1980) in­

vestiga ram as e struturas dos a dutos do t e trace t a to de r ó 

dio (II ) com t e ofi lina e c afe ína , todos indica ndo lig açÕ6 

com átomos de nitrogênio . 

PNEUMATIKAKIS e PSAROULIS (1980) relat aram intera çÕe s 

do c omp lexo Rh2(0Ac )4 com tioét e r - a minoácidos efe tuadas 

a t ravés de uma ligação axial c om o e nxofre . Re l ataram , 

t ambém,uma c oordena ção a xial b identeada no te t rac etato 

de ródio (II) através dos átomos de enxofre e nitrogênio 

desses ligantes . 

7 ) O proc esso de inibição , a cada temper atur a,depende do 

tempo de incubação d a papaína com o tetracetato de 

r ó dio (I I) e também da concentração do inibidor item 

3 . 1 . 2 ) , sugerindo dificuldades estéricas no processo de 

f i xação do complexo no s íti o ativo da enzima .Essas difi 

cu ldades são compatí vei s com a s conside raçõ es anterio­

r e s : uma ún i ca molécula de inibidor , volumosa , devidame~ 

te o r ientada e competindo por uma especifica região do 

s ít i o at i vo da proteína. 

4. 3 - PARÂMETROS TERMODINÂMI COS 

O tetrace tato d e ród io (II) comporta - s e como um 

i n ibido r c ompe titi vo, n ão se a ltera ndo este c aráte r em t o 

do o i n tervalo de t e mperat ura investiga do . 

O grá fico da Figura 46 não considerou os dados ob­

tidos na t e mperatura de 40 QC ,cuj as coordenadas afastam-
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se da linearidade encontrada para as outras temperaturas . 

Interpretamos tal desvio como decorrência de alterações 

na estrutura protêica capazes de modificar o processo de 

inibição nessa temperatura relativamente alta. 

LINEWEAVER e SCHWIMMER (1941) observaram uma rápida 

e irreversível inativação da papaína acima de 40 QC e 

pH menor do que 4 , 0. No pre sente caso,mesmo mantendo-se 

o pH em torno de 6,0 , não está excluída a possibilidade 

de modificações na posição de alguns resíduos de amino­

ácidos. Este fato,embora não acarretando desnaturação 

da proteína,pode afetar a sua reatividade a 40 QC. 

Obtiveram- se valores negativos para todos os parame 

tros termodinâmicos ,o que leva a concluir que a ene rgia 

livre de inativação ( bG9 ') , isto é,a espontaneidade do 

processo resulta unicamente da elevada contribuição en­

tálpica ( AHQ ' = -5,69 kcal) . 

A entalpia dessa reação pode ser considerada c omo a 

soma algébrica das seguintes parcelas 

1) A retirada do próton do grupo sulfidrila previamente 

a ligação do inibidor ao sítio ativo é um processo 

endotérmico ( AHy ' > O) • 

2) A saída das moléculas de águ a unidas axialmente ao 

centro Rh-Rh anteriormente à fixação do tetracetato 

sobre o enxofre da Cis-25 e sobre o nitrogênio da His-

159 é também um processo endotérmLco ( AH~' > O) . 

3) Por fim, a complexação d·o sistema inte r metálico com o 

átomo de enxofre do grupo sulfidrila e com o átomo 

de nitrogênio-Nl do grupo imidazol na região do sitio 

ativo da papaína é altamente exotérmica ( ~Hj'< O). 

O resultado do balanço energético fornece um bH9' 

bastante negativo. 

Por outro lado,a contribuição entrópica é negati­

va,o que pode ser interpretado pelos seguintes fatos : 

1) O inibidor nao tem carga elétrica líquida e,além di~ 

so,sua molécula apresenta uma hidrofobicidade super­

ficial,o sue garante sua não-solvatação no meio sol ven­

te. 
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2) O processo de fixação do tetracetato de ródio (II)so-

bre a enzima reduz a entropia translacional do siste­

ma em três graus de liberdade,o que ainda é posteriormen 

te acentuado pela diminuição dos movimentos de fluxonali 

dade dos resíduos de aminoácidos da papaína próximos ao 

sítio ativo em função da entrada do inibidor no sulco qre 

o contém. 

3) Um pequeno aumen~o de entropia é provocado pela pass~ 

gem ao meio solvente do próton destacado do grupo -SH 

da cisteína-25. Este acréscimo,entretanto,não chega a ter 

valor apreciável , porquanto a formação do íon hidrônio re 

sulta em posterior organização da água em sua vizinhança. 

4) Ocorre também um pequeno aumento de entropia por modi 

ficação no a r ranjo das moléculas de água ao redor do 

complexo Rh2(0Ac)4 previamente a sua ligação à enzima . Em 

solução aquosa ,a molécula hidrofóbica do complexo está 

envolvida por camada s de moléculas de á gua,organi zadas de 

forma seme l hante ao gelo . A fixação d o tetracetato no s~ 

tio ativo da papaina desorganiza esse arran jo. 

Resumindo,o balanço entrópico resulta em um 

negativo ,representando um fator desfavorável à espontan~ 

dade da reação de inativação enzimática , a qual é garanti 

da pela elevada contribuição entálpica . 

4.4 - INFLUtNCIA DA FORÇA IONICA 

A inibição da papaina por cátions divalentes(LEO­

NARDI , l988) está relacionada com a força iônica do meio 

reacional . Estes cátions,por serem espécies carregadas 

eletricamente , têm sua ação inibitória bastante atenuada 

com o aumento da força iônica,por efeito da diminuição 

dos respectivos coeficientes de atividade. 

Como a molécula do tetracetato de ródio (II ) nao 

tem carga elétrica líquida e é superficialmente hidrofó 

bica,meios com diferentes forças iônicas (variando de 

0 , 1 até 0,4) não causaram alterações no processo de ini 

bição da papaína,conforme o esperado . 

. , 
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4 . 5 - REATIVAÇ0ES 

A reativação da enzima,tendo sido obti da exclusi 

vamente com agentes quelantes tiólicos,consiste numa 

importante evidência experimental da especificidade do 

tetracetato de ródio (II) pelo grupo - SH , justificando 

nossas interpre tações anteriores a respeito do proces ­

so de fixação desse complexo na papaína . 

A necessidade de um tempo relativamente longo(30 

a 60 minutos)para a incubação e de uma concentração re 

!ativamente alta de complexante são fatores coerentes 

com uma reaçao que apresenta dificuldades em vista da 

estereoquímica da inibição e da estabilidade da lig~ 

ção inibidor-enzima. 

O máximo valor de 50% de reativação encontrado po 

de ser correlacionado com uma possível alteração na es 

trutura do sítio ativo da papaína verificada após a re 

tirada do Rh2(0Ac )4 pelo complexante sulfidrílico. Es ­

sa modificação estrutural irreversível provocada pela 

saída do tetracetato de ródio (II) acentua- se com o 

tempo,como demonstra -a diminuição da atividade enzimá ­

tica depois de atingir seu valor máximo . 
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V - C O N C L U S Â O 

A inibição da enzima tiólica papaína(E.C.3.4.22.2) 

pelo complexo tetracetato de ródio (II) diaquo foi est~ 

dada sob o ponto de vista cinético e terrnodinârnico,per­

rnitindo a obtenção das seguintes conclusões : 

1) A inibição é do tipo competitivo no intervalo de tem 

peratura de 15, QC a 40QC,conforrne demonstram os rnéto 

dos de Lineweaver-Burk,Eadie-Hofstee e Hanes. 

2) O processo de inativação está correlacionado com a 

temperatura do sisterna,corn a concentração do tetrace 

tato de ródio (II) diaquo e com o tempo de reaçao, 

sendo independente da força iõnica do meio r e acional . 

3) Somente urna molécula do complexo Rh2(0Ac)4 , devidamen 
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te orientada , fixa-se no sítio ativo da papaína,liga~ 

do- se axialmente ao átomo de enxofre desprotonado do 

grupo sulfidrila da Cis - 25 de um lado e,no outro la­

do,ao átomo de nitrogênio-Nl do grupo irnidazol da His-

159 ,provavelmente e em substituição das duas molécu­

las de água.Não há grupos - SH livres na enzima inativa. 

4) A atividade da papaína apos completa inibição com o 

tetracetato de r ódio (II) e recuperável parcialmente , 

num máximo de 50%,somente pela açao de cornplexantes 

sulfidrílicos e apos tempos de reaçao compreendidos 

entre 30 e 60 minutos. Essa atividade diminui com o 

ternpo,sugerindo p r ováveis alterações na estrutura do 

sítio ativo da enzima após a retirada do Rh2(0Ac)4 . 

5) A espontaneidade ( 6GQ 1 < O} da reação de cornplexação 

do tetracetato de ródio (II) diaquo com a papaína e~ 

tá baseada no fator entálpico ( 6HQ 1 < 0) do processo 

de inter ação do complexo com os ligantes do sítio 

ativo da enzima e a subsequente formação de ligações 

mais estáveis,pois a contribuição entrópica,conside­

rando a sorna das várias etapas envolvidas,é desfavo­

rável ( .6 SQ 1 < O) • 



VI - SUGEST0ES PARA NOVOS TRABALHOS 

O estudo da inibição da papaína com o complexo 

tetracetato de ródio (II) diaquo poderia ser amplia 

do através de análises espectroscópicas adequadas , 

como,por exemplo,a espectroscopia Raman,inacessível 

durante a realização desta pesquisa . 

Seria possível,dessa forma,obte r pormenores re 

lativos ao processo de fixação da molécula do com­

plexo Rh2 (0Ac)4 (H20 )2 na região do sitio ativo da 

enzima. 

Uma investigação cinética e termodinâmica seme 

lhante para a interação da papaina com outros carbo 

xilatos de ródio (II) (como,por exemplo :formiato , prQ 

pionato,butanoato,etc.) permitiria um estudo compa­

rativo com o nosso trabalho , capaz de contribuir pa­

ra o fortalecimento e /ou maior esclarecimento de 

algumas de nossas conclusões . 
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A c 

BAEE 

BAL 

DMF 

DMSO 

DTNB 

DTT 

E.C. 

EDTA 

RSE 

I 

VIII - A B R E V I A T U R A S 

= acetila, CH3CO-

= Na- benzoil- L-arginina- etil - éster 

= 2,3 - dimercapto 1-propanol 

= dimetilformamida 

= dimetilssulfóxido 

= ác ido 5, 5 '-ditio bis,2 - nitrobenzóico 

= DL- ditiotreitol 

= Enzyme Catalogue 

= ácido etilenodiaminotetracético 

= re ssonância de s pin- e létron 

== fo r ça iônica 
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I ] 50 = concentração de inibidor capaz de inativar 50% 

de enzima . 

kcat == constante catalitica 

Ki = constante de inibição 

Km = constante de Henri- Michaelis-Menten 

M = molaridade 

Me = metila 

NHE t2 = dietilamina 

RMN = ressonância magnética nuclear 

PPh3 = trifenilfosfina 

py = piridina 

SCF-Xd- Sw = self-consistent field,Xd , scattered wave 

TCA == ácido tricloroacético 

THT = tetraidrotiofeno 

Vm = velocidade máxima 




