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R E S U M O

Foi feita a investigacdo da inibicdo da enzima tio-
lica papaina com tetracetato de rodio (II) diaquo em seis
diferentes temperaturas,objetivando determinar os parame-

tros cinéticos e termodinamicos do processo inibitodrio.

A inibicdo verificou-se competitiva em todos os ca-
sos estudados,sendo.o processo de inativacao correlacio-
nado com a temperatura do sistema,com o tempo de reacgao

e com a concentracao do inibidor.

A atividade da papaina mostrou-se parcialmente (no
maximo 50%) recuperavel e somente pela acao de agentes
quelantes contendo o grupo sulfidrila(p.ex.DTT,BAL,mer-
captoetanol).

Foi constatado que ndo ha influéncia significativa
da forca idnica do meio reacional sobre o processo de i-
nativacao enzimatica.

Observou-se a inexisténcia de grupos sulfidrilicos
livres apds a completa inibi¢do da papaina.

Foi demonstrado que cada molécula de enzima & ini-
bida pela fixacd@o de uma molécula do complexo tetraceta
to de rodio (II) diaquo.

Constatou-se,em cada temperatura,uma concentracao
relativamente alta de inibidor ([I]50=1.10~4M) capaz de

inativar 50% de papaina apos uma hora de reacao.

Verificou-se que a espontaneidade da reacao de com
plexacao (AGQlé 0) esta baseada no fator entélpico(AHgk 0)
do processo de interacgao do ha(Osze)4(H20)2 com o si-
tio ativo da enzima,pois a contribuicdo entropica & des-
favoravel (asgk 0).

XI
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ABSTRACT

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% ).

There was no significant influence of ionic strength

on the reaction of enzymatic inactivation.

After complete inhibition,papain had no detectable
free sulfhydryl groups.

Each enzyme molecule was inactived by binding one
Rhj (OAc) 4 (H20) 2 molecule.

A high inhibitor concentration was required to
inactivate 50% of papain ([Ilgg = 1,0.1074 M ).

The inhibition was a spontaneous process ( AG2'< 0)
mainly because its enthalpy was negative ( AH2'< 0)sin-

ce the entropy of the reaction was negative too(AS2'{0).
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I - INTRODUCADO

1.1 - OBJETIVOS

Os carboxilatos de rodio (II) apresentam acdao anti-
tumoral e carcinostatica associada a inibicdo de enzimas
tidlicas do metabolismo celular,conforme HOWARD, SPRING e
BEAR (1976).

Procurando ampliar este estudo,escolheu-se investi-
gar a acao do tetracetato de rodio (II) diaquo sobre a pa
paina,uma enzima tidlica de origem vegetal cuja estrutura
e modo de atuacdo sdo bem conhecidos,o que a torna ideal

para ser usada como modelo desses processos inibitorios.

Objetivou-se determinar o tipo de inibicao (competi
tiva,ndo-competitiva,acompetitiva ou mista) em diferentes
temperaturas,bem como obter os varios parametros cinéti-
cos (K , Vpn e keat ) e termodinamicos (Kj , AHQ', ASQ' e

A G2' ) envolvidos na reacao de inativacao enzimatica.

Buscou-se encontrar a proporcdo estequiométrica en-
tre o numero de moléculas de inibidor e de enzima , assim
como informacdes sobre o processo de fixacdo do tetraceta

to de :06dio (II) no sitio ativo da papaina.

Investigou-se a influéncia da forca idnica do meio
reacional e a possibilidade de reativacdo da proteina ap&

a completa inibicao.
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1.2 - TETRACETATO DE RODIO (II) DIAQUO

1.2.1- HistoOrico,Caracteristicas e Estrutura

O tetracetato de rodio (II) diaquo [Rh)(02CCH3) 4 (H50) 3]
€ um dos carboxilatos dimeros de rédio (II) de formula geral
Rhp (02CR) 4Ly (n=1,2 e L = Hy0,CH30H,DMF,py,CH3CN,NHEt,,DMSO,
THT, CO, PPh3) .

As primeiras pesquisas relatadas sobre o sistema tetra-
cetato datam da década de 60. Em 1962,CHERNYAEV et al.prepara-
ram tetracetato de rodio (II) hidratado através da reacdoc de
acido acético sobre hexaclororrodato (III) de amdnio em solu-
¢do de etanol.

Analises de raios-X feitas por PORAI-KOSHITS e ANTSYSH-
KINA (1962) mostraram gue este complexo possui uma estrutura
dimérica,com quatro ligantes-ponte acetatos e uma ligagdao Rh-
Rh (Figura 1 a-b).

C(2)

FIGURA 1 - GEOMETRIA DOS ADUTOS DE TETRACETATO DE RODIO (II),
SEGUNDO COTTON E COL. (1971).

(a) Caso geral para ligantes axiais L .

(b) Caso do complexo diaquo,de simetria Doh.
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JOHNSON,HﬁNT e NEUMANN(1963)prepararam tetracetato de ro
dio(II) anidro pela agdo de acido acético glacial sobre hidro
xido de ro6dio(III) recém precipitado.Estes autores descobriram
gue o complexo anidro reage com varios ligantes doadores para
formar um aduto 1:2. Os adutos exibiram uma grande variedade

de cor,dependendo da natureza do ligante.

Em 1964,COTTON et al.descreveram as interpenetracOes de
orbitais d nesses compostos binucleares de metais de transicao.

KITCHENS e BEAR(1969)sintetizaram varios adutos de tetra
cetato de rodio(II) adicionando gotas do ligante sobre aceta-
to de rodio(II) anidro finamente pulverizado e investigaram
suas propriedades térmicas e espectrais.Os resultados para o

complexo Rhj(02CCH3) 4(H30)2 sao mostrados na Tabela 1.

Cox verde
% HoO calculada T35
% Hp0 encontrada 7,2
$ Rh calculada 43,1
% Rh encontrada 43,6

Amax = 584 nm
€=197cm~1.M-1
Amax = 441 nm
£€=102cm~1.m"1

Espectro de Absorg¢do no Visivel (*)

Calor de decomposicao(852C) da reacao: kcal

AH=23,2 Svi]

Rhp (OAc) 4 (H20) 2 (g)—>Rh2(0Ac) 4 (s) + 2 H20(q)

TABELA 1 - DADOS ESPECTRAIS E TERMICOS DO Rhj (OAc) 4 (H20) 2,
SEGUNDO KITCHENS E BEAR (1969).

(*) Corrigidos por MOSZNER et al. em 1976 para:
Amax = 585 nm e 8535= 234 cm~1.M" 1 (transicdo T* — 6%)

446 nm e £54¢6= 94 cm~1.M~1 (trans.Rh-Rh TttyRh-0 6*)

Amax




absorbdancia
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3:3

2,2t

11t

0% 200 30 00 500 600
A(nm)

FIGURA 2 - ESPECTRC DE ABSORGAO DO COMPLEXO
Rhy (OpCMe) 4 (Hp0)z EM SOLUCAO AQUO
SA DE CONCENTRACAO 1,62.1073 M

’
SEGUNDO ESTE TRABALHO.



COTTON e col. (1971) relataram dados cristalograficos re
vistos para o sistema tetracetato de rodio(II) diaquo e que
sdo apresentados na Tabela 2,conjuntamente com dados de com-

plexos semelhantes,posteriormente estudados.

. dnh.n dth Tt dkb—o d(‘-»() Rh-Rh-O| Rh-O-C 0-C-0
L (A) (A) A) (A) ) ) )
CH,0M || 2377|2254
DMF 2.383(1) | 2:296(3) | 2.038(3) | 1.262(5) | 88.33(9) | 118.92(30)| 126.1(44)
H,0 2.3835(5)) 2.310(3) | 2.039(8) | 1.269(4) | 88.1(3) | 119.9(3) | 124 8(3)
CH,CN | 2384 |2254
Py 2.3963(2)] 2.227(3) | 2.039(2) | 1.266(3) | 88.(3) [ 119.1(3) |125.7
NHEt, || 24020(7)| 2.301(5) | 2038(3) | 1.260(6) | 87.9(1) | 118.643) | 127.0(4)
DAMSO || 2.406(1) [2.451(1) [2.036¢3) | 1.265(6) | 87.82(9) [119.6(2) | 125.5(4)
THT 2413(1) [2.517(1) | 20393) | 1.273(6) | 87.83(6) | 1194(3) | 125 54)
CO 24193) [20913) [20322) | 1.2006(3) | 87.61) | 119.62) | 125.52)
PPh, 2449(2) |2497(3) | 2.0444) | 1.268(7) | 87.1(1) | 118.9¢4) | 126.4(4)

P(OMe), || 2.455 2973

TABELA 2-DADOS CRISTALOGRAFICOS DOS COMPLEXOS Rhj (OAc) 4Ly,
SEGUNDO MOSZNER ET AL. (1985).

Os carboxilatos dimeros de rodio(II) sao classificados
como sistemas d’-d7 ,considerando-se a estrutura eletrdnica

[Kr]4da7 para cada ion Rh2%t no estado fundamental.

O problema da correlacdao entre a distancia Rh-Rh,os 1li
gantes-ponte acetatos e os ligantes axiais L nos complexos
Rhj (02CCH3) 4Ly , bem como a ordem da ligacdo metal-metal e

sua estrutura eletronica ainda suscitam davidas.

DUBICKI e MARTIN(1970) sugeriram uma ligacao simples

para o centro Rh-Rh,com base em resultados espectrais.

COTTON et al.(1971),baseados no comprimento da ligacao
metal-metal principalmente,propuseram uma ligacao tripla.A
ligacdo Rh-Rh apresenta distancias que variam desde 2,377&,
como em Rhjp(OAc)4(MeOH)2 , até 2,455 2 , como no sistema
Rhy (OAc) 4 [P (OMe) 3] 2 , sendo,portanto,muito menor do que os

2,7 A esperados para uma ligacdo simples Rh-Rh.
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Na Figura 3 estdo reproduzidos os esquemas de niveis e-
nergéticos de orbitais moleculares apresentados para os ca-

sos de ligacao tripla e simples.

(b) (dey) o*Rh-L
(dy.,d o*Rh-L
(a) \tr' X
__
H+ o
pl R c';:-“ p’ originariamente
d 'H"‘H--H- / /#J :_\ -H--H-+ d - = niveis metal-metal
xy yr xz 12 H#-4 xy yr xi 1t ==
- 4 2(d"Rn*?)
e o iyt BL
d” Rh*? d’ Rh*? +
. R
Rhg* | pe 2L’
3 S
Fiosis dslavinis
(L'L,Rh-RhL L)

FIGURA 3-DIAGRAMA OM PARA LIGACAO Rh-Rh (CHRISTOPH E KOH,1979).

(a) Formulacao da Teoria da Ligacdo de Valéncia para a liga-
cdo tripla Rh-Rh d7-d7.Cada rédio utiliza orbitais Ay2_y2r
S,pPx € py(dspz) para a combinac&o com os oxigénios equatoriais,
deixando os orbitais dz2,pz,dxy,dyz e dxz para a formacao dos
orbitais do sistema metal-metal. Os dois orbitais p, originam
as combinacOes nao-ligantes pzaz+pPzh © Pza-Pzp JUE estdao preen-
chidas e embutidas no meio dos niveis d. Os orbitais nao-ligan

tes O e 0} provém dos orbitais 5p, de cada centro metéalico.

(b) Formulacao da Teoria do Campo Cristalino para a ligagao

simples Rh-Rh d7-d7. Os 1dbulos do orbital dyz-y2 de ca-
da rdédio orientam-se em direcao aos oxigénios doadores dos
carboxilatos-ponte. Estes orbitais,que poderiam,por outro la
do, formar um segundo &, &§* par degenerado com os orbitais dxy
sao os de mais alta energia e identificados como orbitais an
tiligantes Rh-0 G*,



Um estudo RSE para um aduto 1l:1 de tetra(trifluoroace
tato) de ro6dio(II) foi divulgado por RICHMAN e col. (1977),

consistente com a interpretagdao de ligacao simples.

Em 1978, NORMAM e KOLARI,com calculos de SCF-X ol-Sw
sobre tetraformiato de rodio(II) e seus diidratos,também

recomendaram a formulacdo de ligacao simples.

A distancia da ligacdo Rh-Rh nos complexos do tipo

Rhy (02CCH3) 4Ly € funcado das propriedades doadoras-recepto

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

sibilidade de influéncia frans e de interacoes O eT metal-

ligante. APPLETON et al. (1973) propuseram representacoes

qualitativas de orbitais para explicar os dados de influén

cia trans obtidos em complexos binucleares metal-metal. A

Figura 4 a-c corresponde a uma ligacdao simples e a Figura
5 a-d representa uma ligacdo tripla Rh-Rh,conforme estes

autores.

M’

M[IJ M(E]' X

) .‘-_,..,,,
s
8 9ed s

FIGURA 4 - DIAGRAMA ORBITAL PARA UMA LIGACAO SIMPLES
M-M, SEGUNDO APPLETON ET AL. (1973).
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Segundo os referidos autores,na Figura 4 os

lébulos de orbital d cheios exercem certa repulsido

matua e estdao polarizados para fora , em direcao ao

ligante L. A ligacao metal-metal é representada pe-

la interpenetracdo de duas metades cheias de orbi-
tais dz2 F

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

das vazias,pois representam a combinacao ¢* an-
tiligante,dentro da qual os ligantes doam seus elé-
trons. Quanto mais o orbital ¢ M-M é& estabilizado ,
mais o orbital o©* e desestabilizado e,portanto,me-
nos efetiva € a ligacao com um ligante L fraco & -
doador e fraco T -receptor (como H0). Os ligantes
competem muito pouco pelo orbital d,. do metal. A

ligacdo M-M é curta e forte.

(b) Os ligantes L (fortes ¢-doadores e fracos m-re
ceptores,como :NR3 ,p.ex.) competem fortemente
pela densidade orbital d,, do metal ,enfraquecendo
a ligagdo metal-metal e alongando-a relativamente ao
caso (a). Note que o aumento da doacdo eletronica do
ligante para o metal expande os orbitais d cheios e

extende a distancia M-M.

(c) O ligante L & um fraco ¢ -doador e forte T-re-
ceptor (como,por exemplo,CO). A forte habilidade
Tt -receptora permite a deslocalizacao da densidade
d-orbital do metal no sistema ligante , reduzindo a
repulsdao M-M. A ligacdo metal-metal é forte (fraco

0-doador) e mais curta do que em (a) e (b).
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FIGURA 5-DIAGRAMA ORBITAL PARA UMA LIGAGCAO MOLTIPLA
M-M,SEGUNDO APPLETON E COL. (1873).

) M
@ &

(a) O ligante L & um fraco ¢ -doador e fraco T -receptor

(ex.:H20) .A ligacao M-M € curta e muito forte.

(b) O ligante L € um forte O-doador e fraco T -receptor
(:NR3,p.ex.).A expansao dos orbitais d do metal per-
mite mais efetiva interpenetracdo orbital no sistema
metal-metal,mas a ligacdo O M-M & enfraquecida,alon-
gando sua distancia.

(c) O ligante L € um fraco O-doador e forte T -receptor
(ex.:C0O).A ligagao M-M é forte(como no caso a) mas a
habilidade T -receptora do CO enfraquece a interacgao

T M-M,aumentando sua distancia.

(d) O ligante L & um forte O-doador e forte M-receptor
(como :PR3).Ambas as ligacOes O e T M-M sao enfra-
quecidas pela competicao das fosfinas axiais ,alon-
gando a distancia metal-metal comparativamente aos

casos (a),(b) e (c).
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CHRISTOPH e KOH em 1979 mostraram um esquema de niveis
energéticos para os orbitais moleculares do sistema Rh-Rh ,
alterado em funcdo da extensiva interpenetracdo dos orbi-
tais metalicos com os orbitais dos carboxilatos-pontes(Figu
ra 6 a-b).

o -—‘;; b

//— e 3...((‘?-—--/
' ++h.
4056 %

/Il--.'.—\ fRh Rh2)-Ln] = Rh-Ln* c1‘{“’]_{1L+}_/ -H-+h .

bu(8)
O\
S Ry // o5 b Bt b bug($) %\ .H"";-.tie“ o oy POy o
m(a']-H— 'ﬁjt!”" =: /' 2 - ke “("}'H"'h' '\‘i'}'IH!""t"'-’.i? e a‘.. e
T a‘l""

a:u(r'} o

bay(®) 4N - e ) s R
RN - o P o e et il
A eyl TeireLfy
\ Ny -
\‘ “.'I a’S[G-J -!.\
"H‘ 3!3
als{r) 'H"\ H ey,
TN s b dboe, AL gy db 4+ 3
~ ,3"4 | i R e pa 'H"'l""‘e?.ir T—Q"‘-*“a“!-ﬁ'hﬂ
s L
+4 -4 +4 -
Rh;®  RhJfOAc),  (0Ad); Rhy ' Rh,(0Ac),  (0Ac)*

FIGURA 6-DIAGRAMA OM QUALITATIVO DA INTERACAO METAL-CARBO
XILATO-PONTE (CHRISTOPH E KOH,1979).

0 diagrama representa qualitativamente a extensiva in
terpenetracao dos orbitais do carboxilato-ponte com aqueles
do centro binuclear d’=d7. Os niveis do carboxilato estdo
indicados na direita tanto em (a) como em (b),alterando-se
apenas as posi¢des dos niveis Rh-Rh em relacdo aos do car-
boxilato. As alteracdes na posigdo e sequéncia dos OM re-
sultantes ilustram a grande importancia do posicionamento
relativo dos niveis contribuintes do metal e do ligante. A
figura desconsidera os niveis nao-ocupados 5s e 5p de cada
rodio,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 modificacgdes na posicao e ordena

mento dos orbitais moleculares resultantes.



Estes Ultimos autores referidos interpretaram os resul
tados de suas pesquisas como correspondentes a uma ligacgao
simples Rh-Rh de extraordinaria intensidade, justificando a
curta distdncia metal-metal pela interacdo roédio-carboxila
to e as variacOes desta distancia frente a diferentes 1li-

gantes axiais através da influéncia thans .

Propuseram também que o conceito de Ordem de Ligacao ,
no seu sentido formal,poderia nao ser uma medida Util das
interacdes metal-metal nos complexos dimeros de rédio(II)e
outros sistemas semelhantes. Interacdes do centro Rh-Rh com
os varios ligantes causariam alteracoes nos orbitais mole-
culares M-M. Nao mais puro Rh-Rh,um orbital ligante cheio
T Rh-Rh ndo seria mais exatamente cancelado por um orbital
antiligante cheio Tt* Rh-Rh e uma contribuicdo residual po
deria resultar na ordem total da ligacdo. A ordem ligquida
da ligag¢do M-M poderia ser 1,0 ou fracionada(por ex.: 1,2),
consistindo de componentes O, ™ e mesmo & provenientes do
inexato cancelamento dos orbitais ligantes e antiligantes
O T e & do sistema.

Em 1983,NAKATSUJI et al.noticiaram uma configuracao e-
letrdnica 4 &2 m*4 ¢*2 ¢2 para os catorze elétrons

do centro Rhg+ do complexo tetracetato de rodio(II)diagquo.

COTTON e WILKINSON (1988) relataram uma ordem de liga
¢do intermetalica Rh-Rh de 1,5 para o aduto Rhjp(OAc)s (H20).

1.2.2 - REATIVIDADE DO TETRACETATO DE RODIO (II)

Desde as primeiras preparac¢Oes dos complexos do tipo
Rhp (02CCH3)4Ly ja eram conhecidas as possibilidades  de
substituicOes dos ligantes axiais L por outros ligantes.A
velocidade da reacao de tais substituicoes era maior do

que a dos ligantes-pontes carboxilatos.



Por outro lado,o tetracetato de rodio(II) prontamente
troca os grupos acetatos na presenca de outros acidos car-
boxilicos.

BEAR et al.(1971),com técnicas de RMN ,estudaram a rea
cao de troca do Rhp(OAc)4 com CF3CO2H e observaram que,apos
a substituicdo de dois grupos acetatos,os dois grupos rema-
nescentes reagiam com uma velocidade 20 a 80 vezes menor do

que a dos dois primeiros.

RAINEM e col. (1975) relataram dados termodinamicos e
cinéticos relativos a fixacao de ligantes axiais nos com-
plexos Rhp(02CR)4. A formagao do aduto &€ um processo de du
as etapas,originando primeiramente um complexo 1:1 e,final
mente,um complexo 2:1 com o carboxilato. Esses pesquisado-
res avaliaram as constantes de formacdo do processo e reve
laram que,uma vez formado o aduto 1:1, o segundo ligante

axial & muito mais lentamente fixado no outro rdédio.

DAS e colaboradores (1977) descobriram que a presenca
de mais de um atomo doador no ligante axial aumenta a cons
tante de velocidade da reacao de fixag¢ao no centro binucle
ar Rh-Rh. A labilidade dos ligantes axiais,refletida estru
turalmente nas distancias Rh-L (sempre maiores do que o nor
mal), é resultado do efeito trans da ligacao Rh-Rh,na inter

pretacao dos autores citados.
Tetracetato de rd6dio(II) & estavel em relacao ao 0O3.

Ligantes com enxofre doador muitas vezes conduzem a
degradacdo da gaiola dos carboxilatos Rhj(05CR)4,como re-
gistraram KITCHENS e col. (1970).

1.2.3 - ASPECTOS BIOINORGANICOS

1.2.3.1 - Atividade Antitumoral

Em 1969, ROSENBERG e colaboradores descobriram
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que o complexo tis -diclorodiaminoplatina(II) funcionava co-
mo poderosa droga antitumoral. Isto provocou investigacodes
de atividade carcinostatica em outros complexos de platina

e metais do mesmo grupo.

HUGHES et al. (1972) observaram que os carboxilatos de
rodio(II) podiam aumentar a sobrevida de ratos portadores
de tumor ascite L1210.

Estudos posteriores demonstraram que estes complexos
carboxilatos também eram inibidores de tumores ascite de
Ehrlich (BEAR e co0l.,1975) e P388 (KADISH et al.,1978) em
ratos.

Em 1977,HOWARD e co-autores mostraram que as proprie-
dades terapeuticas dos complexos Rhp(02CR)4 para os tumo-
res da classe ascite Ehrlich variavam com a natureza 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 r6dio(II). Aumentos ainda supe
riores no numero de carbonos do grupo alquil,entretanto,di

minuiam essa atividade.

HOWARD et al. (1979) identificaram o tetrabutirato de
rodio(II) como o mais potente dos carboxilatos testados.Re
lataram também que estes complexos inibem as sinteses de
DNA e proteinas nas células do tumor,mas exibem efeito pe-
queno ou nulo sobre a sintese de RNA. Interpretaram o meca
nismo desta inibicao com base na habilidade de ligacao axi
al dos carboxilatos de ro6dio(II). Grupos amino livres,como
os encontrados em adenina nucleotidios,e grupos sulfidrila
dos residuos de cisteina seriam possiveis sitios ligantes
(HOWARD e co0l.,1977).

Nos carboxilatos de ro6dio(II),a atividade antitumoral

é paralela a sua toxicidade.

13
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KIMBALL e col. (1976) revelaram em seus estudos gque a
estrutura em forma de gaiola dos grupos carboxilatos € sus
ceptivel de decomposicao,verificando que o tetracetato de
rodio(II) ,administrado a ratos,originava,apos algumas ho-
ras,ro6dio metalico,ions acetato livres e CO como produtos
metabolizados.

HOWARD, SPRING e BEAR (1976)estudaram o efeito de trés
carboxilatos de ro6dio(II) - acetato,propionato e metoxia-
cetato - sobre a atividade de dezessete enzimas. Todas as
enzimas que apresentavam grupos sulfidrila perto ou den-
tro do sitio ativo foram irreversivelmente inibidas, nao
tendo sido afetadas as demais. Medidas deRMN mostraram

uma quebra na estrutura dos grupos carboxilatos.

A instabilidade dos complexos Rhjp(03CR)4Lp sob algu-
mas condicoes fisiolbgicas causa efeitos deletérios e es-
tes compostos ndo dao respostas em certos tipos de cancer,
como informaram HALL et al. (1980) ao estudar suas proprie
dades antineoplésicas sobre tumores de leucemia L1210 e

melanona Bl6 em ratos.

Significativos desenvolvimentos ainda devem ser fei-
tos para futuras aplicacdes dos sistemas complexos dime-
ros de rodio(II) tetracarboxilatos na quimioterapia do
cancer.

1.2.3.2 - Complexos com Substratos Biologicos

ApOs a descoberta da acao antitumoral dos carbo-
xilatos de ro6dio (II) sobre certos tipos de tumores, foram
feitas varias investigacdes das propriedades de ligacao

destes complexos com substratos biologicos.



O composto 5'-monofosfato de adenosina forma um adu-
to 2:1 com complexos Rh2(OZCR)4 em pH fisioldgico cujo es-

pectro eletronico indica coordenacdo com nitrogénio (RAINEM

et al.,1975).

BEAR e DAS(1976) fizeram estudos em solucao de adu-

tos com imidazol e histidina.

PNEUMATIKAKIS e HADJILIADIS em 1979 isolaram adutos
s6lidos de tetracetato de rddio(II) com varios nucleosi-

dios e nucleotidios de adenina.

As estruturas dos adutos 2:1 de teofilina e cafeina
com tetracetato de rodio(II) servem de modelo para inte-
ragoes com acidos nucléicos (AOKI e YAMAZAKI,1980).

PNEUMATIKAKIS e PSAROULIS (1980) relataram a reacao
de aminoadcidos contendoc enxofre com Rh2(02CCH3)4. Tais
interacOes assemelham-se as mencionadas por Howard et al.

para enzimas tiolicas.

Tioéter aminoacidos como S-metilcisteina, S-etilcis
teina e metionina formam adutos axiais 2:1 com tetraceta
to de rodio(II). A ligacdo axial com o enxofre & confir-
mada por dados analiticos e espectroscopicos. Os compos-
tos sdo diamagnéticos. Em contraste,alguns aminoacidos
ligantes com grupo sulfidrila livre originam complexos
paramagnéticos quando tratados com ha(OZCMe)4. Ligantes
deste tipo incluem a l-cisteina,l-cisteina metiléster e
l-penicilamina,sendo os- seus complexos de rodio(II) te-
tracoordenados e de forma quadrada. Estes ligantes coor-
denam-se de maneira bidenteadano tetracetato de rodio(II)
através dos atomos de enxofre (desprotonado) e nitrogé -

nio (do grupo amino).



1.3 - PAPAINA

1.3.1 - HISTORICO

WURTZ e BOUCHET,em 1879,usaram pela primeira vez o
termo "papaina" para designar o principio proteolitico
encontrado no latex do fruto do mamoeiro "Carica papaya
L",arvore tropical existente na América do Sul, América
Central e Africa.

Em 1905,VINES sugeriu que este latex bruto poderia
conter varios componentes com atividade proteolitica,con
seguindo o mesmo pesguisador,em 1909,a separacao de duas
proteinases daquele material,atravées de precipitacgao com

cloreto de sdédio.

Estudos de BALLS et al.(1937) e BALLS e LINEWEAVER
(1939) sobre este latex permitiram a extracdo de uma en-
zima em estado cristalino e denominada de papaina pelos

autores.

O processo de obtencao da papaina sob forma crista
lina a partir do extrato seco do mamdo consolidou-se em
1954 ,na publicacdo de KIMMEL e SMITH,sendo,desde entdo,e

praticamente até hoje,o processo padrao de preparagao des

sa proteina.

A papaina (E.C. 3.4.22.2) é a enzima tidlica de o-
rigem vegetal mais bem estudada e melhor caracterizada
em seus pormenores, ultrapassando em trezentos O numero
de publicagbes a seu respeito. A literatura especializa-
da continua publicando intensamente trabalhos de pesqui-
sa relativos aoc mecanismo de agéo,estrutura,processos de
inibicao e aplicagOes dessa proteinase em varios setores
(por exemplo: eliminacao da turvagao em cervejas,amacian
te de carnes,prevencao do encolhimento de tecidos de 13,

etc.).
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1.3.2 - PROPRIEDADES FISICO-QUIMICAS

1.3.2.1 - Constantes Fisico-quimicas

As principais constantes fisico-quimicas da papaina

sao apresentadas na Tabela 3.

S;0,w (Constante de Sedimentacao) 2,42 s
DZOIW(10“7cm2.s‘1)(Const.de Difuséo) 10,23
D (cm3.g~1) (Volume parc.apar.especif.) 0,723
f/fy (Razao Friccional) 1,16
pI (Ponto Isoelétrico) 8,75
A%  (Absorbidncia a 278 nm) 25,0
Massa Molecular (S,D) 21.000 D
Massa Molecular (Equil.de Sedimentacao) 23.700 b
Massa Molecular (Sequéncia de aminoacidos) 23.406 D

TABELA 3 - ALGUMAS CONSTANTES FISICO-QUIMICAS DA PAPAINA,
SEGUNDO GLAZER E SMITH (1971).
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1.3.2.2 - ESPECTROSCOPIA

A papaina nao contém outros grupos cromoforos alem de
seus aminoacidos constituintes. Ela & rica em tirosina (19

residuos) e triptofanio (5 residuos).

As propriedades fluorescentes dessa proteina foram es
tudadas através dos trabalhos de SHINITZKY e GOLDEMAN (1967)
BAREL e GLAZER(1969f e SLUYTERMAN e DE GRAAF(1970),gue in-
terpretaram o espectro de emissao obtido por excitagao no
comprimento de onda de 295 nm como basicamente originario

dos residuos de triptofanio da cadeia polipeptidica.

Estudos espectroscdopicos de GLAZER e SMITH (1960) mos
traram que os grupos fendlicos da papaina ionizam-se de for

ma complexa em diferentes valores de pH.

Particularmente importante para a dosagem da concentra
gdo da enzima em nossas experiéncias & a absorcdo efetuada
pela solucao aquosa de papaina a 280 nm (Figura 7),com um
correspondente coeficiente molar de extincao (€3gg)segundo
MITCHEL et al.(1970) e TANG e TANG (1976) de 58500 cm~LM~-1.
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FIGURA 7 - ESPECTRO DE ABSORGAO DA PAPAINA
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EM SOLUGAO AQUOSA 1,71.10 M,

SEGUNDO ESTE TRABALHO.



1.3.2.3 - Estabilidade

Desde 1941,LINEWEAVER e SCHWIMMER e posteriormente
HWANG e IVY (1951)estudaram a excepcionalmente alta esta
bilidade da papaina em temperaturas elevadas,nas proximi
dades do pH neutro. A enzima mantinha-se ativa para o
substrato no intervalo de 5 9C a 66 2C,conforme relata-
ram STOCKEL e SMITH em 1957.

LINEWEAVER e SCHWIMMER (1941) observaram uma rapi-
da e irreversivel inativacao acima de 40 2C quando o pH

era menor do que 4,0.

Para um meio ainda mais acido (pH £ 2),a inativacao
ocorria a 25 °C,com destruicido das estruturas secundaria
e terciaria da proteina (GLAZER e SMITH,1960).

A papaina ndao é afetada significativamente por sol-
ventes organicos ou reagentes capazes de causar mudancas

conformacionais em proteinas,desnaturando-as.

Nenhuma alteracao foi notada na presenca 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). 5

Similarmente,a papaina mantém sua atividade em so-
luciao 8 M de uréia,como observaram LINEWEAVER e col. em
1941,GUNDLACH e TURBA (1965) e SLUYTERMAN (1967).

Como cristais em suspensdo numa solu¢ao de cloreto
de sodio,a papaina pode ser mantida por meses a 49C sem
detectavel perda em sua atividade.

Em solugao,mercurio-papaina pode ser guardada por
meses sem perder a sua atividade potencial,apesar de uma
diminuicdp de 1% a 2% desta atividade por dia ,provavel-

mente originaria de autdlise e/ou oxidacao.

“n

20



1.3.3 = ESTRUTURA
A papaina foi o primeiro membro identificado de uma
classe de enzimas proteoliticas que necessitam de um gru-

po sulfidrila livre para sua atividade.

1.3.3.1 - Estrutura Primaria

Esta proteina & constituida de uma unica cadeia poli
peptidica,isenta.deJcarboidratos e formada por 212 residu
os de aminoacidos. A sequéncia desses residuos 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 investigacoles.

Derivada dessa sequéncia,a composicdo de aminoacidos
da papaina & mostrada na Tabela 4,onde se nota a presencga
de todos os aminoacidos comumente presentes nas proteinas,

com excecao da metionina.

Aminoacido Numero Aminoacido Nimero
Lisina 10 Glicina 28
Histidina 2 Alanina 14
Arginina 12 Valina 18
Acido Aspéartico 6 Isoleucina 12
Asparagina 13 Leucina 11
Acido Glutdmico 8 Tirosina 19
Glutamina 12 Fenilalanina 4
Treonina 8 Triptofanio &
Serina 13 Cisteina 1
Prolina 10 Cisteina(meia) 6

Total 212

TABELA 4 - A COMPOSICAO DE AMINOACIDOS DA PAPAINA, SEGUN-
DO LOWE (1976).
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Aspectos importantes a destacar na estrutura prima-

ria da enzima sao:

I- Dos sete residuos de cisteina presentes,seis estdo 1i

gados em pontes dissulfeto,sendo duas na primeira me-
tade da cadeia (Cis-22---Cis-63 e Cis-56---Cis-95) e uma
na segunda metade (Cis-153---Cis-200). O sétimo residuo
de cisteina (Cis-=25) tem importantissima participac¢do na
formagao do sitio catalitico. A conformacao estrutural e
estabilizada pelas trés pontes dissulfeto, cuja completa
ruptura resulta na destruigdo da proteina,indicada pela

perda de suas propriedades cataliticas e bioldgicas.

II- A soma dos residuos de acido aspartico e acido glu-

tamico chega apenas a catorze,teor consideravelmente
menor do que a soma dos residuos basicos de lisina e ar-
ginina,cujo total atinge vinte e dois. Isto justifica o
ponto isocelétrico elevado de 8,75 da proteina,determina-
do por GLAZER e SMITH (1960) em forca ionica de 0,1.

III- No ponto isoelétrico somente 30 grupos (aproximada-

mente,14% dos residuos) estao na forma ionizada em
solugdo aquosa. Assim,a papaina tem as propriedades de
uma globulina e &€ pouco soluvel em agua ou em meios de

pequena forca idnica.

Esse fato também pode ser interpretado pela relati-
vamente reduzida quantidade de grupos hidrofilicos e pe-
la abundancia de residuos hidrofobicos da molécula de pa
paina,embora a maioria destes Uultimos encontrar-se no in
terior da proteina (SMITH e KIMMEL,1960).
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1.3.3.2 - ESTRUTURA SECUNDARIA E TERCIARIA

Cristalografias de raios-X com resolucao 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 secundaria e terciaria da papaina.

As dificuldades iniciais destas pesquisas justifica
vam-se pela presenca de trés formas de papaina na enzima
cristalizada pelo método padrdo de KIMMEL e SMITH de 1954
papaina ativa,papaina reversivelmente inativada e papaina
irreversivelmente inativada (GLAZER e SMITH,1965;SLUYTER-
MAN,1967;DRENTH e co0l.,1970). Estas formas apresentam es-
truturas e comportamentos distintos frente as técnicas de

elucidacao estrutural.

Com o desenvolvimento do processo de cromatografia
de afinidade foi possivel obter papaina ativa cristaliza-
da com grande grau de pureza (SLUYTERMAN e WIDJENES,1970;
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 papaina € globular,com dimensoes apro
ximadas de 36 x 48 x 36-8 e formada por dois lobulos de
volumes quase idéenticos e separados por um sulco,em cujo
interior estd localizada a regido do sitio ativo. Uma re

presentacao esguematica & mostrada na Figura 9.

..
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FIGURA 9 — DESENHO EM PERSPECTIVA DA CONFORMACAO DA CADETA
PRINCIPAL DA PAPATINA ,SEGUNDO DRENTH E COL. (1967).

Os circulos representam os &tomos de o -C dos
212 residuos de aminoacidos.




Dados de DRENTH e ccol.(1960) sobre a estrutura ter
ciaria da proteina mostram que esses dois 1ldbulos cir -
cundam,cada um deles,um niicleo hidrofébico de tamanho
reduzido.

ApSs a sintese da cadeia polipeptidica pelo ribos-
soma,acredita-se que tem inicio o seu dobramento e a
formacao do primeiro 1ldbulo a partir da extremidade a-

minada,circundando o primeiro niicleo hidrofdbico.

A seauir,formam-se trés alfa-hélices com 41 resi-
duos,completando-se entao o primeiro 1lobulo por uma la

cada hidrofilica com os residuos 81 a 110.

A segunda parte da molécula contém apenas 19 re -
siduos enrolados em alfa-hélices.Nesse 16bulo existe
uma estrutura distorcida de folha pregueada constitui-
da de 30 residuos.A cadeia sofre uma volta sobre si mes
ma entre os aminoacidos 165 e 172,oricinando uma estru-
tura ﬁnantiparalela quase perfeita e constituinte de
parte da parede do secundo nicleo hidrofébico,o gqual
tem um didmetro de 3 R e & envolto por 16 grupos meti-
las (DRENTH et al.,1970).

Um modelo para a distribuicao superficial de caraa

elétrica e varios detalhes da topografia interna e exter

na da papaina foram determinados por LAVERY e col. em
1983.

1.3.3.3 - 0 SITIO ATIVO

A interacao entre a papaina e o substrato ocor-
re na superficie da proteina,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 residuos de 24 a 40 e comporta ,
segundo LAVERY et al. (1983) poucos dJrupos eletricamen—

]
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te carregados,sendo assim,uma regiao particularmente
hidrofobica.Essa alfa-hélice estende-se do fundo da
cavidade até a sua superficie,estando sua extremi-

dade N-terminal voltada para o centro ativo.

Tal arranjo € fundamental,na interpretacao dos
Gltimos autores citados,pois nessa regiao esta pre -
sente o grupo -SH livre da cisteina-25 e o grupo imi
dazol com o nitrogénio-N; da histidina-159,situados
em paredes opostas do sulco e com possibilidade de
transferéncia protodnica.

DRENTH e col. em 1970 relataran a estreita pro -
ximidade dos dois arupos referidos (disténcia de Van
der Waals de 0,34 nm) ,um importante detalhe envolvi-
do na formacao do par idnico mercapto-imidazdlico
conforme LOWE (1976) ,POLGAR(1277) e ZANNIS e KIRSCH
(1978).

Na Figura 10 a-b,proposta por DRENTH et al. em
1970 ,aparecem dados cristalograficos do sitio ativo

da papaina.

Ser24
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FIGURA 10a - A REGIEO DO SITIO ATIVO DA PAPAINA PROXI-
MA DO ESSENCTIAL GRUPO -SH (DRENTH E COL.,

1270Q)
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FIGURA 10b - A REGIAO DO SITIO ATIVO DA PAPAINA,INDI-
CANDO AS DISTANCIAS ENTRE 0OS GRUPOS SE-

GUNDO DRENTH E COL.,1970.



Ha alguma incerteza na permanéncia da posicao re-
lativa destes atomos em solugao aguosa devido a natu -

ral fluxionalidade da molécula.

LEWIS e col. em 1976 e CREIGHTON e SCHAMP em
1980 propuseram um equilibrio tautomero(Figurall) en-
volvendo os grupos sulfidril e imidazol no pH 6timo
da atividade enzimatica,com predominancia do par io -

nico da estrutura II.

\ —\1 HN\/:zl_i\rIS\

(1) (I1T)

FIGUR2 11- EQUILIBRIO TAUTOMER0 SULFIDRII-IMIDAZOL

SEGUNDO CREIGHTON E SCHAMP (1580)
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Informacoes mais especificas da extensao e es-
trutura da regiao do sitio ativo relatadas por BER-
GER e SCHECHTER(1970) identificaram sete sub-sitios
constituintes do centro catalitico da papaina,con-
forme mostra a Figura 12.

| .
Pﬁiztrd F?q_ F>;5 FD:Z F)1 F)1’ F);EI FD:SQC:C)EE}ﬁ
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FIGURA 12 - OS SETE SUB-SITIOS DA REGIAO DO SITIO ATIVO
DA PAPAINA,SEGUNDO LOWE (1976).

C - Representa o centro catalitico (Cis-25)

e o ponto de clivagem do substrato.



Cada um dos sub-sitios é capaz de interagir com
um Gnico residuo de aminoacido num substrato peptidi
co.Quatro desses sub-sitios(sl,sz,s3 e 54) interagem
com o substrato peptidico no lado N-terminal do pon-
to de cisdo (C) enquanto os outros trés sub-sitios
(Si,sé e S3) ligam-se no lado contendo o grupo carbo

xila-terminal do substrato.

SCHECHTER e EERGERLIBSS] estudaram o carater se
letivo do sub-sitio S; para fenilalanina e os mesmos
autores,em 1970 ,observaram que o sub-sitio S; & este
reoespecifico para residuos de L—aminoécidos,apreseg
tando preferéncia por residuos hidrofdbicos (ALECIO
et al.1974; LOWBRIDGE e FRUTON,1974).

GLAZER e SMITH (1971) relataram uma especificida-

de maior do sub-sitio S; por lisina sobre alanina.

Interpretando o modelo proposto para descrever
o complexo enzima-substrato,WOLTHERS e col. (1970}
localizaram o sub-sitio S; na regido hidrofdbica si

tuada proxima ao triptofanio-177 e a alanina-136.

0 sub-sitio Sy interage fortemente com valina
e leucina,conforme demonstraram JOHANSEN e OTTESEN
em 1968,

Desses e de outros estudos gue pretendem anali-
sar a completa estrutura do centro catalitico da pa-
paina permanece a certeza da presenca e da importan-

cia do residuo de cisteina-25,com o seu arupo sulfi-

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

tais ou & outros reacentes inibe totalmente a ativi-

dade enzimatica da papaina.
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1.3.3.4 - ESPECIFICIDADE

Trabalhos para determinar com exatidao a es-
pecificidade da papaina foram feitos desde 1957 por
KIMMEL e SMITH utilizando substratos naturais e sin-

téticos.

O assunto nao estd ainda completamente esclare-
cido mas sabe-se que a enzima hidrolisa licacoes pep

tidicas de proteinas e substrates com peguena massa

molecular,atuando em ésteres de varios amrminoacidos e
em amidas alfa-substituidas de arginina,lising,gluta
nina higtiding,clicina e tirosina, Particularmente
sensivels como substratos sao as amidas de N~ d-ben
Zoill-l-zruirina & lisinz

Confarne nendionade no ifen 1.3, 3.3 ¢ sitioc atl
vo estendidn e portalsr de sete sub-sitics da papall
explica a orande varizdade de ligacdes peptidicas cl
vadas pela endopeptidzze (CCHECHTER e BERGER,1967 e
1858; TaUTOl em 1975).

0 progesso cooperativo multipuntuel de atuacio
do sitio ativo torna a agao cataliticz da enzima mui
to especifica em relajao a substratos naturais como

hemoolobina (EQNTSRERG e HILL,1952) ,citocromo C (MAR
GOLYZSH,1862) e subtilisina BPN' (¥LSPEZR e SMITH,196
2 regizo do sitio ativo da papaina nao deve ser

considerada como uma estrutura rigida (LOWEBRIDGE e
,':‘ 1‘],].?74)
de sofrer mudancas conformacionais durante o nroces-

e YUTHAVONG,1971l.

mas,ao contririo,como um sistema capacz

so de fixacao do substrato (LOWE
Essas nudancgas sao compatiIveis com a presenca de li-

gacoes siagma na molécula protéica.
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1.3.3.5 - MECANISMO DE ACAO

Proposto originalmente em 1955 por SMITH e col.
o mecanismo de hidrdOlise catalisada por papaina foi
revisto por GLAZER e SMITH em 1971,LOWE(1976) e POL-
GAR (1977) entre varios outros.

No caso de nosso maior interesse,WHITAKER e BEN
DER em 1965 relataram gue a hidrSlise do BAEE (N-ol-
benzoil-L-arcinina etil éster) envolve um esquema ci

nético de trés etapas consecutivas:

-~ Ay | o

- oo A i) = 2 o] L] 2 —

E + 8§ 7~ BS ~——+RBS' — E + P,
2T -

onde: E = enzima livre
5 = substrato
ES = comnlexp ¢de Michaelirs-Menten
ES5'= intermedifirio acilenzima
Py = primeiro prodote {(&lccol)
x4 g

2 = seoundo produto (acideo carboxilico)

8]
i

A primeira etapa corresponde a formacias do comnl
%0 de Michaelis-Menten,a secunda etapa envolve uma aci
lacao (com constante de velocicdade kp) e a terceira e-
tapa implica numa desacilacao (com constante de veloci

dade k31¢

Neste modelo proposto por WHITAKER e BENDER,0s pa
rametros cinéticos Km (Constante de Michaelis-Menten )
e Kozt (constante catalitica de velocidade) sao rela-
cionados com as constantes de velocidade mostradas no

esquema através das sequintes equagoes:
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kcat = k2.k3 / (k2 + k3)

Baj = (key + kp) [ (ke + ka) ki

Im 1978,ALLEN et al.propuseram uUm me

mais detalhado pera a agao hidrolitica da

SOLre subsStYetos Sinteticos Como

159.
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COL.,1978).



Conforme o mecanismo da figura 13,além do en-
volvimento de trés grupos prototrdpicos (o grupo
tiol da cisteina-25,0 grupo imidazol da histidina-
159 e o arupo carboxila do acido aspartico-158) o-
corre também a participacao de uma molécula de a-
gua adequadamente ordenada.

Na etapa de acilacao,o cition imidazdlico da
His-159 estd@ licado por pontes de hidrogénio & car
bonila da asparagina-175 e ao oxigénio de uma molé

cula de dgua devidamente orientada.

Estudos cristaloor3ficos de DRENTH et al. (1%70)
mostraram que a distancia de 0,675 nm entre o nitro
génio Nj da His-159 e o grupo carboxila do Asp-158

permite facil acomodacao desta molécula de &aogua.

DRENTH e col. (1976) observaram a presenca de
virias moléculas de aagua nas proximidades do grupo
=8H 'da Cis~25.,

0 papel de uma molécula de dcua adequadamente
orientada € consistente com a natureza hidrolitica

da atividade enzimitica da papaina.

ALLEN e col.no esquema proposto da Figqura 13
sucerem que a ligacao hidrogénica entre Asn-175 e
His-159 tem a funcao de manter o anel imidazélico

na orientacao correta,enauanto o sistema:

Asp-158 ... Agua ... His-159 ligado também por
pontes de hidroaénio tem a funcao semelhante de po
sicionar favoravelmente a molécula de acua para

sua participacao no mecanismo da hidrdlise.

Os autores do esquema salientam a atuacao dos
dois atomos de nitrogénio da His-159 e de sua orien
tacdo na formacdo de pontes de hidrogénio em lados

distintos do sistema.
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A figura 13 mostra a formacao da acilenzima e
a saida de uma molécula de 3alcool ao final da etapa
de acilacao.

Na etapa sequinte,a desacilagao envolve a inte-
racao com nova molécula orientada de &agua,formando -
se acido carboxilico e retornando o sitio ativo da pa

paina ao estado inicial.

A importante natureza prototrdpica do processo
estudada por DRENTH e col. (1970} e LEWIS e col. (1976]
mostra gue a histidina-159 atua como um &cido de
Brdnsted na etapa de acilacgao,doando um proton para
a molécula de agua (diminuindo o pKy; de 8,5 para 4,0].
Na etapa seguinte porém,a desacilacao mostra a His-
159 como uma base de Br¥nsted,retirando um prdton da

aoua.

Considerando a necessidade de pelo menos trés
grupos funcionais idnicos para a acao catalitica da
papaina,a velocidade da reacaoc enzimdtica dependera
do pH do sistema. Cada intervalo de pH implica em dis
tintas formas idonicas para os arupos envolvidos no
processo e determina diferentes caminhos alternativos
para a reacao,cada um com a sua prdpria constante de

velocidade,

A etapa determinante da velocidade de reacao da
papaina em meios de diferentes pH podera ser a acila
cdo,a desacilagdao ou ambas,dependendo &o arau de io-
nizacao dos grupos constituintes do sitio ativo da

enzima.



1.3.3.6 - A INIBICAO DA PAPAINA

A atuacao das enzimas em varios processos metabdoli-
cos normais e patoldogicos €& objeto frequente de estudo

por pesquisadores de diferentes areas da ciéncia.

A maioria dos estudos sobre a inibicdo da papaina
foi realizada com a pretensdo de purificar a protei
na,decifrar a estrutura da regido do sitio ativo e in-

terpretar o mecanismo de acao da enzima.

TANG em 1974 identificou um inibidor natural presen
te no latex do mamdo papaya.Benzilglucosinolato,abundan
te no latex,sofre uma hidrolise durante a extracao e o-
rigina benzilisotiocianato,composto de natureza eletro-
filica que se comporta como um inibidor natural da pa-

paina.

Pesquisa semelhante foi feita por BASILIO e SIMOES
(1987) ,caracterizando varios inativadores naturais pre

sentes no latex do fruto da "Carica papaya L".

fons metalicos como cd?t , Zn2+, Fe2+, Hg2+ e pPb2*t
sao inibidores da papaina,como relatou SLUYTERMAN em
1967.0s complexos inibidos podiam ser totalmente reati

vados pela agao de cisteina e EDTA.
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Em 1988,LEONARDI relatou um estudo da inibicao
de papaina por seis citions metdlicos divalentes e
a obtencao dos parametros cinéticos e termodinami -

P P 2+ 2+ 2+
cos do processo inibitorio. Os ions Cd ,Pb" ,Hg

N12+ ,sz+ e Zn2+ inibiam competitivamente a enzima,
cuja atividade podia ser plenamente recuperada pela
acao de varios acentes quelantes como DTT,EDTA,BAL,
EDA,1-10 fenantrolina,mercaptoetanol e acetilaceto-
na. Essas inibicoes eram dependentes da forca ioni-
ca do meio reacional e o arupo sulfidril da Cis-25
era blogueado pelos diversos metais. A complexacao
envolveu aproximadamente onze de cada Ion metdlico
para uma molécula de papaina (com excecao de Ho?t
cuja razao estequiométrica metal:enzima foi de $:1).
Os parametros termodinamicos (AHC'K 0 e AS©O'> 0 )
contribuiram favoravelmente para a espontaneidade do

processo de inibicao.

Nao foi proposto até o momento um mecanismo cla
ro e abrancente sobre a inibicao da papaina por ca -

tions de metais nesados.

Todos os reacentes sulfidrilicos atuam como ini

bidores da papaina.

FINKLE e SMITH(1958) observaram a formacao de um

complexo estéavel na reacao de p-cloromercuribenzoato.

Ecido iodoacético ou iodoacetamida também reaaem
com o grupo sulfidril livre da papaina,causando uma ir
reversivel inativacao por esse meio(KIMMEL et al.l1965;
SHAPTRA e ARMON,1969).

WHITAKER e PEREZ-VILLASENOR em 1968 informaram
que a reacao da papaina com clorometilcetonas de fe-
nilalanina e lisina trazia total perda da atividade
enzimtica. Estes reacentes aciam estequiométrica e

especificamente sobre o grupo -SH ativo da papaina e

#
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nao sobre o grupo imidazol do residuo de histidina-159

como faziam com & tripsina e a quimotripsina.

Diversas imidas ciclicas podem inativar a tiolpro
teinase (KANAWAWA et al.,1970) ,tais como succinimida,hi

dantoina e aloxana,entre outras.

2 inibicao da papaina pode ser obtida pela intera
cao com alguns anions,como o fon cianato (SLUYTERMAN,
1967) e o fon sulfito (FUJIMOTO e col.,1983).

Varios agentes inibidores de origem biocléagica fo
ram descobertos,como por exemplo a cistatina S e a cis
tatina SN (ISUMURA et al.,1984 e 1986)extraidas da sa-
liva humana e a cistatina C (BARPET e col.,1984) ,uma
proteina de pequena massa molecular encontrada em alta
concentracio no fluido cérebro-espinal e no sémen de
alouns animais,capaz de comportar-se como um potente

inativador da papaina.

ISHIMITSU et al.investigaram o mecanismo de inibi-
cao da papaina por dcido ascdrbico na presenca de Ions
2+ . ] . - L L -
Cu” ,identificando como causa principal a ruptura de pon

tes S-S na estrutura protéica (1978).

Alcuns derivados da quercitina encontrados em cer-
tos vegetais,quando expostos i luz,agiam comn inibido -

res da enzima (IGARASHI e conl.,1283).

A papaina pode sofrer inibicdes de diferentes ti -

ros ,dependenco do agente inibidor.
e r .

Em 1954,KIMMEL e SMITH descreveram a inativacao da
tiolproteinase com &cido carbobenzoxil-L-glutamico,con-
siderando-a como do tipo nao-competitivo ou do tipo mis

to.

InGmeros inibidores aadem de forma comwetitiva,como
por exemplo todos agueles que contém fenilalanina como

segundo resfduo a partir da extremidade C-terminal,con-
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forme relataram SCHECHTER e BERGER em 1968,

O esquema ceral da inibicao de uma enzima (E) por
um inibidor (I),na presenca de um substrato (S) pode ser
representado por:

Ky k2
E + 8 EYmm—m—s EBE§ =—» E + P
+ +
2§ I
K
EI KESI
KI
s
ET + 5 == ESI
As constantes indicadas sao:
K, = constante de dissociacdo do complexo enzima-subs-
trato (ES). -
Kpr = K, = constante de dissociacao do complexo enzima-
inibidor (EI).
K; = constante de dissociacao do complexo enzima-subs-

trato-inibidor (ESTI) .

Kpgp™ constante de dissociacao do complexo enzima-subs-

trato—-inibidor(EST)

k, = constante de velocidade da reacao de formacao dos
produtos.
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A decomposicao do complexo ES origina os produtos
e o complexo ESI € considerado inativo.

Numa inibicao competitiva a constante Koy = ©°
pois o complexo ES nao interage com o inibidor I e

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

0 inibidor transforma efetivamente parte da enzi-
ma no complexo EI. Quando a concentracao do substrato
S & suficientemente aumentada,este efeito pode ser su-
perado,razao pela qual o processo € denominado de "com
petitivo”. O inibidor e o substrato competem pela liqa

cao no mesmo sitio da enzima.
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IT- MATERTIAL E METODOS

2.1 - REAGENTES E EQUIPAMENTOS

2.1.1 - REAGENTES
Foram empregados os seguintes reativos:
- Acetilacetona (Merck)

- Acido 5,5' ditiobis-2-nitrobenzdico (Reagente de Ellman)

(Sigma)
- Acido etilenodiaminotetracético (Merck)
- Acido tricloroacético (Sigma)
- N& -benzoil-L-arginina etiléster (Sigma)
- 2,3-dimercapto l-propanol (Sigma)
- DL-ditiotreitol (Sigma)
- 1,10-fenantrolina (Merck)
- 2-mercaptoetanol (Sigma)
- Papaina recristalizada (Sigma)
- Sephadex G-25 (Pharmacia)
- Tetracetato de rodio (II) diaquo

- Membrana de diélise "Visking tubes" (Sigma)

O tetracetato de -rodio (II) diaquo foi,em parte,cedi-
do pelo Dr.Renato Najjar do Instituto de Quimica da Univer-
sidade de Sao Paulo e,em parte,adquirido de SARDI(S.Paulo).

Todos os reagentes utilizados apresentavam grau de pu-
reza "pro-analise" (p.a.) e foram obtidos,principalmente ,
das firmas Sigma e Merck.Nao foi realizada nenhuma purifica
gdo posterior.

A agua usada no preparo das solucgdoes e também utilizada

nas dialises foi bidestilada em aparelho de vidro pirex.



2.1.2 - EQUIPAMENTOS

- Agitador magnético FANEM

- Balang¢a analitica SARTORIUS,precisao * 0,02 mg

- Banhos termostaticos BIOMATIC,tipo 1,para 45 tubos,

precisdo de ¥ 0,5 eC

- Bomba peristé&ltica - LKB - Bromma

- Coletor de fragoes FRACSIL-100 - INCIBRAS

- Espectrofotdmetro UV-visivel DMS 80 - INTRALAB

- Potencidografo METROHM - modelo E536 com um dosime-
tro METROHM - modelo E655,acoplados a um potencio-
metro METROHM - modelo 605 de precisao maxima de
¥ 0,2 % . 0 conjunto funciona como potenciostato
com leitura digitai do volume utilizado e do pH
do sistema.

- Ultracentrifuga SORVALL RC-5B - DU PONT INSTRUMENTS
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2.2 - METODOS

2.2.1 - ATIVACAO DA ENZIMA

Previamente a qualquer experimento,uma solucao
aproximadamente'7.10_6 M de papaina foi ativada se-
gundo SMITH e PARKER (1258) utilizando-se EDTA em
concentragaoc 0,02 M e cisteina em concentragao 0,05
nolar (ou DTT) a fim de eliminar metais contaminan-
tes e manter o grupc tiol c¢o sitio ativo da protei-

na no estado reduzido,respectivamente.

As substancias ativadoras e possiveis impurezas
foeram eliminadas da solugao de enzima ativada por di
dlise extensiva contra Agua bidestilada a 5 @C por
trés hcras,trocando-se o meio dialisante de dez em

dez minutos.

Epds a didlise,nao foi possivel detectar quimica
mente a presenga de EDTA segundo o método de OHLWEILER
(1974) nem de cisteiIna secgundo HAWK e col. (1954) na so

lugdo obtida.
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2.2.2 - DETERMINACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA

A atividade esterasica da papaina foi determinada
segundo a técnica descrita por SMITH e PARKER em 1958 ,

empregando BAEE como substrato.

O acido carboxilico produzido na hidrb6lise do és-
ter foi titulado potenciostaticamente com NaOH a pH=6,2
sob agitacao permanente,utilizando-se um acoplamento de
potencidgrafo com dosimetro digital e potencidmetro di-

gital,conforme descrito anteriormente.

O processo fol realizado num pegueno reator de vi-
dro com volume de 10 ml e paredes duplas por onde circu

lou a agua do termostato nas temperaturas escolhidas.

Além dos reatantes,no interior desse recipiente es
tavam ajustados um eletrodo de vidro combinado com calo
melano,um termdometro,a ponta da microburetz do dosimetmo

digital e um agitador magnético.

Em uma determinacao tipica da atividade enzimati-
ca,a massa de 50 mg de papaina foi pesada,dissolvida em
até 25 ml de solucdo com agua bidestilada e submetida a
ativacdo com um volume de 25 ml de outra solucao consti
tuida de uma mistura Qe EDTA 0,02M e cisteina 0,05M por

30 minutos e na temperatura de 5 ©C.

0 volume total de 50 ml da solucio resultante foi,
a seguir,dialisado contra agua bidestilada,conforme ci-
tado no item 2.2.1.

A concentracao da solucao protéica foi entao de-
terminada (item 2.2.3),fornecendo um valor de aproxima

damente 3,5.10_5 M.

Uma aliquota de 1 ml dessa solucdo de papaina foi
pipetada para o reator termostatizado na temperatura de

sejada,o qual ja continha,previamente misturados,0,5 ml
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de solugao 3 M de NaCl e 3,5 ml da solugao de BAEE de
concentracao adequada e pH aproximadamente 6,2.

ApSs a adicao da solucdo de enzima,o pH do meio
foi perfeitamente ajustado a 6,2 e cronometrado exata
mente um minuto de reacao.

Foi,entdo,determinado o volume de solugao padrao
de NaOH (concentragde em torno de 0,01 N e livre de CO,)
necessario para neutralizar o acido produzido e reesta-
belecer o pH novamente em 6,2. A atividade da papaina
foi obtida,dessa forma,em mililitros de NaOH por minu-
to.

Na medida da atividade enzimdtica apds inibicgao
com tetracetato de rdédio (II) (veja item 2.2.6) foi usa
da uma variagao no mé€todo,substituindo-se a solugao de
papaina e a solucao de NaCl 3 M por 1,5 ml da mistura
adequada de solucao protéica e solugao de inibidor em
cloreto de s6dio 3 molar.

O volume total no reator para o inicio das medidas
foi sempre de 5 ml em todos os casos,sendo a forga idni

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

A concentragao de papaina utilizada em todos os ex
perimentos foi de aproximadamente 0,16 mg.rnl'1 yCOYTres-
pondendo a uma molaridade proxima de 7,0.1076 M,conside
rando-se o valor de 23 400 g.mol“l para a massa molar
da proteina,segundo GLAZER e SMITH (1971).

As concentracoes de substrato (BAEE) empregadas va
riaram entre 0,01 e 0,08 molar.
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2.2.3 - DOSAGEM DA PROTEINA

A concentracao de papaina foi determinada através
da absorcao de luz no comprimento de onda de 280 nm,ca-
racteristica apresentada pelas proteinas em solucdo e
devida a presenca de residuos de aminoacidos portadores

de anel aromatico (tirosina,triptofanio e fenilalanina).

Foli utilizado um coeficiente molar de extincao
( €2g80) igual a 58 500 cm~l.mol~l para a papaina,segun-
do MITCHEL e col.(1970) e TANG e TANG (1976).

A concentracao de papaina inativada com tetraceta
to de rodio (II) nao pdode ser determinada por esse méto
do,visto ocorrer superposicao dos espectros de absorcao
da enzima e do inibidor nesse comprimentc de onda e tam

bém em varios outros,conforme mostram as Figuras

Para a dosagem da proteina inibida foram tentados
0os conhecidos métodos de Coomassie Blue (SPECTOR,1978 ),
LOWRY e col. (1951) e Micro-Kjedahl (FOLIN e FARMER,1912).
Os dois primeiros métodos nao apresentaram resultados a-
dequados em vista da ja& mencionada superposicao dos es -
pectros da papaina e do Rhj(OAc)4,enquanto o terceiro me
todo possui precisdo insuficiente para as condigOes das

nossas experiéncias. -

Empregaram-se dois métodos indiretos (item 2.2.9)
para contornar o problema e obter o resultado desejado,
isto €,0 nimero de moléculas do inibidor complexadas em

cada moléecula da enzima.
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2.2.4 - DETERMINACAO DOS GRUPOS SULFIDRILICOS LIVRES

A dosagem dos agrupamentos -SH livres presen
tes na enzima ativada ou na enzima inativada por te-
tracetato de rodio (II) foi feita pelo método descri
to por ELLMAN (1959) com o emprego do reagente DTNB.

As amostras de papalina 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 cm) em ca@mara fria e agua bidestilada como
eluente,recolhendo-se fracoes de 3 ml em fluxo de 36

mililitros por hora.

2.2.5 - DETERMINACEO DOS PARAMETROS CINETICOS E TER-
MODINAMICOS

A constante de HENRI-MICHAELIS-MENTEN (Kpy), a
velocidade maxima (Vp) e a constante catalitical(kgat)
da papaina foram determinadas nas temperaturas de 15,
22,27,33,37 e 40 2C. -

Empregou-se a via grafica 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 graficos citados,determi
nou-se a constante de inibicao (Kj) do processo' para
cada temperatura selecionada,o que permitiu a obten-
¢do dos demais parametros termodinamicos ( AHQ', AS9’
e AGQ'),conforme sera mostrado nos itens 3.2 e 3.3.
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2.2.6 - INIBICAO DA PAPAINA COM TETRACETATO DE RODIO(II)

A inativacao da tiolendopeptidase foi realizada por
incubagdo com diferentes concentragoes de Eh,(0,CMe) g
variando de 4,0.10"b M até 31,0.10_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 solugoes de tetracetato de rddio (1I) foram pre
paradas com solucao aquosa de NaCl 3 M,ajustando-se a
forca idnica para 0,3 em todos os experimentos,apesar de
se ter constatado gue nao h& influéncia da forca io-
nica do meio reacional sobre o processo inibitdorio(item
Sud}) s

Numa experiéncia tipica de inibigao enzimdtica nu-
ma temperatura escolhida (13@C p.ex.)preparou-se uma SO
lucao &40.10-6 M de papaina ativada e dialisada(item
2.2.1) e varias solugOes de tetracetato de rodio(II) em
‘M, 2,0.107%

M, 1,510 M e 9,0,50 M.

4

NaCl 3 M de concentracoes 1,0.10° M, 3,0.10 "M

6,010, 10,3077

Inicialmente mediu-se a atividade da enzima pura
(100 2 de atividade) com BAEE 0,06 M a 159C (item 2.2.2).

A seguir,incubaram-se 6 mli da solucao de papaina com
3 ml de solugao de Rhj(0yCMe)d4 1,0.10-4M,retirando—se
aliquotas de 1,5 ml da mistura apbs tempos de 10,30,60,
90 e 120 minutos e medindo-se a atividade da enzima com

BAEE 0,06 M a 159C e a cada intervalo de tempo.

O processo foi repetido para todas as concentracoes

de tetracetato de rddio (II) preparadas.

Apds tracar os grédficos da atividade enzimatica per
centual para cada concentracao de inibidor em funcao do
tempo de incubagao,escolheram—se,para prosseguir as expe
riéncias,aquelas concentracoes de ha(OZCMe)4 que forne-

ceram patamares razoavelmente constantes de atividade ao



longo do tempo,a fim de evitar variagoes durante as medi

das na etapa posterior.

Posteriormente,prepararam-se solucoes de BAEE de con
centracgoes 0,04M, 0,05M, 0,06M, 0,07M e 0,08M e mediu-se

a atividade da papaina pura para cada concentragao de subs

trato a 159C.

Na sequéncia,incubou-se 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
lucao de papaina com 0,7 ml da solucdo de tetracetato de
ré6dio (II) escolhida em cada tubo.

Mediu-se,depois,a atividade enzimatica 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-
coes do substrato preparadas,sempre na temperatura sele-
cionada.

Todas as etapas mencionadas foram repetidas para as
demais concentracoes escolhidas de inibidor.

Os dados obtidos foram utilizados na determinacao
do tipo de inibicao e dos pard@metros cinéticos e termo-
dindmicos envolvidos no processo inibitério da papaina
(item 2.2.5).
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2.2.7 - DOSAGEM DO TETRACETATO DE RODIO (II)

A concentracao do inibidor foi determinada por
absorbancia da luz nos comprimentos de onda de 446 e
585 nm. Utilizou-se um coeficiente ﬁolar de extincao
de 94 (&, 40) e 234 ( Eg5g5) em L ol L respectivamen
te,segundo MOSZNER et al, (1976).

O espectro eletrdonico UV-Vis de uma solucao a-
quosa de tetracetato de rodio (II) & fornecido na Figu-

ra

2.2,8 = INVESTIGAGCAO Da INFLUENCIA DA FORCA IONICA

Mediu-se a influéncia da forga idnica do meio
reacional sobre a inibicao da papaina com tetraceta
to de rddio (II) em trés temperaturas e diferentes
concentragoes do inibidor. Diferentes forgas idnicas
foram obtidas variando a concentracao de NaCl empre-

gada no preparo das solucoes de Rh, (OpCMe) 4 .

Em cada caso,determinou~-se a atividade da enzi-
ma apds inibigcao com adeguada concentracao de inibi-
dor,numa temperatura selecionada e nos intervalos de

tempo de incubagao ja citados(item 2.2.6).

Utilizou-se sempre uma solucao 0,06 M de BAEE

nas medidas.

Foram mantidos constantes todos os fatores em ca
da experimento,exceto a forca ionica do meio,que va -

riou de 0,1 até 0,4.
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2.2.9 - DETERMINACAKO DA ESTEQUIOMETRIA DA INIBICZO

2.2.9.1 - Método de SCATCHARD

Uma enzima,entendida como macromolécula,é um sistema
complexo,com muitos grupos ligantes ao longo de suas ca-
deias polipepticas,os quais constituem sitios de interacao

com pequenas moléculas ou ions.

Muitas vezes,a fixacao de tais espécies sobre a enzi
ma € um processo reversivel,caracterizado por um estado de
equilibrio regido pela correspondente constante de disso -
ciacéo,Ki .

Muitos autores tem estudado,ja de longa data e em ger
ta extensdo,esse tipo de interacado,estabelecendo equagoes
caracteristicas e métodos graficos que levam seu nome.Citam-
se,a esse respeito,as equacgbes ou os graficos ("plots")de
ADATR(1925) ,KLOTZ e col. (1946),COLOWICK e WOMACK(1969) ,HILL
(1910) e SCATCHARD(1949),como os mais conhecidos.

A fixacac de um determinado inibidor sobre uma enzima
pode ser quantitativamente caracterizada por qualguer um
dos métodos anteriormente mencionados,sendo,porém, o de

SCATCHARD o mais significativo e fértil em conclusodes.

Um dado inibidor pode ligar-se a um unico sitio da mo-
lécula de enzima ou a varios. O primeiro caso &€ facilmente
identificavel atraves de um grafico de Scatchard ou de Hill.
A segunda possibilidade permite distinguir trés situacoes,a

saber:

1) Os pontos de fixacao atuam de modo completamente indepen-
dente uns dos outros,sendo,portanto,os sitios equivalentes

entre si,quanto & afinidade pelo ligante.

2) Num grande nimero de casos importantes,a ligacao & do ti-

po cooperativo,isto &€,a ocupacdo de um sitio tem influéen-

cia favoravel sobre a intensidade da ligacao aos outros lo -

cais, facilitando a entrada dos demais ligantes.

3) Ha casos,conhecidos como do tipo nao-cooperativos ou nega
tivamente cooperativo,em que a fixacao de um grupo ligan-
te sobre a molécula da enzima torna menos espontanea a entra

da dos subsequentes.
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No método grafico de Scatchard,reconhecido pela maio-
ria dos autores como o que melhor diagndstico permite obter
(METZLER,1977) ,0 tratamento matematico €& bastante simples,

conforme se vera a seguir.

Suponha,em primeira instancia que a enzima reaja com
o inibidor segundo a egquacao:

Ki
E - T =— EI

onde E representa a enzima; I ,o inibidor; EI ,o complexo
enzima-inibidor e K4i,a constante de dissociacao de EI, também

conhecida coro> constante de inibicao.

A constante Kj € expressa por:

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

onde [E] & a concentracdao de enzima livre no estado de equi-
librio; [I] e [EI] sdo as concentracOes de inibidor e do com

plexo enzima-inibidor no equilibrio.

Define-se o parametro r ,chamado de "fracao de satura-

cao dos sitics da erzima",no estado de equilibrio,pela equa

cao:
concentracdo de I ligado a E
r:
concentracao total de E sob
todas as formas no sistema
isto e h

r = [EIT/([B] + [EI]) (2)

A partir da egquacao (1) ,obtém-se:

[EI] = ([E].[I])/R4 (3)

Combinando a equacao (2) com a equacgao (3):

([E].[I])/Kji
r = (4)
[E] + ([Bl.I[T])/K4
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donde: ) r = [E]l/(Ky + [E]) (5)

A relagao (5) pode sofrer rearranjo para dar duas equa-
¢Oes muito empregadas no estudo da interacdo de pequenos li-
gantes com macromoléculas,sendo,a ultima delas conhecida como

equacao de Scatchard:
1/ = 1, + Rqy/ 1] (6)

e r/[E] = 1/K; - r/Kj (7)

Conforme a maioria dos autores(METZLER,1977),a equacao
(7) deve ser preferida a (6) para um estudo grafico por per

mitir uma distribuic¢do mais uniforme dos pontos experimentais.

Por outro lado,se a molécula de enzima contiver mais do
que um local de ligacdo para o inibidor,por exemplo,n sitios,
€ necessario modificar as equacdes simples obtidas anterior-
mente.Neste caso,em vez de considerar a concentracao total
de enzima [Eg] como indicando a concentracao de sitios,deve-
se empregar o termo n[Eg] para representar a concentracao to

tal de locais disponiveis de ligagao.

Apdos algumas transformacdes matematicas,chega-se a :
r = n~ rKy/{1] (8)
ou,alternativamente:

1fr = Ryfn « 3/[X] -+ I/a (9]

Colocando num grafico r wversus r/[I] ,obter-se-a
uma linha reta de inclinacdo Kj e de interseccdo com os
eixos vertical e horizontal,de n e n/K;j ,respectivamente,
se houver mais de um sitio de ligacdo por macromolécula.

Este tipo de grafico também & conhecido como "plot" de
Scatchard.



No caso de haver multiplicidade de sitios,um estudo
grafico de Hill permite,na maioria dos casos,distinguir
entre independéncia de atuagdo , cooperatividade e nao-
cooperatividade.

No presente caso em estudo,iniciamos pela aplicacgao
da alternativa mais simples,isto &,supondo uma estequiome
tria Enzima-Inibidor de 1:1 ,deixando as outras possibili

dades para uma segunda etapa.

Nestas condicoes,e de acordo com o anteriormente ex-
posto, foram empregadas as equacbes (6) e (7) para caracte
rizar a interacdo papaina-tetracetato de rodio(II) por

meio de um estudo grafico.

Nas experiéncias realizadas,era conhecida a concentra
cdo total de papaina (item 2.2.3),a concentracdo total do
inibidor,tetracetato de rodio (II) (item 2.2.7)e a constan

te de inibicao,Kj,obtida independentemente (item 2.2.5).

Através da atividade percentual da enzima,determinada
no eguilibrio(patamares das curvas de atividade versus tem
po de incubacido) foi obtida a concentracao da enzima livre
neste equilibrio,para cada concentracdao de inibidor e nas
temperaturas selecionadas.Com esse dado,calculou-se a con-
centracao do complexo enzima-inibidor e,finalmente,a con-
centragao do tetracetato de rédio (II) no estado de equili

brio.

As demais alternativas gréaficas ndo foram utilizadas,
tendo em vista os resultados obtidos,que serao discutidos

no setor correspondente (item 3.5.1).
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2.2.9.2-DETERMINACAO DA ESTEQUIOMETRIA ENZIMA-INIBIDOR
POR VIA ANALITICA

No sequndo método para determinar a relacao este-
quiométrica enzima-inibidor,empregou-se a técnica de
precipitagao prot€ica com o dcido tricloroacético (TCA)
e posterior determinagéo espectrofotométrica da concen
tragao de tetracetato de r6dio (II) remanescente no 1i

quido apbs centrifugacao do precipitado solido.

Foram misturados,até& completa inativacao,volumes
iguais de papaina 4,07 . 107° M e tetracetato de rddio

(ID) 2,65 + 10 2

Adicionaram-se 4 ml de TCA 1 M a 1 ml da mistura
preparada,precipitando o complexo protéico durante 3
horas de incubacao.

O sistema foi entado centrifugado a 8000 RPM por

10 minutos,coletando-se o sobrenadante.

A concentragao de Rhp(0CMe)s no liguido obtido
foi determinada medindo-se a absorbancia a 585 nm (item
2n2.7).c

Por diferenca e considerando as diluigoes ocorri-
das chegou-se & concentracgao de inibidor consumida na

complexagao com a concentracao conhecida de papaina.

O &cido tricloroacético nao absorve no comprimen-—
to de onda de 585 nm.
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2.2.10 - REATIVACAO DA PAPAINA

Uma solugao de papaina,totalmente inativada com
tetracetato de rodio (II),foi incubada com diversos
agentes quelantes,a saber: EDTA,BAL,DTT,mercaptoetanol,
acetilacetona e 1,l10-fenantrolina a fim de verificar

a reversibilidade do processo de inibicao.

Os experimentos foram todos realizados a 379C e a
solucdo de papaina 6.10°°M foiinativada com Rh, (02CMe) 4

de concentracao 1.107° M.

As concentragdes empregadas de cada reativador ,

3 - . -
M foram incubadas

1guais ou superiores a 1.10
com a sc’ugao inativada por tempos de 15,30,60,90 e
120 minutos,apds os quais,mediu-se a atividade da enzi

ma com BAEE 0,06 M,

Foi determinada a atividade da papaina pura,l100%
ativada,nas mesmas condigoes das experiéncias de rea-
tivacao para cada concentracao de gquelante,com o pro-
pbsito de verificar possiveis alteracoes provocadas

pelo novo meio reacional.
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III - RESULTADOS

3.1 - DETERMINACAO DOS PARAMETROS CINETICOS

3.1.1 - Curva de Substrato

A acado catalitica da papaina obedece a cinética
de Henri-Michaelis-Menten de saturacdo hiperbdlica em

cada uma das temperaturas estudadas (Figura 14).

Foram tracadas também as curvas obtidas apds a
inativacao com tetracetato de ro6dio (II) , observando-se
semelhante tipo de comportamento,conforme mostram as fi-
guras 15,16,17,18,19 e 20 .

15°C [pop. 6.0-16° M)
22°C | pap. 2:.5-1:-{:-1?
27°C pop. 6.36-10°M}
L0°C (pap. 6,22-10°M)

atividade (ml NaOH 001 - min™1)
S

s DO O

o 4 2 3 4 5 3
[BAEE]-10°M

FIGURA 14-VARIAGCAO DA ATIVIDADE DA PAPAINA COM A CONCEN-
TRACAO DE BAEE EM DIFERENTES TEMPERATURAS.

As curvas correspondentes as temperaturas de 33 e 37 °C
apresentam valores muito proximos e situados entre os
obtidos para 27 e 40 oC e sdo apresentados nas figuras
18 e 19. w
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FIGURA 15 - VARIACAO DA ATIVIDADE DA PAPAINA COM A CONCENTRA-
CRO DE BAEE A 15 ©C EM PRESENCA DE DIVERSAS CON-
CENTRACOES DE INIBIDOR: pH=6,2 ; I=0,3(NacCl)
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FIGURA 16 - VARIACAO DA ATIVIDADE DA PEPAINA COM A CON-

CENTRACAO DE BAEE A 22 9C EM PRESENCA DE
DIVERSAS CONCENTRACOES DE INIBIDOR; pH=6,2;
I=0,3 (NaCl).
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FIGURA 17 - VARIAGCAO DA ATIVIDADE DA PAPAINA COM A CONCENTRACAO DE BAEE A
27 ©C EM PRESENCA DE DIVERSAS CONCENTRAGOES DE INIBIDOR;pH=6,2;
I=0,3 (NaCl).

Z9



© papaina 7,45-105M
8 pap.+ [ha{OAc)L] 6-10°M
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FIGURA 18 - VARIACAO DA ATIVIDADE DA PAPAINA COM A CON-
CENTRACAO DE BAEE A 33 ©C EM PRESENCA DE
DIVERSAS CONCENTRACOES DE INIBIDOR; pH=6,2;
I=0,3 (NaCl).
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FIGURA 19 -

VARIACAO DA ATIVIDADE DA PAPAINA COM A CON-
CENTRACAO DE BAEE A 37 °2C EM PRESENCA DE
DIVERSAS CONCENTRACOES DE INIBIDOR; pH=6,2;
I=0,3 (NaCl).
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FIGURA 20 -

VARIACAO DA ATIVIDADE DA PAPAINA COM A CON
CENTRACAO DE BAEE A 40 9C EM PRESENCA DE
DIVERSAS CONCENTRACOES DE INIBIDOR; pH=6,2
I=0,3 (NaCl).
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3.1.2. - DETERMINACAO DE Ky , Vmax. E Kecat.

Os valores obtidos para a constante de Henri-Micha
elis-Menten (Kp),para a velocidade maxima (Vy) e para a cons
tante catalitica (kgzt) do processo sao mostradas na Tab .5.
As determinacbes foram feitas pelos métodos graficos 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 tempe

raturas estudadas.

A constante catalitica de primeira ordem (keqat) da
reacdo fo: calculada,a cada temperatura,através da expres
sao:

kKcat. = Vmax. / [Ee]

Nessa expressao,Vpizx. € a velocidade maxima do pro

cesso e [E.] € a concentracdo inicial da enzima.

Pelos mesmos métodos citados e expressando os re-
sultados nos mesmos graficos,determinou-se o tipo de ini
bicdo da papaina por tetracetato de rédio (II) e o valor

da constante de inibicao (Kj),conforme o item 3.2.

Os resultados graficos dos trés métodos aplicados
indicaram um processo de inibigdo classificado como COM
PETITIVO,no qual o inibidor e o substratc ligam-se no

mesmo sitio da enzima.

Constatou-se que o carater competitivo da inibi-

¢do mantém-se nas seis temperaturas estudadas.



= o |
Constante de Michaelis -K, (M) Velocidade M:Txima-\’ma-x (meq.ml L omin ]J Constante tatalitice kcat Qtin )
lLineweaver- Eadie- g Lineweaver Eadie- ] o Lineweaver Eadie- -2

Tertp. Burk b fabam Hanes Media Buirk befetas Hanes Media Riirk Mo Papan Hanes Media

15°C | 1,60.107%}1,66.107%1,70.107% 1,65.10°9 5.09.107% 4,89.10"% 4,73.107] 4,90.16Y 79,55 | 76,41 |73,01 76,62
<3 =) =3 4 1 1 4

22*c |2,08.10 “2,50.10 “(2,20.10 | 2,26.10“) 5,78.10" | 6,14.10" | 5,59.10" | 5,84.10 77,58 82,42 75,03 78,34
-2 2 -2 o0 -4 % 4 -4

27°c |2,22.107%|2,50.107%{ 2,50.1074 2,41.10% | 7,12.1079 7.60.10" | 7,75.18% |7.49.10"% 111,95 118,95 [121,83 |117,57
<2 -2 =2 2 -4 N -4 i

339C |2,70.107%|2,50.107% 2,60.107% 2,60.10% | 6,46.10"%4 5,96.15% |5,78.10"% |6,07.10 86,71 80,00 77,58 81,43

379C |3,45.107%|3,80.107% 3,45.107% 3,56.10% | 6.85.107% 6,76.10" |6 ,98.107* 6.86.10~ 137,00 | 135,30 [139,57 |137,29
=2 2 -2 -2 -3 -4 3 3

40°C |3,85.107“3,80.107%| 3,70.107% 3,78.10° [1,09.107° jo,57.10"" {1,09.1073 [1,04.10"f 175,24 | 153,86 [176.,28 l158.46

TABELA 5 - PARAMETROS CINETICOS DA PAPAINA EM DIFERENTES TEMPERATURAS.
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© papaina 6,40-10°M
. 8 pap. + [Rhy(0Ac),) 3-10*M
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FIGURA 21 - METODO GRAFICO DE LINEWEAVER-BURK A 15 ©oC ; pH=6,2 ; I=0,3(NaCl).

r r

Observacdo: Velocidade expressa em unidades arbitrarias (ml de NaOH 0,01N . min—1).
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FIGURA 22 - METODO GRAFICO DE LINEWEAVER-BURK A 22 °C ; pH=6,2 ; I=0,3 (NaCl).

Observacido: Velocidade expressa em unidades arbitrarias (ml de NaOH 0,01N . min~=1).
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@ papaina 6,36 Wty
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FIGURA 23 - METODO GRAFICO DE LINEWEAVER-BURK A 27 oC ; pH=6,2 ; I=0,3 (NaCl).

Observacao: Velocidade expressa em unidades arbitrarias (ml de NaOH 0,01N . min—1).
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o papaina 7,45-10°M 20t
© pap. + [Rhy(0AC),16- 10°M
A " 3-10% M
15
T—"‘
D
)
S}
. ¥ 14
3]
hS,
@
Z
5
-40 30 -20 10 0 10 20 30 40

[BAEE [ M!
FIGURA 24 - METODO GRAFICO DE LINEWEAVER-BURK A 33 oC s pH=6,2 ; I=0,3 (NaCl).

Observacdo: Velocidade expressa em unidades arbitrarias(ml NaOH 0,01N . min=1).
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: [BAEE] M

FIGURA 25 - METODO GRAFICO DE LINEWEAVER-BURK A 37 oC ;
pH = 632 3 I = 0,3 (Na€Gl}).

Observacgdo: Velocidade expressa em unidades arbitrarias
(ml de NaOH 0,01N . min~1).
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(velocidade)

© papaina 6,22-168M
B pap. + IRh2[OAc}L] L - 105M
r I T 8- 10%M

0 30 20 0 0 10 20 30 40 5 6 70 8 % K0
[BAEE]' M
FIGURA 26 - METODO GR_AFICO DE LINEWEAVER-BURK A 40 ¢eC ;
pH = 6,2 ; I = 0,3 (NaCl).

Observacao: Velocidade expressa em unidades arbitrarias
(ml de NaOH 0,01N . min~1).



© papaina 6,40-106M
® pap. + [Ry0AC),] 3-16" M
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FIGURA 27 - METODO GRAFICO DE EADIE-HOFSTEE A 15 9C ;
pH =6,2 ; I =0,3 (NaCl).

Observacdo: Velocidade expressa em unidades arbitra-
rias (ml NaOH 0,01N . min—1).
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e papaina 7,45-10 &M
o pﬂp.+{Rh210Ac]4]6D-1ﬁL M
6l N " 15-10° M

velocidade
[BAEE ]

-

s L

C 0.1 02 03

velocidade
FIGURA 28 - METODO GRAFICO DE EADIE-HOFSTEE A 22 ©C ;
pH = 6,2 ; I = 0,3 (NaCl).

Observacdo: Velocidade expressa em unidades arbitra-
rias (ml de NaOH 0,01N . min~1l).



velocidade

[(BAEE]

10t

24

o papalna f5,36—10_6 M
o pap. + [Rhy{0AC )] 1-10°M

Observacao: Velocidade expressa em unidades arbitrarias (ml NaOH 0,01N . min—1).

0.1

0.2

o T 3.10° M
x n 5.10° M
5
A n 8.10° M
[*)
O
0.3 0,4

velocidade
FIGURA 29 - METODO GRAFICO DE EADIE-HOFSTEE A 27 9C ; pH=6,2 ; I=0,3 (NaCl).
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© papaina 745-10° M

& pap. + [Rhyl0AC),] 6137 M
6 & ! 1-10%M
. " 3-1G%M

velocidade
[BAEE |

0 0,1 02 0,3 0k
velocidade

FIGURA 30 - METODO GRAFICO DE EADIE-HOFSTEE A 33 ©C ;
pH =6,2 ; I =0,3 (NaCl).

Observacao: Velocidade expressa em unidades arbitra-
rias (ml de NaOH 0,01N . min—1).
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© papaina 5,00+ 10°° M
1} © pap. + [Rh,(0AC),] 5- 167 M
PN " 9-165M
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- velocidade

FIGURA 31 - METODO GRAFICO DE EADIE-HOFSTEE A 37 oC ;
pPH = 6,2 ; I = 0,3 (NaCl).

Observacao: Velocidade expressa em unidades arbitra-
rias (ml de NaOH 0,01N . min~1).



o papaina 6,22-10—6 M
16} @ pap.+ [ha(OAclL] 4-105M
A " 8- 10%M
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FIGURA 32 - METODO GRAFICO DE EADIE-HOFSTEE A 40 °C ; pH=6,2 ; I=0,3 (NaCl).

Observacao: Velocidade expressa em unidades arbitrarias (ml NaOH 0,0I1N . min~1).
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P e papaina 6,40-10°M
"l’c
@ pap.+ [Rh.ZIOAc}I'I 3-10'M

A 0 6 10" M

FIGURA 33 - METODO GRAFICO DE HANES A 15 oC

Observacdo: Velocidade expressa em unidades arbitrarias (ml NaOH 0,01N . min-1).
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0,3

(NaCl) .

[BAEE ] -10°M
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© popaina 745-10° M g 1,0

@ pap + [Rh,(0AC), ] 6,0 10"M M
a " 15 10°M a8

06f

-2:!'. -—2'2 —210 -;B_ -16 A =12 -1 -8 -8 -l -2 0 2 &L 6
[BAEE ] 102 M

FIGURA 34 - METODO GRAFICO DE HANES A 22 oC ; pH = 6,2 ; I = 0,3 (NaCl).

Observacao: Velocidade expressa em unidades arbitrarias (ml de NaOH 0,01N . min-1).
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0.5 © papalna 6,36-10°6 M g

05l B pap.+ [Rhy(0AC), 13-10° M
Q‘g ’ a pap+[RhﬁOAch]8405M
Q% g,

8
[BAEE]-D?M

FIGURA 35 - METODO GRAFICO DE HANES A 27 ¢oC ; PH
I =20,3 (NaCl).

= 6,2 3

Observacdo: Velocidade expressa em unidades arbitrarias
(ml de NaOH 0,01N . min~1).




o papaina 7.45-1078 M
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FIGURA 36 - METODO GRAFICO DE HANES A 33 2C ; pH =6,2 ; I = 0,3 (NaCl) .

Observacdo: Velocidade expressa em unidades arbitrarias (ml NaOH 0,01N . min=1).
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FIGURA 37 - METODO GRAFICO DE HANES A 37 9C ; pH=6,2 ; I=0,3 (NaCl).

Observacdo: Velocidade expressa em unidades arbitrarias(ml NaOH 0,01N.min~1).
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a " 8-10°M ulg
(@]
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23] 84
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FIGURA 38 - METODO GRAFICO DE HANES A 40 oC ; pH = 6,2 ; I = 0,3 (NaCl).

Observacao:Velocidade expressa em unidades arbitrarias (ml NaOH 0,01N . min~—1).

G8



atividade (%)

100

[&)]
(@]

3.1.3 - DETERMINACAO DAS CONSTANTES DE VELOCIDADE E DA
ENERGIA DE ATIVACAO DO PROCESSO DE INIBICAO

A intensidade da inibic¢do da papaina por tetrace-
tato de rodio (II) depende do tempo de incubacao da
enzima com o inibidor,da concentracao do Rh)(OAc)4 e
da temperatura (Figuras 39,40,41,42,43 e 44).

0 processo'inibitério & lento,sendo necessario ,
conforme a concentracao de inibidor e a temperatura ,
um periodo de até trés horas para que o sistema alcan-
ce o estado de equilibrio,situacdo ilustrada nos grafi

cos das figuras 39 a 44 ja& mencionadas.
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FIGURA 39 - INATIVACAO DA PAPAINA POR DIFERENTES CONCEN-
TRAGCOES DE Rhy(OAc)4 A 15 ©oC; pH=6,2; I=0,3.

[Rhy(0Ac],] © 8,0-10“ M
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FIGURA 40 - INATIVACAZO DA PAPAINA POR DIFERENTES CONCEN-
TRACOES DE Rhj(OAc)4 A 22 9C; pH=6,2; I=0,3

Observacao: Conforme se mostra no grafico,a concentracao
1,0.10"4 M de Rhy(OAc)4 ndo causou inibicdo
na papaina nos tempos estudados,sobrepondo-se ao contro-

le feito com a enzima pura durante a experiencia.




atividade(e,)

88

100 % *
o e
4 -
% -
587 [Rh,{0AC), ]
6 1-10°M
-5
G 310 M
-5
* 510 M
s 8107°M
; e
% pcpaing 2 110 M
0 30 60 0 120 —
tempo (min)

FIGURA 41 - INATIVACAO DA PAPAINA POR DIFERENTES CONCEN-
TRACOES DE Rhj(OAc)4 A 27 9C; pH=6,2; I=0,3.
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FIGURA 42 - INATIVACAO DA PAPAINA POR DIFERENTES CONCEN-
TRACOES DE Rhy(OAc)4 A 33 oC; pH=6,2; I=0,3.
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FIGURA 43 - INATIVACAO DA PAPAINA POR DIFERENTES CONCEN-
TRACOES DE Rhjy(OAc)4 A 37 oC; pH=6,2; I=0,3.
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FIGURA 44 - INATIVACAO DA PAPAINA POR DIFERENTES CONCEN-
TRACOES DE Rhj(OAc)4 A 40 ©C; pH=6,2; I=0,3.
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O estudo cinético da inibicao da papaina por tetra-
cetato de rodio (II) indica uma provavel reacao de pseu-
do-primeira ordem em relacdo a concentracdo de enzima ,
quando na presenca de um excesso aproximadamente cem ve-
zes maior de inibidor.

Nessas condicOes,as constantes de velocidade da rea
cdo de inativacao,a cada temperatura,podem ser determina
das pela expressao :

k = (1/t)1n CEs/ CEg

onde k = constante de velocidade da reacac de inibicao.

t = tempo de reacéo.

L
03]
o

]

concentracdo inicial de papaina.

(@]
1
]

concentracao de papaina apos um tempo "t"

de reacao.

Através da atividade percentual da papaina,medida em
diversos tempos de reacao (figuras de n? 39 a 44) podemos
obter a concentracao de enzima ainda ativa (Cg ) naquele
ponto.

Os valores das constantes de velocidade da reacao de
inibicdc nas varias temperaturas estudadas s3o fornecidos

na Tebela 6,junto com os respectivos periodos de meiez-vida.

i CONSTANTE DE VELOCIDADE MEIA-VIDA (min)
k ( min—1) T1/2=(1n2) /k
15 oC 0,0336 = 0,0044 20,63 *2,71
22 oC 0,0359 £ 0,0050 19,31 £2,65
27 °C 0,0362 £ 0,0061 19,15 #2,55
33 oC 0,0366 * 0,0038 18,94 £2,78
37 oC (0,0425) (16,31)
40 oC (0,0555) (12,49)

TABELA 6 - CONSTANTES DE VELOCIDADE DA REACAO DE INIBICAO
DA PAPAINA POR Rh2(OAc)4 EM VARIAS TEMPERATURAS.
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Nas temperaturas de 37 2C e 40 2C,as concentragoes
de tetracetato de rodio (II) utilizadas nao correspon-
dem a um excesso cem vezes superior a concentracao enzi
matica.Nesses casos,conforme se vera a seguir,a reacao

ndo se comporta como de pseudo-primeira ordem.

Quantitativamente,a constante de velocidade (k)de
uma reacao esta relacionada com a energia de ativacao
(Ez) do processo e com a temperatura absoluta (T) do

sistema pela conhecida equacao de Arrhenius:

k =A4A. e—Ea/RT

ou na forma logaritmada:

ln k = ~E3/RT + 1n A

onde "A" & a constante denominada "fator de frequéencia".

A relacao grafica entre ln k e 1/T e linear e
permite a determinacdo da energia de ativacgao da reagao,

conforme demonstrado pela Figura 45,

-32F i
2 - 0,844
1 r =0,919
.___,_/'_l A N N . e
32 33 34 4 -1
11T7-10°(K)

FIGURA 45 - DETERMINACAO DA ENERGIA DE ATIVACAO DA REA-
CAO DE INIBIGCAO DA PAPAINA POR Rhj(OAc)g4 .

#

23
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Nas temperaturas de 37 2C e 40 29C ocorrem grandes
desvios da linearidade,pois,conforme ja foi mencionado,
a concentracdo de inibidor empregada ndo corresponde ao
excesso necessario para considerar uma pseudo-primeira

ordem de reacao.Estes pontos ndo foram representados na
figura no 45. '

A energia de ativacgado determinada pelo grafico da

figura n9 45 tem o valor abaixo citado:

Eq = + 823,4 cal
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3.2 - DETERMINACAO DAS CONSTANTES DE INIBICAO

As constantes de inibigao (Kj) da papaina inativa
da por tetracetato de rodio (II) foram determinadas,nas
varias temperaturas empregadas,utilizando-se os métodos
j& citacos de LINEWEAVER-BURK , EADIE-HOFSTEE e HANES .

Considerando que os resultados dos trés métodos
apontaram para uma inibigéo competitiva, foi possivel de
terminar os valores das constantes de inibigao,a cada

temperatura,pela expressao:
Km(ap) = Km ( 1+ Lzl 7 =y
onde: Km(apl corresponde ao aumento aparente da constan-
te de Henri-Michaelis-Mentem originado pela
inibicao.

[I] & a concentragcao de Rhj(03CMels (Hp0)2 .

Os valores encontrados sao fornecidos na tabela 7.



CONSTANTE DE
TEMPERATURA INIBICEO (K;) x 10-3
15 oC 6,54 % 0,16
22 9C + 8,90 + 1,48
27 eC 10,20 * 2,40
33 oC 11,90 * 3,00
37 oC 13,60 * 3,10
40 °C 2,16 = 0,31

TABELA 7 - CONSTANTES DE
COM Rhjy (OAc) 4
RATURAS.

INIBICEZO DA PAPAINA
EM DIFERENTES TEMPE
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3.3 - DETERMINAGAO DOS PARAMETROS TERMODINAMICOS AGe',
AHO' E  Ago!

Através das constantes de inibicao(item 3.2) foram
determinados os valores médios da entalpia ( AHO'), da
entropia ( AS°9') e da energia livre ( AG®') do proces-

so de inativacao da papaina por tetracetato de rddio(II).

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

tada as caracteristicas da inibigao:

In 1/ K; = -(aBe' / R T) + AS°'/R (1)

O grau de inibigao (ln 1/K;) apresentou boa corre-
lacao linear com o inverso da temperatura absoluta,con-
forme mostrado no grafico da figura 46 exceto na tempe-

ratura de 40 <2C.
Os parametros termodinamicos AGR' e AS?' envolvidos

na inativacao foram determinados a partir das equacoes

fundamentais :

AGO' = RT 11Kj (2)

AGo'! AHO' - T Age' (3}

A constante de inibigao (Kj) que aparece nas equagoes
1l e 2,vale lembrar,corresponde ao inverso da constante de
equilibrio da reacao,pois o processo tratou da complexacao
do tetracetato de rodio (II) com as bases de Lewis da pa-

paina.

Os resultados encontrados sao mostrados na tabela 8.



In 1/K;

10T
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FIGURA 46 - DETERMINACZO DOS PARAMETROS TERMODINAMICOS
DA INTBICAO DA PAPAINA POR Rhj (OAc) 4

O grafico indica uma variacdo de entalpia média

cujo valor & citado abaixo:

AHO' (média) = - 5,69 kcal
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TEMPERATURA AGe' (kcal) ASQ' (cal.k-1l)
15 oC - 5,51 - 0,60
22 oC - 5,47 - 0,74
27 oC - 5,48 - 0,69
33 oC - 5,49 - 0,63
37 oC - 5,48 - 0,65
40 oC - 6,68 + 3,18

TABELA 8 - PARAMETROS TERMODINAMICOS DA INIBICAO DA PAPAI
NA POR TETRACETATO DE RODIO (II).

3.4 - INFLUENCIA DA FORCA IONICA DO MEIO REACIONAL

A atividade da papaina inibida por Rhg(OAc)4 (H20) >
nao sofreu nenhuma variacdo guando medida em meios rea-

cionais com forgas ionicas variando de 0,1 a 0,4.

3.5 - DETERMINACAO DA RELACEZO ENTRE O NUMERO DE MOLECULAS
DE Rhp(0OAc)4 E O NOMERO DE MOLECULAS DE PAPAINA

3.5.1 = METODO GRAFICO

Através do método grafico de Scatchard (item 2 209)
fol estabelecida uma relacdo estequiométrica do tipo 1:1,
isto &,cada molécula protéica foi inibida por uma molécula
de tetracetato de rodio (II) nas temperaturas de 15, 27 e
37 9C. As Tabelas 9,10 e 11 apresentam os dados utilizados
na construcao dos graficos correspondentes a&s Figuras 47 ,
48,49,50,51 e 52.

3.5.2 - PRECIPITACAO COM ACIDO TRICLOROACETICO

Foi obtida uma relacaoc entre o ntmero de moléculas
de papaina e o numero de moléculas de Rhy(OAc)s variando
de 1 : 1,1 a 1 : 1,3. A precisao do método e a adsorcao
do inibidor livre sobre o precipitado formado justificam a
variacao dos resultados encontrados. Verificou-se também
que o TCA provoca uma alteracdo de aproximadamente 10% na
absorbancia do tetracetato de rodio (II),provavelmente por
substituicdao de grupos acetatos,tal como ocorre com CF3CO3H
(BEAR e cod1.,1971).
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[papainal toral = 5,32.107°% M (K Y = 6,54.107°
[Rh, (0Ac) ;] total 1,5.10"> M | 4,5.10"° M | 7,0.10"> M |1,5.10~4 M |[8,0.10"4 M
Ativ.pap.equil. 1 58,8 % 50,0 % 29,4 % 11:8 % 5,9 %
r 0,164 0,393 0,503 0,689 0,924
1/z 6,109 2,546 1,988 1,451 1,082
[Rh, (0Ac) ;] eq 1,28.10"5M | 4,23.10"5M | 6,62.10"5M | 1,45.10-9M |7,95.10~4M
1/ [Rhp (OAC) 4] eq 78125,0M~1 | 23618,3M~1 | 15105,7M"1 6881, 9M~1 1257,9M~1
r/[Rhp (0Ac) 4] eq 12812,5M~1 9290, 8M~ 1 7598, 2M~1 4751, 7M1 1162,3M~1

TABELA 9 - DADOS PARA A DETERMINACAO DA RELACAO ENTRE O N2 DE MOLECULAS DE Rhjp(OAc) 4

E O N° DE MOLECULAS DE PAPAINA A 15 °oC.

n ey

Observacao: "r'" =

parametro definido como "fracdo de saturacao dos sitios da enzima".
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[papainal total = 6,36.1076 M (R = 1,02.10~4
[Rh (OAc) 4] total 1,0.1074 M 8,0.1079 M 5,0.1075 M 3,0.107> M 1,0.1;:5 é_:j
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
[Rhp (OAC) 4] eq 9,76.1075M 7,77.1075M 4,86.10"°M 2,88.10;5M 9,14.10-5M
1/ [Rhp (OAc) 4] eq 10245, 9M"1 12872,5M"1 20593,1Mm~1 34732,4M"1 | 109468,6M~1
r/[Rhy (OAc) 4] eq 5010,2M"1 5559 ,8M~ 1 6646,1M"1 7638,8M~1 8971,5M~1

TABELA 10 - DADOS PARA A DETERMINACAO DA RELACAO ENTRE O NUMERO DE MOLECULAS DE Rhj(OAc)4
E 0 NOMERO DE MOLECULAS DE PAPAINA A 27 ¢C.

Observacao: "r" =

parametro definido como a "frag¢ao de saturac¢do dos sitios da enzima".
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[papaina]tota1=5,0.10“6 M (5,47.10"6 M para [I]iotal=2 e 3.1075M) <Kj> = 1,36.10~4
[Rhy)0Ac) 4] total 2,0.1075 M 3,0.107°> M 4,0.107° M 5,0.1079 M 7,0.1075 M
Ativ.pap.equil. 82,1 % 76,0 % 73,7 2 65,4 % 61,5 %

r 0,122 0,174 0,221 0,262 0,333

1/r 8,158 5,738 4,514 3,816 2,997
[Rh (OAc) 4] eq 1,90.10"°M 2,87.1075%M 3,87.10"5M 4,83.10"°M 6,81.10"°M
1/ [Rhp (0Ac) 4l eq 52573 8M~1 74858, 9M~1 25839,8M~1 20716,8M~1 14689,7M~1
r/[Rhp (0Ac) 4l eq 6421, 0M"1 6062, 7M1 5710,6M"1 5424,4M~1 4889 ,8M~1

TABELA 11 - DADOS PARA A DETERMINACAO DA RELAGAO ENTRE O NOMERO DE MOLECULAS DE Rhy (OAc) 4

E 0 NOMERO DE MOLECULAS DE PAPAINA A 37 <C.

Observacao:"r

= parametro definido como a

"o

acao de saturacao dos sitios da enzima".
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FIGURA 47 - DETERMINACAO DA RELAGCAO ENTRE O NOMERO DE MOLE-
CULAS DE Rh2(OAc)y E O NOMERO DE MOLECULAS DE

PAPAINA A 15 ©C (METODO DE SCATCHARD).

Observagao:"r" = fracdo de saturacdo dos sitios da papaina.
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FIGURA 48 - DETERMINACAO GRAFICA DA RELACAO ENTRE O NUME
RO DE MOLECULAS DE Rhp (OAc) 4 E O NOUMERO DE

MOLECULAS DE PAPAINA A 15 ©C (METODO DE SCATCHARD).

Observacao: "r" = fracao de saturacao dos sitios da papal
na.
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TR A N ') 80 1601‘31230
[Rhp(0Ac),]- 107 M

-]

FIGURA 49 - DETERMINAGAO GRAFICA DA RELACAO ENTRE O NOMERO
DE MOLECULAS DE Rh,(OAc), E O NOMERO DE MOLECU
LAS DE PAPAINA A 27 oC (METODO DE SCATCHARD) .

Observacao: "r" = fracdo de saturacido dos sitios da papaina.
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A " A

0 02 0,4 0,6 0,8 10

FIGURA 50 - DETERMINAGCAO GRAFICA DA RELACAO ENTRE O NOUME-

RO DE MOLECULAS DE Rhj(OAc)4 E O NOMERO  DE

MOLECULAS DE PAPAINA A 27 ©C (METODO DE
SCATCHARD) .

Observacado:"r" = fracdao de saturacao dos sitios da papaina.
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0 1.0 2I0 3.0 L.D ':';D BIO
A3
[Rh,{0AC), 1 - 10°M

FIGURA 51 - DETERMINACAO GRAFICA DA RELACAO ENTRE O
NOMERO DE MOLECULAS DE Rh2(OAc)gs E O

NOMERO DE MOLECULAS DE PAPAINA A 37 ¢oC
(METODO DE SCATCHARD) .

Observacao:"r" = fracdo de saturacao dos sitios da papaina.
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FIGURA 52 -

Observacao:

02 0.3 0.4 0,5 0,6 07 08 08 10
r

DETERMINACAO DA RELACAO ENTRE O N© DE MOLECULAS DE
Rhy (OAc)4 E O N2 DE MOLECULAS DE PAPAINA A 37 oC
(METODO DE SCATCHARD) .

"r" = fracdo de saturacao dos sitios da papaina.
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3.6 - DETERMINACAO DOS GRUPOS -SH DA PAPAINA INATIVADA

As medidas feitas pelo método de Ellman indicaram

a auséncia completa de grupos sulfidrila na papaina ina
tivada por tetracetato de rodio (II).

As figuras 53 e 54 mostram os resultados da croma-
tografia efetuada para selecionar as amostras de papaina

inibida isentas do excesso de Rhj(0CMe)4 nao-complexado.

Foram feitas duas experiéncias prévias de eluigédo
em cromatografia,respectivamente com papaina pura e com
tetracetato de rodio (II) a fim de determinar as absor-
bancias das amostras e compard-las com aquelas da sclu-
¢cdo de papaina inibida com Rhj(OAc)g4.

109



110

2,0 omlz (02CH0}4 (Hzo)z
m papaina
spapaina inibida
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FIGURA 53 - ABSORBANCIAS DO TETRACETATO DE RODIO (II),
DA PAPAINA E DA PAPAINA INIBIDA COM Rhj(OAc) 4
ELUIDOS COM AGUA BIDESTILADA DE UMA COLUNA DE SEPHADEX
G-25 FINE (15 X 1,5 cm) A 280 nm.



Absorbancia a 585 nm

0,2¢ © Rh, (0,CMe) 4 (H20) ,
m papaina
Apapaina inibida

78R VARBALEET
= ne do tubo

0123 &5%86

FIGURA 54 - ABSORBANCIAS A 585 nm DO TETRACETATO DE RODIO
(I1),DA PAPAINA E DA PAPAINA INIBIDA COM Rh, (02CMe)4
ELUIDOS COM AGUA BIDESTILADA DE UMA COLUNA DE SEPHADEX
G-25 FINE (15 X 1,5 cm).
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3.7 - REATIVAGCOES DA PAPAINA INIBIDA COM Rhj (O,CMe)4

Constatou-se que somente alguns complexantes eram ca-
pazes de restituir parte da atividade enzimitica a 379C,
num maximo de 50%,aproximadamente,do seu valor original e
no intervalo de tempo de 30-60 minutos de incubagao,decain
do posteriormente.

Os resultados obtidos sao mostrados na tabela 12 e nos
graficos das figuras 55,56 e57 .

Observou-se també&m gue nenhum dos reativadores altera-

va a atividade da papaina pura a 372C.

REATIVADOR ) RESULTADOS

Nao ocorreu reativagao com nenhuna concentragao

EDTA . -~
empregada em gualquer tempo de incubagao.

=

BAL(2,2 dimer- Reativagao maxima de 56,7% com concentragﬁo 5,0.10_L

capto lpropanaol)| molar apos incubagﬁo de 30 minutos.

)

~ ’ ¥ - i~ gt <
DTT(1,4dimer~ Feativagzo maxima de 50,0% com concentragaoc 5,C.10
capteoe,3-buta- molar apos incubagac de 30 minutos.
nodiol)
Orto-fenantro- | Néc ocorreu reativacgao com nenhuma concentracgao
lina empregada ern gqualquer tempo de incubagao.

Reativagéo maxima de 50,0% com concentragao 5,0.1C

Mercaptoetancl © . o - :
P molar apos incubagao de 30 minutos.

2

Acetilacetona llZzo ocorreu reativacao com nenhuma concentragao
empregada em qualquer temnpo de incubagao.

TABELA 12 - REATIVACOES DA PAPAINA INATIVADA COM Rhj(OAc)4 A
37 eC COM DIFERENTES AGENTES QUELANTES.
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FIGURA 55 - REATIVACAO DA PAPAINA(5,54.10-6 M)POR BAL

A 37 eg,
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FIGURA 56 - REATIVACAO DA PAPAINA(5,76.10-6 M)POR

A 37 eC.
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57 - REATIVACAO DA PAPAINA (6,44.10-6 M)POR
MERCAPTOETANOL A 37 9C.
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IV- DISCUSSADO

O presente estudo cinético e termodindmico da inibi-
cdo da enzima proteolitica papaina pelo tetracetato de ro-
dio (II) diaquo teve como objetivo o esclarecimento da in-

teragdo "in vitro" deste complexo com uma enzima tidlica.

Conforme mencionado na introducdao desse trabalho, a
atividade antitumoral e carcinostatica do Rhy(OAc) 4 (H20) 2
esta associada ao processo de inativacao de enzimas sulfi
drilicas existentes no metabolismo celular,através de um

mecanismo gue ainda permanece pouco conhecido.

O adequado conhecimento da estrutura e das proprie-
dades da papaina,uma enzima contendo o grupo sulfidrila
na regido do sitio ativo,ofereceu uma alternativa,inexplo
rada na literatura até o momento,para uma investigacdao mo
delar do processo inibitdrio causado pelo tetracetato de
rodio (II).

4.1 - PAREMETROS CINETICOS DA PAPAINA

Os valores obtidos para os parametros cinéticos Ky,
Vmax € keat (Tabela 5) relativos ao substrato BAEE
apresentam boa concordancia com os valores da literarura
(SMITH e PARKER, 1958 ; WHITAKER e BENDER,1965). Pequenas
diferencas podem ser justificadas pelas condicdes do meio
reacional : pH,natureza-do tampao,temperatura e forga io-

nica.

A obtencd@o desses valores foi feita pela média dos
resultados dos trés métodos graficos empregados : HANES,
LINEWEAVER-BURK e EADIE-HOFSTEE,admitindo igual confiabi
lidade a cada um.
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4.2 - CARACTERISTICAS DA INIBIGAO

A inibicdo da papaina por tetracetato de rodio (II)po-
de ser classificada como um processo competitivo,de acordo
com os resultados graficos dos trés métodos utilizados e mos
trados nas figuras de n? 21 a 38. Esse carater competitivo

mantém-se nas seis temperaturas estudadas.

A energia de ativacdo da reacdo da papaina com o comple
X0 Rhp (OAc) 4 (H20) o foi determinada em condigbOes onde ha uma
cinética de pseudo-primeira ordem e apresenta um valor rela-
tivamente baixo,correspondendo,essencialmente,a energia ne-
cessaria para a ruptura das ligacOes axiais entre as duas mo

léculas de adgua e o centro intermetdlico Rh-Rh.

O periodc de meia-vida da inativacdo,determinado para
as condicdes citadas anteriormente,aproxima-se de vinte minu
tos,tempo justificado pelas caracteristicas estereoquimicas

da inibicdo,que serdo discutidas mais adiante.

Através dos resultados experimentais obtidos em nosso
trabalho,consubstanciados com os dados da literatura,reuni-
mos varias evidéncias que permitem considerar a inativacao
da papaina pelo tetracetato de rdédio (II) como um processo
de fixacao de uma Unica molécula do complexo na regido do
sitio ativo da enzima,especificamente ligada ac &tomo de en
xofre desprotonado do grupo sulfidrila da Cis-25 e ao atomo

de nitrogénio-Nj do grupo imidazol da His-159 (Figura 58).

Estas evidencias sao enumeradas a seguir

1) A inibicao competitiva corresponde a uma situacdo na
qual o inibidor e o substrato ligam-se no mesmo sitio da
enzima. Conforme mencionado no item 1.3.3.3,0 sitio ativo
da papaina contém o grupo -SH livre do residuo de Cis-25
a uma distancia de 0,34 nm do atomo de nitrogénio-Nj do

grupo imidazol do residuo de His-159 (Figura 10-b).

Esses grupos citados,segundo ALLEN e col. (1978), estao
essencialmente envolvidos no mecanismo de acdo da papaina
sobre um substrato éster como o BAEE,conforme & mostrado
na figura 13 . Assim,os mesmos referidos grupos devem
também participar do mecanismo de inibigdo da proteina pe
lo tetracetato de roédio (II).
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FIGURA 58 - PROVAVEL SITUACAO PARA A COMPLEXACAO DO
TETRACETATO DE RODIO (II) NO SITIO ATI-
VO DA PAPAINA ,SEGUNDO ESTE TRABALHO.



2) Apds a completa inibicdo da enzima com o tetracetato de
rédio (II) ndo resta nenhum grupo -SH livre (item 3.6),
indicando o envolvimento da sulfidrila no processo inibitd

rio.

3) A reativacado parcial da papaina inativada com o comple-
x0 Rhy (OAc)4 foi possivel somente com agentes quelantes
sulfidrilicos (item 3.7),demonstrando a grande afinidade

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

4) A inativacdo enzimidtica ocorre na proporgao de uma mo-
lécula do complexo Rhp(OAc)4 para cada molécula de pa-
paina (item 3.5),fato que pode ser explicado,entre outros
aspectos,pelas dimensdes da regido envolvida do sitio ati
vo da enzima (0,34 nm,conforme a figura 10-b)e pelas di-
mensoes do carboxilato de rodio (0,238 nm,conforme a Ta-
bela 2 ),considerando,no Gltimo caso,a distancia Rh-Rh e

admitindo ligagdo através das posigOes axiais.

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

Rhp (OAc) 4, a presenca de um ligante axial do tipo H20
(fraco 6-doador e fraco T-receptor) origina uma fraca 1li
gacao com o centro intermetédlico e permite,neste caso ,
uma ligacdo Rh-Rh curta e muito forte.

A substituicao da agua por grupos ligantes axiais por
tadores de atomos de enxofre (como o -SH da Cis-25)ou ni
trogénio (como o N3 do grupo imidazol da His-159) enfra-
quece a ligacdo metal-metal,enquanto,ao contrario,inten
sifica a ligacao 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 regido do sitio ativo da papaina.

6) HOWARD et al.(l1l977)relataram a agao antitumoral e car
cinostatica dos carboxilatos de rodio (II) e interpre
taram o efeito através de um mecanismo de inibicao da
sintese de DNA e de proteinas nas células do tumor. Gru-
pos contendo dtomos de nitrogénio e grupos sulfidrilicos
existentes nos substratos orgdnicos seriam possiveis si-

tios ligantes.
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RAINEM e col. (1975) relataram a coordenacao dos carbo-
xilatos de rodio (II) ao nitrogénio do sistema 5'monofos-

fato de adenosina.

BEAR e DAS (1976) estudaram adutos de Rhjp(OAc)4 com
imidazol e histidina,enquanto AOKI e YAMAZAKI (1980) in-
vestigaram as estruturas dos adutos do tetracetato de ro
dio (II) com teofilina e cafeina,todos indicando ligacoes

com atomos de nitrogénio.

PNEUMATIKAKIS e PSAROULIS (1980) relataram interacoes
do complexo Rhp(OAc)4 com tioéter-aminoacidos efetuadas
atravées de uma ligacao axial com o enxofre. Relataram ,
também,uma coordenacdo axial bidenteada no tetracetato
de rodio (II) através dos atomos de enxofre e nitrogénio

desses ligantes.

7) O processo de inibic¢ao,a cada temperatura,depende do
tempo de incubacao da papaina com o tetracetato de
rodio (II) e também da concentragdo do inibidor ( item
3.1.2) ,sugerindo dificuldades estéricas no processo de
fixacdo do complexo no sitio ativo da enzima.Essas difi
culdades sdo compativeis com as consideracgbes anterio-
res : uma unica molécula de inibidor,volumosa,devidamen
te orientada e competindo por uma especifica regiao do

sitio ativo da proteina.

4.3 - PARAMETROS TERMODINAMICOS

O tetracetato de rédio (II) comporta-se como um
inibidor competitivo,ndo se alterando este carater em to

do o intervalo de temperatura investigado.

O grafico da Figura 46 ndo considerou os dados ob-

tidos na temperatura de 40 oC scujas coordenadas afastam-



se da linearidade encontrada para as outras temperaturas.
Interpretamos tal desvio como decorréncia de alteracglOes
na estrutura protéica capazes de modificar o processo de

inibicao nessa temperatura relativamente alta.

LINEWEAVER e SCHWIMMER (1941) observaram uma rapida
e irreversivel inativacdo da papaina acima de 40 2C e
pPH menor do que 4,0. No presente caso,mesmc mantendo-se
0 pH em torno de 6,0 ,nd3o estad excluida a possibilidade
de modificacoes na ﬁosigéo de alguns residuos de amino-
acidos. Este fato,embora n3o acarretando desnaturacao

da proteina,pode afetar a sua reatividade a 40 2C.

Obtiveram-se valores negativos para todos os parame
tros termodina@micos,o que leva a concluir que a energia
livre de inativacdo ( AGP'),isto &,a espontaneidade do
processo resulta unicamente da elevada contribuic¢ido en-
talpica ( AHQ' = -5,69 kcal).

A entalpia dessa reacao pode ser considerada como a

soma algébrica das seguintes parcelas

1) A retirada do proton do grupo sulfidrila previamente
a ligacdo do inibidor ao sitio ativo & um processo
endotermico ( AHZ' > 0) .

2) A saida das moléculas de agua unidas axialmente ao
centro Rh-Rh anteriormente a fixagao do tetracetato
sobre o enxofre da Cis-25 e sobre o nitrogénio da His-

159 € também um processo endotérmico ( AH%') 0).

3) Por fim,a complexacao do sistema intermetalico como
atomo de enxofre do grupo sulfidrila e com o atomo
de nitrogénio-Nj do grupo imidazol na regiao do sitio

ativo da papaina & altamente exotérmica ( AH%'( 0).

O resultado do balanco energéetico fornece um AHQ'
bastante negativo.

Por outro lado,a contribuicdo entrdOpica & negati-

va,o que pode ser interpretado pelos seguintes fatos :

1) O inibidor ndo tem carga elétrica liquida e,além dis

so,sua molécula apresenta uma hidrofobicidade super-
ficial,o gue garante sua nao-solvatacao no meio solven-
te.
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2) O processo de fixacao do tetracetato de rodio (II)so-

bre a enzima reduz a entropia translacional do siste-
ma em trés graus de liberdade,o que ainda €& posteriormen
te acentuado pela diminuicdo dos movimentos de fluxonali
dade dos residuos de aminoacidos da papaina proximos ao
sitio ativo em funcdo da entrada do inibidor no sulco gwe
o contém.

3) Um pequeno aumento de entropia & provocado pela passa

gem ao meio solvente do proton destacado do grupo -SH
da cisteina-25. Este acréscimo,entretanto,ndo chega a ter
valor apreciadvel,porquanto a formacdo do ion hidronio re

sulta em posterior organizacdo da agua em sua vizinhanca.

4) Ocorre também um pegueno aumento de entropia por modi
ficagdo no arranjo das moléculas de agua ao redor do
complexo Rhjp(OAc)4 previamente a sua ligacdo a enzima.Em
solu¢do aguosa,a molécula hidrofobica do complexo esta
envolvida por camadas de moléculas de agua,organizadas de
forma semelhante ao gelo. A fixacdo do tetracetato no si

tio ativo da papaina desorganiza esse arranjo.

Resumindo,o balanco entropico resulta em um ASQ'
negativo,representando um fator desfavoravel a espontanel
dade da reacdo de inativacdo enzimadtica,a qual & garanti

da pela elevada contribuicdo entalpica.

4.4 - INFLUENCIA DA FORCA IONICA

A inibicao da papaina por cations divalentes (LEO-
NARDI, 1988) esta relacionada com a forca idonica do meio
reacional. Estes cations,por serem espécies carregadas
eletricamente,tém sua agao inibitdoria bastante atenuada
com o aumento da forca idnica,por efeito da diminuigao

dos respectivos coeficientes de atividade.

Como a molécula do tetracetato de rdédio (II) nao
tem carga elétrica ligquida e & superficialmente hidrofo
bica,meios com diferentes forg¢as idnicas (variando de
0,1 até 0,4) ndo causaram alteracoes no processo de ini

bicao da papaina,conforme o esperado.



4.5 - REATIVACOES

A reativacao da enzima,tendo sido obtida exclusi
vamente com agentes quelantes tidolicos,consiste numa
importante evidéncia experimental da especificidade do
tetracetato de rodio (II) pelo grupo -SH,justificando
nossas interpretagoes anteriores a respeito do proces-

so de fixagdo desse complexo na papaina.

A necessidade de um tempo relativamente longo (30
a 60 minutos)para a incubagdo e de uma concentraciao re
lativamente alta de complexante sao fatores coerentes
com uma reagao que apresenta dificuldades em vista da
estereoquimica da inibicdo e da estabilidade da liga

cado inibidor-enzima.

O maximo valor de 50% de reativacao encontrado po
de ser correlacionado com uma possivel alteracao na es
trutura do sitio ativo da papaina verificada apbds a re
tirada do Rhj(0OAc)4 pelo complexante sulfidrilico. Es-
sa modificacdo estrutural irreversivel provocada pela
saida do tetracetato de ro6dio (II) acentua-se com O
tempo,como demonstra-a diminuicdo da atividade enzima-

tica depois de atingir seu valor maximo.

122



v

CONCLUSADO

A inibigdo da enzima tidlica papaina(E.C.3.4.22.2)

pelo complexo tetracetato de rodio (II) diaquo foi estu

dada sob o ponto de vista cinético e termodinamico,per-

mitindo a obtengdo das seguintes conclusbes :

1) A inibicdo é do tipo competitivo no intervalo de tem

2)

3)

4)

5)

peratura de 15 2C a 409C,conforme demonstram os méto

dos de Lineweaver-Burk,Eadie-Hofstee e Hanes.

O processo de inativacd3o estd correlacionado com a
temperatura do sistema,com a concentracao do tetrace
tato de ro6dio (II) diaguo e com o tempo de reacao,

sendo independente da forga idnica do meio reacional.

Somente uma molécula do complexo Rhj(OAc)4,devidamen
te orientada,fixa-se no sitio ativo da papaina,ligan
do-se axialmente ao &tomo de enxofre desprotonado do

grupo sulfidrila da Cis-25 de um lado e,no outro la-

do,ao atomo de nitrogénio-Nj do grupo imidazol da His-

159,provavelmente e em substituicdo das duas molécu-
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las de &gua.Nao hé& grupos -SH livres na enzima inativa.

A atividade da papalna apds completa inibicdo com o
tetracetato de rédio (II) é& recuperavel parcialmente,
num méximo de 50%,somente pela acdo de complexantes
sulfidrilicos e apbs tempos de reacdo compreendidos
entre 30 e 60 minutos. Essa atividade diminui com o
tempo, sugerindo provaveis alteracdes na estrutura do

sitio ativo da enzima apbs a retirada do Rhp(OAc) 4

A espontaneidade ( &G2'< 0) da reacao de complexacao
do tetracetato de rodio (II) diaquo com a papaina es
ta baseada no fator entdlpico ( AH?'< 0) do processo
de interacao do complexo com os ligantes do sitio

ativo da enzima e a subsequente formacao de ligacoes
mais estaveis,pois a contribuicdo entropica,conside-
rando a soma das varias etapas envolvidas,é desfavo-
ravel (As2'< 0).



VI - SUGESTOES PARA NOVOS TRABALHOS

O estudo da inibigdao da papaina com o complexo
tetracetato de rodio (II) diaquo poderia ser amplia
do através de andlises espectroscopicas adequadas ,
como,por exemplo,a espectroscopia Raman,inacessivel

durante a realizacao desta pesquisa.

Seria possivel,dessa forma,obter pormenores re
lativos ao processo de fixacao da molécula do com-
plexo Rhjy(OAc)4(H20)» na regiao do sitio ativo da

enzima.

Uma investigacdo cinética e termodind@mica seme
lhante para a interacdo da papaina com outros carbo
xilatos de rddio (II) (como,por exemplo:formiato,pro
pionato,butancato,etc.) permitiria um estudo compa-
rativo com o nosso trabalho,capaz de contribuir pa-
ra o fortalecimento eiou maior esclarecimento de

algumas de nossas conclusdes.
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VIIT -ABREVIATURAS

Ac = acetila, CH3CO-

BAEE = Ne-benzoil-L-arginina-etil-éster

BAL = 2,3-dimercapto l-propanol

DMF = dimetilformamida

DMSO = dimetilssulfoxido

DTNB = acido 5,5'-ditio bis,2-nitrobenzdico
Py = DL-ditiotreitol

E.C. = Enzyme Catalogue

EDTA = acido etilenodiaminotetracético

RSE = ressonancia de spin-elétron

I = forga idnica

{ I ]50 = concentracao de inibidor capaz de inativar 50%

de enzima.

Keat = constante catalitica

K; = constante de inibigao

K = constante de Henri-Michaelis-Menten
M = molaridade

Me = metila

NHEt = dietilamina

RMN = ressonancia magnética nuclear

PPh3 = trifenilfosfina

PY = piridina

SCF-Xd-Sw = self-consistent field,Xd,scattered wave
TCA = acido tricloroacético

THT = tetraidrotiofeno

Yin . = velocidade maxima





