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RESUMO

A O_mecanismo de hidrdlise de fosfomonoesteres casfor
talisada pela fosfatase alcalina, em especial a de frango, atraveé
da ‘dissociadido mondmero-dimero, foi analisada em relagdo a necess
dade de supor se o monomero era reativo e quais diferencas aprese
tava com o mecanismo Flip—Flop'quandobse considerava a reagao so
mente através do dimero. A interpretagdo de auto-inibigao a autc
ativagcao a concentragoes constantes de enzima é valida tanto o mc
nomero seja ou nao reativo. Entretanto, a relagao da velocidade
diferentes concentracdes de enzima total e concentragao de subst:
to constante, somente pode ser interpretada se o mondomero for ma:
reativo do que o dimero.

A principal diferenca do mecanismo através som
te do dimero, com o Flip-~Flop € que este ultimo tem gue assumir
que alguns dos intermediirios nio sao reativos, com o objetivo
obter cinéticas Michaelianas. Tanto o mecanismo monomero-dimero
mo outros relacionados com a enzima do E.Coli estd3o baseados exa
mente em interpretar os desvios deste comportamento, que tem sid
observado pard numerosas outras fosfatases alcalinas de diferent
.origens. '
| Tentou-se também interpretar as curvas obtidas
do "burst" do 2,4-dinitrofenol a diferentes valores de pH, com
enzima do E.Coli, mas a equagao diferencial obtida n&e pode ser
simplificada para torna-la integrdvel e somente através de um t
tamento aproximado da reagao, resultou pelo menos um desvio da
nearidade do plote de m versus concentragao de enzima, na direg:
Aesperada.

E possivel imobilizar esta enzima numa matriz
celulose pela formagao de grupos tionocarbamilos obtidos pela r
¢do entre um éster x3ntico da celulose e um grupo amino livre
proteina. Usou-se como modelo a reagao de etilxantato de etila
glicina, glicilglicina, glicinato de etila e ribonuclease.

Observou-se que o ion Zn* " forma complexo con
tilxantato de etila em razao Zn : EXE > 1, dependendo do pH. Pc
tanto seria preciso equilibrar com Ions zn*" o grupo xantato ne
lulose, ao pretender imobilizar a fosfatase alcalina pelo métoc

mencionado para manter sua atividade.
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ABSTRACT

' The mechanism of hydrolysis of phosphomonoes
ters catalyzed by alkaline phosphatase, in particular that from cl
cken intestine, through the monomer-~dimer dissociation, was analy:
with respect to the need of the assumption of the reactivity of tl
monomer and also with respect to the differences with the Flip-~Fl«
mechanism assuming that the reaction proceeds only through the d:
mer. The explanation of the autoinhibition and autoactivation @
constant enzyme concentration is valid ' with or without considerin;
a reactive monomer. On the other side, the relationship between v«
locity and different total enzyme concentration at constant subst:
te concentration, can only be explained if the monomer is more re:
tive than the dimer. ) |

- The main difference between the mechanism a:
suming to go only through the dimer and the Flip-Flop mechanism,
that the latter must assume that some intermediates are not react
ve, in order to obtain Michaelian kinetics. The monomer-dimer mec
nism and others related with the enzyme from E.Coli are postulate:
exactly to interpret the deviations from this behavior that have
been reported for a number of other phosphatases from different o
-~ gins. ,

: It was also tried to find an interpretation
,fbr the curves of the "burst" of 2,4-dinitrophenol at different
" values at different concentrations of the enzyme from E.Coli, b
the differential équation obtained in the derivation cannot be in
grated. Only an approximate approach to the mechanism made it pos
ble to obtain a deviation (in the expected direction) of the pl
of II vs enzyme concentration.
, . It is possible to immobilize this enzyme on
cellulose matrix using the reaction between a xanthic ester of ce
lulose with a free amino group of the protein, through thionocarb
myl groups. The reaction of ethyl ethylxanthate with glycine, gly
cilglycine; ethyl glycinate and ribonuclease were used as models.
It was found that 7zn" ¥ ion complexes with
ethyl ethylxanthate in a ratio‘Zn++ : EXE > 1, depending on pH. C
sequently, it would be necessary to pre-equilibrate, the xanthate
-group on the cellulose with Zzn*" ion when trying to immobilize t
alkaline phosphatase by the above method, in order to mantain i

activity.



‘1. INTRODUGAQ

1.1. Fosfatase Alcalina

Nos Ultimos anos, fosfatases alcalinas obtidas
diferentes fontes tem sido estudadas. No que se refere a purifica
géo e caracteristicas estruturais, os estudos se detiveram em pc

R . . 1. . . 2
cas, entre as quais, Escherichia Coli,” intestino de terneiro,” [

centa humana3 e B. Licheniformis.u

- A fosfatase alcalina de intestino de terneiro
uma glicoproteina, contendo em torno de 12% de amino-agicares e ¢
boidratos. ' ‘

A fosfatase alcalina do E,Coli tem uma estrutw
quaterniria composta de duas subunidades idénticas,6 sendo que e:
tas dissociam~se reversivelmente a baixo pH,7 sob diluig508 ou ;
redugéo.9

Varias das fosfatases alcalinas tem mostrado
enzimas zinco-metdlicas. A fosfatase alcalina do E.Coli e a inte
nal de terneiro apresentam a razdo de quatro atomos de zinco por

10 Dos quatro-dtomos~-grama de zinco por mol de fosfatase

. 5,
zima,
calina do E.Coli, dois apresentam-se firmemente ligados a protei
" aumentando a estabilidade da estrutura quaterndria da molécula.
. .. .. . 11
dols outros parecem ser essenciais para a atividade da enzima.
Fosfatase alcalina de intestino de frango tem
do pouco estudada, mas- presentes dados sugerem que atuam semelhe

12 13 0 peso molecular desta fosfatas

mente As outras fosfatases.
alcalina nao podla ser determinado devido, provavelmente, a assc
gao da enzima a carboidratos. Para fins de cdlculo neste traball
foi assumido, para a fosfatase alcalina intestinal de frango, o
so molecular igual a 150 000, Para enzima de intestino de terne
O peso molecular e de 140 000. 15 '
As enzimas citadas anteriormente segundo sua
centragao podem apresentar auto-ativagao ou auto-inibicao, a
concentragao de substrato. Por exemplo, na hidrdlise de .u4-nity
nilfosfato catalisado por fosfatase alcalina do E.Coli16 ou de
testino de frango;e'foi observada uma auto-atiVag'aio.‘l2 Para a f

tase alcalina intestinal de terneirol7’l8 ) H-metilumbelifenilf



to apresenta uma auto-inibicdo a .concentragdao alta do substrato.:
logamente comporta-se a enzima de intestino de rato na hidrdlise

B-gliceril fosfato.19

1.2. Cooperatividade negativa

Fundamentalmente o mecanismo de hidrdlise de f
fomonoésteres catalisada por fosfatase alcalina consiste num pro
so de duas etapas. Schwar‘tz20 e Engstrdn21 mostraram que o mecan
mo enzimatico envolve a formagao de um complexo intermediario,
qual o lugar critico da fosforilagdo & um residuo serina,zz’zu _
guido por uma desfosforilacgao, segundo o esquéma 1, onde E repre
ta a enzima, S o substrato, ES o complexo ndao covalente formado
o substrato e EP o intermedidrio covalente. A etapa seguinte a f
magao do complexo enzima-substrato (ES), ou seja, a etapa de fos
rilagao, temos a formagao de um dos produtos (Pl), que serd um
cool ou fenol conforme o grupo R seja um alquil ou aril. Posteri
mente EP se decompoe produzindo ortofosfato (P2) e regenerando &

zima,

K
E + ROPOJ™ =====  E - ROPOS
x
(s) -1 | (ES)

X2

E-0- P05 + |

(EP)

. 2-
E + POuH

‘esquema 1 ' ' .(PZ)



Estudos no equilibrio, tem mostrado para a fosf

tase alcalina do E.Coll e como substratos p-nitrofenilfosfato

(32

. 23 . e A . . .
por mol de enzima, sugerindo a existencia de doils centros reati

P)pirofosfato a pH acido, a absorcao de dois moles de fosfato

vos na enzima. Entretanto para mesma enzima e substratos, sob cor
goes de pH alcalino, foi observado a incorporacao de apenas um fc
fato por mol de enzima, ou seja, somente um grupo fosforilado;23

Nas proximidades do centro ativo diversos auto:
determinaram a sequéncia de aminodcido na qual produz, apds a fos
rilacao, um grupo.serina—fosfato. Para a fosfatase alcalina bactce

) _ . v - e e e 2L
rial, a estrutura mostra a seguinte sequencila de aminoacidos: ’

Thr-Gly—Lys—Pro—Aspryr—Asp—Ser-Ala—Aia-Ser—AL
|

PO3

A pH 7,8 a forca ionica alta (u= 1) a enzima n
va do E.Coli liga-se com uma molécula de fosfato apresentando
constante de dissociagao igual a 8 x 10-.6 M, Na‘interagéo;de uma
‘tra molécula de fosfato, o valor minimo da constante de dissocia
foi calculado como sendo 4 x 1073 M. A forca ionica baixa (u= 0,
a constante de dissociagao & de 1,7 x 10—5 e 3 x 10-u M, respect

mente.25

Tem-se portanto, uma molécula de fosfato forte
te ligada, ocorrendo a saturagdo a baixa concentragao de fosfatc
por outro lado, a saturagido do segundo centro & mais dificultadc
sendo a molécula de fosfato fracamente unida, necessitando de al

concentragoes de fosfato inorganico.
- ~ e o
Este comportamento e uma representagao tipica

de cooperatividade negativa de uma primeira molécula em relagao

ligagcdo de uma segunda molécula de substrato.




1.3. Enzimas "half site"

Enzimas que apresentam uma forte cooperatividad
negativa sao classificadas como enzimas "half site", onde somente
a metade das sub-unidades idénticas demonstram possuir reatividac
A orlgem deste comportamento pode ser devido, aos seguintes fator

- as sub-unidades s3o idénticas mas no dimero 1

' delas é deformada.

-~ os dois centros ativos s3o adjacentes e a pri

meira molécula de substrato blogueia a segunc

- uma mudancga conformacional ocorrendo no segur

centro ativo apds a ligacdo da primeira moléc
la de substrato.

Como comentamos anteriormente, a fosfatase alc:
na é constituida de duas sub-unidades. Estudos preliminares cris
lograficos da enzima do E.Céli indicam que as duas sub-unidades,
auséencia de ligante, possuem conformagao idénti’ca.26 Entretanto,
faixa de pH entre 7 e 9,5 a relagdo entre a fosforilagao do cent:
ativo por mol de enzima € de um para um,23 o --que nos leva a cla

ficar a fosfatase alcalina como enzima de "half site".

1.4, Objetivos

Um dos objetivos deste trabalho foi analisar
possibilidade de que o mondmero da fosfatase alcalina seja reati
e a compatibilidade dos resultados obtidos através desta conside
cdo e do mecanismo mondmero-dimero com outros mecamismos propost
espe01a1mente o mecanismo Flip-Flop.

Outro objetivo foi tratar de 1nterpretar os de
vios da linearidade observados na cinética transiente com o mode
monomero-dimero.

Finalmente se tratou de obter resultados orier
tlvos para a reagio de grupos aminicos de amlnoa01dos, peptideos
e protelnas com ésteres xanticos, orientadosa estudos de imobili

gao de enzimas utilizando a formagao de monotionocarbamato.



2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1. Reagentes e equipamentos

Os produtos qulmlcos usados para este trabalho
foram de pureza analitica, sem purlflcagoes ad1c1ona1s. A agua p
ra preparo das solugoes foi prlmelramente destilada, deionizada,
quecida a 100°C durante 10 a 15 minutos e borbulhado nitrogénio
té a temperatura ambiente.

0 etilxantato de etila (EXE) utilizado foi pre
rado segundo procedimento classico.

Os reagentes glicina, gllCllgllClna e o glicin
to de etila, o p-t-nitrofenilfosfato (p-t-BFF) foram obtidos
Sigma Chemical Co. e o Y-nitrofenol (4-NF) da Merck, sendo utili
dos sem qualquer purificacdo adicional. 0 p-t-butilfenilfosfato,
sal de bdrio, foi sintetizado no Departamento de Quimica da Facu
dade de Ciéncias Fisicas e Matemdticas da Universidade do Chile
foi liberado do bdrio intercambiando-o numa resina Dowex 50-x (Z
da forte). As solﬁgaes estoques foram preparadas em solugoes tan
p3o a pH especifico, permitindo assim no momento da diluigdo mar
ter o valor de pH na mistura reacional. O mesmo procediméhto 1
"empregado com albumina bovina e ribonuclease. Estes e as fosfate
ses alcalinas de frango e do E.Coli utilizados foram proveniente
da Slgma Chemical Co.

As medidas cinéticas e espectros ultra-violet:
foram realizados com um espectrofotometro ultravioleta Spektrome
- Modelo 204, e um Hitachi-Perkin Elmer, Modelo 139.

‘ Para as medidas de absorbancia foram utilizad:
células de quartzo de paredes duplas, com circulagao de agua te:
mostatizada. A temperatura do banho controlou-se com um termome:-
certificado, Schneider, calibrado em décimos de grau. A tempera
ra o termostato foi corrigida para obter nas cé&lulas 25,OOC
34,59, |
4 0 pH das solugdes fol ajustado em um pHmetro
ck, Modelo 510, calibrado combsolugaes padronizadas.

Os computadores utilizados neste trabalho for

um Hewlett-~Packard, Modelo 9810-A e um digital, Modelo pdp 11.



2.2,>Métodos

* OtImizacgoes

A primeira etapa do trabalho, foili otimizar os
lores -das constantes da expressao de velocidade no estado estaci
rio de um dado mecanismo, partindo-se de um conjunto de constant
inicial. Para determinadas concentragdes de enzima total e subst
to, variava-se somente um dos parametros do conjunto de constant
comparando~o com o valor obtido experimentalmente. Esta difereng
entao, analisava-se para cinco concentragdes distintas de substr
considerando-se o melhor valor da constante para minimizar o son
rio do médulo do residuo, ou seja, o somatdrio da diferenca entr
os valores da velocidade calculada e experimental para diversas
centragdes de substrato (apendice 1). Para estudos na etapa trar
ente um outro programa foili empregado. Entretanto para obtermos tu
curva que mais se aproximasse da curva experimental e nao soment
alguns pontos isolados, passou-se a determinar o residuo quadrat
médio, ou seja, o somatdrio do quadrado da razdo entre a variag:
do valor calculado e experimental pelo valor experiméntal (apénc
ce 2). :

0 conjunto de constantes inicial foi obtido d¢
feréncia 13 e os valores experimentais da velocidade em funcao
concentracao de substrato para concentragoes constantes de enzirs
total da referéncia 32. Para a etapa transiente os valores expe:
‘mentais foram obtidos da referéncia U40.

 Com a utilizacao de um computador digital pdp
observou-se através de um osciloscdpio, a variagao das curvas dc
ciproco da velocidade versus o reciproco da concentragao de sub:
to para concentragoes altas e baixas de enzima e velocidade ver:
concentracao total de enzima. Estas curvas analisava-se simulta:
mente, sendo os parametros das constantes variados individualme:
e segundo a maior influéncia na equagdo da velocidade obtida a

"tir do mecanismo proposto (apendice 3).



Analise de fosfato

Para andlise do ortofosfato foi seguido o ma
todo deL@wry—Lopez.zg A curva de calibracdo foi obtida adicion:
do 4 ml de tampdo acetato a pH 4 (0,1 N dcido acético, 0,025 N
cetato de sédio), 1 ml de acido ascorbico 1%, 1 ml de molibdat
de amonia 1%, solugao de fosfato a concentragao conhecida e o
lume completado a 10 ml. A absorbancia foi medida a 700 nm ap:
5 e 10 minutos e extrapolada a tempo zero.

| 0 sal de bario do fosfato tratou-se com res
na intercambiadora de Jons fortemente acida. Considerando a pe
quena solubilidade em dgua, houve necessidade de agitar durant
aproximadamente tres horas para completar a dissolugao.

Para determinacdo do fosfato organico fez-s
reagir durante 12 horas, 2 ml deste com 1 ml de fosfatase alca
na de E.Coli 0,02 mg/ml, usando 0,2 M Tris (pH 8) como tampao.
concentracdo do fosfato organico obteve-se pela diferenga ent
a concentracdo do fosfato depois da hidrélise enzimatica (fosf

to inorganico total) e aquela obtida antes desta reagao.

Atividade enzimatica

A determinagdo da atividade enzimatica dete
30 A 0,5 ml de Tris 0,2 M
3 M,50

de fosfatase alcalina intestinal de frango 0,2 mg/ml e 1,45 ml

minou-se baseado no seguinte método.

(pH 8) adicionou-se 1 ml de p-nitrofenilfosfato 3 x 10~

‘de agua. As leituras da absorbancia em fungao do tempo foram m
‘didas a 410 nm e 25 °C e tendo como referéncia dgua. Uma unida
de atividade definiu-se como sendo a variagao de 0,001 unidade
de absorbancia por minuto. Como adicionamos 50 ul de enzima, o©
tivemos uma concentragao 10—2 mg/ml em 3 ml e o numero de unid
des é igual ao coeficiente angular AA/min multiplicado por um

tor igual a 105.



TABELA T

Absortividade molar do EXE a diversas fra-

- - . - a
¢oes molares de dlcool etilico em agua.

XEtOH | 107" ¢
0,04 1,08
0,07 1,13
0,158 1,23
0,434 1,18
0,645 1,15

a) A 25°C e A = 283 nm
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Figura 1:
Absortividade molar do EXE a diversas fra
¢Bes molares de dlcool etilico em dgua. T = 25 °C e

A = 283 nm.
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Figura 2:

10° [1-re ] ¢

Absortividade molar do bt-nitrofenolato a

" 259C e 410 nm.

A - Determinagido utilizando-se células de
paredes duplas, Spektromon, Modelo 20L.

B - Células de paredes simples, espectro-
fotometro UV-VIS, Hitachi-Perkin El-
mer, Modelo 139.
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Absortividade molar do EXE

A absortividade molar em solugbes de etanol aqu
so de EXE a 283 nm foi determinada pesando volumes variaveis de u
solucad 10 mM de EXE em etanol e dissolvendo em quantidades pesac
de &dgua e dlcool etilicopara dar volume total de 10 ml. Do plote
absorbancia versus concentracdo de EXE, obem-se a absortividade r
lar a diversas fragoes molares de alcool etilico utilizada. O val
correspondente a fracao molar de dlcool etilico aquoso nula foi ¢
trapolado e determinado como igual a 1,20 x 10", (Figura 1, Tabe!:
.

Absortividade molar do W-nitrofenoclato (U-NF)

A absortividade molar do 4-nitrofenolato em &
obtido a 410 nm e 2500, tomando-se determinados volumes de 4-NF
mM e 0,5 ml de Tris 0,2 M a pH 8, sendo o volume completado a 3
com agua. 0 valor da absortividade molar determinada no Spectro
mom foi de 9,5 x 103 enquanto o obtido no Hitachi-Perkin Elmer
igual a 1,2 x 104. (na literatura a absortividade molar & de 1
X 104. 31a,31b) (Figura 2). As medidas da atividade enzimitica f

ram corrigidas segundo estas desviagoes.

HidrSlise enzimatica do p-t-butilfenilfosfato

A hidrdlise do p-t-BFF fol seguida cineticamer
dissolvendo-se 2,3 ml de solugdo de p-t-BFF 5,54 x 10_3 M, 0,15
de Tris 0,2 M (pH 6,89), 0,3 ml de MgCl, 0,1 M e fosfatase alca.
de frango completando o.volume a 3 ml com agua. O volume de sol
concentrada de enzima adicionado foi variado, de maneira que a
centragao final variasse de 2 X 10—5 a 10 x 10—5. Como referénc
foi tomada a mesma mistura reacional em auséncia de fosfatase a
lina.

As variagoes.de absorbdncia foram lineares

respeito ao tempo e seguidas durante quarenta minutos, a 283 nm
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temperatura de QS;OOC utilizando-se éoﬁo referencia a mesma mist
ra reacional, sem a fosfatase alcalina de intestino de frango. A
velocidade foi corrigida para 500 unidades de atividade da enzim
A atividade da enzima foi determinada imediatamente antes de ca
série de corridas. A velocidade para determinada concentragao

enzima total foi expressada em unidades de moles litro_lsegundo_
0 valor para absortividade molar do p-t=BFF foi tomado como 1016

a 283 nm, obtido num espectrofotometro automatico, Gilford 2400.

 Efeito do fon Zn'' no espectro do EXE

A influencia do ion zinco foi analizada adicic
nando-se solucdo de cloreto de zinco a solugdo de EXE em bicarbc
to 10 mM (pH 10). Como o cloreto de zinco & um sal higroscopico.
foi necessario titular o cloreto pelo método de Mohr, com nitrat
de prata e cromato de potassio.

Os espectros de absorcao no ultra-violeta da
lugao de EXE 4,3 x 107° M e em presenga de ZmCl, com concentragi
final de 3,43 x 107" M, é apresentado na Figura 3.

' ' A variagao de absorbancia, a 260 nm de uma so.
-gdo de EXE em bicarbonato de sédio 10 mM a pH 10, foi observada

com gquantidades crescentes de cloreto de zinco (Figura 4).

Amindlise do EXE

Em ensaios preliminares, no acompanhamento da
mindlise do EXE, em presenca de albumina bovina de soro (ABS), .
ram tomados espectros de absorcdao ultra-violeta a tempo zero
apds quize horas, das misturas reacionais e das amostras conten
somente EXE nas mesmas condigdes. A solugdo de ABS (peso molecu
de 69 000) continha 6,36 mg/ml e 1 ml foi adicionado a 50 ul de
lugao saturada de EXE a pH 10 em NaHCO,
lume de 3 ml com solucao do mesmo tampao.

10 mM, completando-se c¢

Medidas cinéticas foram determinadas a 25°C
ribonuclease (peso molecular 13 500), glicina e glicilglicina,
do todas preparadas em solugao 0,03 M NaHCO3 e 0,03 M NaOH (pH
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Espectro ultra-violeta do EXE em solugao
aquosa. ,
A - EXE (4,3 x 107°M) em NaHCO, 10 mM a pH 10.
B - EXE (4,3 x 107 °M), ZnCl, (3,43 x 10°'M) em
NaHCO, 10 mM a pH 10. |
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Variacao de absorbancia, a 260 nm,s versus
concentragao de cloreto de zinco adiciona
do a uma solugado aquosa de EXE em N&aHCO,
10 mM e T = 18,6 °cC.



A variacdao de absorbancia lida a 283 nm para mistura reacional
EXE, nas mesmas condigoes, foram acompanhadas durante quinze hor

0 EXE possui absorbancia maxima a 283 nm, enqu
to o monotionocarbamato formado apresenta a 242 nm. No acompanha
mento destas reagoes foram tomadas medidas da variagao da absorb
cia durante duas vidas médias e a tempo infinito. Tais medidas s
denominadas medidas cinéticas, uma vez que nos permitirdao determ
‘nar a constante observada. Nas medidas ndo cinéticas preocupa-no
tao somente a observagao da reatividade, sendo portanto as medid
de absorbancia tomadas somente a tempo zero e infinito.

A concentracao de EXE utilizada nas medidas ci
ticas foi inferior a concentracdo de aminodcido, dipeptideo ou p
teina empregados, sendo a reagao de pseudo-primeira ordem em rel
cao ao EXE. A
Ao adicionarmos volumes iguais de solugao sattu
da de EXE obtinhamos leituras distintas da absorbincia inicial.
ra evitar esta variagdo, adicionou-se um pequeno volume de alcoc
etilico a solugao saturada de EXE, para solubilizagdo da micro-s
pensdo, resultando valores reprodutiveis da absorbancia para det

minadas concentragoes.



3. Resultados e Discussio

3.1. Otimizac3o das constantes do mecanismo mondomero-dimero.

0 mecanismo mon6mero4dimero,30 é&. apresentadc
no esquema 2. Denotamos por E2 a enzima na forma dimera e por ]
a enzima na forma monomérica. Este mecanismo postula que a enzi-
ma, em forma dimera, dissocia-se reversivelmente em monomero «
ambas as formas sao reativas. Kd & a constante de dissociagao d«¢
enzima e K', Ki, K" e K"' referem-se as constantes de dissocia &
g3o dos intermediarios enzima-substrato. As constantes cataliti-
cas de primeira ordem para os intermediarios ES, EQS e EQS2 sa
representados por ké, kg e kgt

A concentragoes altas de substrato uma segul
da molécula une-se a enzima na forma monomérica, formando o in-
termediario ES, inativo e a forma dimera formando o intermeaiép
o E282 que é reativo. No primeiro caso se produz uma auto-inibi
¢ao e no segundo uma auto-ativagao, porque E282 seria mais reat
vo que E,S. '

Para relacionarmos os valores de velocidad
experimentais e tedricos, a partir do mecanismo mondomero-dimero
h& necessidade de estimarmos os valores das constantes de equil
~brio e cataliticas. Inicialmente foram obtidos otimizando-se o
valores experimentais de algumas enzima similares, supondo o mo
nomero reativo (Tabela II). ‘ '

A expressao da velocidade (1) pode ser escr
~ta como funcdo da concentracdo da enzima na forma monomérica

da concentracao do substrato (2).

- 1 n . " '
v = k2 ES + k2 E28 + k2 E282 (L
kl kn km
v=—2 gEp+—-2 g%+ 2 g?%F? (2)
K' Kd K" Kd Ku K"' .

A concentracdo de enzima expressada como mo

~mero & funcao da concentragao total de enzima (4) e (5);

+ 1/2 E + 1/2 ES + E82 + E,S + E282 (w)

E = E 9

2t 2

Onde as espécies E, E,, ES, E,S, E,S,, E,;S,

S, etc. representam concentragoes em moles/litro.
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Mecanismo Mondmero~dimero

Estado Estacionario

esquema 2

2 E
sl x
ES S ES
X! 2
1
1

k;
v
+ E



' 2 2 1. 2
E =E 11+ = S PR SN (R S S (5>
2t K' XK' K! K K" K" K™
1 d
Sejam A e B definidos por (6) e (7)
[ 2]
As L |y..8 ,_s - (6)
1" 1" 1
Kq | K" K"K
- 2 -y
B = 1 1+ S + S ~ D
2 X! K' K!
L i 4

Obtém-se uma equacao do segundo grau, cuja

lugao fornece (8),

1

4 Eov B (8)

A A

] (B,
s R e

Portanto, com uma concentragac total de enj
ma e de substrato, para o conjunto de constantes estimadas,13
terminou~se a velocidade através da equagdao (2), obtendo uma
coincidencia entre os valores calculados e os experimentais.
Testamos entdao a possibilidade de poder obj
resultados similares supondo a nido reatividade do monomero, ¢
parando-se o valor da velocidade calculada com o valor experi
tal para as mesmas condicdes de reagio e concentragbes de subl
trato e enzima total. O procedimento foi repetido, variando
das constantes, até obtermos um valor minimo do somatdrio do
dulo da diferenga entre a velocidade calculada e experimental

nalogamente, com o novo valor de uma determinada constante,

guimos o mesmo procedimento, obtendo valores apresentados na
bela II (ver apendice 1).

Plotando~se o inverso da concentragao do
trato versus inverso das velocidades calculadas, supondo o m
mero reativo ou ndo reativo, a uma concentragidao de fosfatase
calina intestinal de frango constante, notamos a semelhanga
curvas obtidas nos dois casos. Nessas condigoes, a uma conce
~10 M (Figura 5 B) ao
Y

gao baixa de enzima, tal como 8,33 x 10

crescer a concentragdo do substrato p~t-BFF de % x 10



1,4 x 10-4 M, ou seja, antes de alcancar o minimo no plote, i
decréscimo da concentragdo aumenta a velocidade. Entretanto, o
ra concentragoes inferiores de substrato observa-se o inverso.
maior concentracao de enzima, como 2,22 X 1078 M (Figura 5 A),
medida que aumentamos a concentragao de substrato a velocidade
aumenta mais rapidamente, ou seja, desvia-se da linearidade qu
do a concentragao deste a alta.

Portanto, o modelo monomero-dimero permite
timizagdo dos valores das constantes e fornece curvas calculad
nas quais as formas aproxima-se das curvas experimentais de ve
cidades para concentragoes varidveis de substrato e de enzima
tal constante. Entretanto, somente a analise a concentracgao co
tante de enzima ndao é suficiente para obtengdao de dados conclu

vos quanto a reatividade ou ndo reatividade do monomero.

3.2. Hidrdlise enzimatido do p-t-BFF

A velocidade de hidrdlise a concentragao co
tante de p-t-BFF a diferentes concentragdes totais de fosfatas
alcalina intestinal de frango, foli determinada a pH 6,89 e 25°¢

Os valores obtidos mostram a mesma tendénci
~ dos observados em outros trabalhos.32 (Tabela IIT, Figura 6).

A baixas concentracdes de enzima a tangente
da curva concentragao de enzima total versus velocidade & mai
~que a concentracgoes altas. Tal comportamento & consistente comn
hipStese ndao sG de que o mondmero é reativo, mas - que ele é me
~reativo do que o dimero; como foi sugerido para a enzima do E.
14, 8 Qualitativamente pode-se pensar que a medida que a conce
tragdo de enzima aumenta, a fracdo de monOmero € menor e porte
to sendo a curvatura cancava o monomero deveria ser mais reati

do que o dimero.

Com os valores do conjunto de constantes ol
das em condigoes similares (Tabela II), supondo ké diferente
zero, pode-se obter a curva de velocidade versus concentragao
enzima total para uma ‘determinada-econcentragio ‘de substrato, se
gundo esquema 2. Na figura-6 a curva pontilhada indica estes 1
sultados, para concentragao de p-t-BFF igual a 4,25 x 10~3M. (
mo era de se esperar, a curvatura ndo corresponde a obtida exj

rimentalmente, visto que no referido conjunto de constantes

\
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Figura 5:°

- Grafico. de Linéwaver-Burk para.a hidrdlise
do p-t-BFF a pH 6,89, T = 25 °C, Tris 0,01 M e MgCl,
0,01 M. @ valores experimentais.--- curva calculada

~com o conjunto de constantes otimizado, supondo o mo
némero nao reativo (Tabela II). A e B indicam & con-

centracdo alta e baixa de enzima respectivamente.
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TABELA TII

Otimizagao das constantes da hidrdlise do p-t-butil
fenilfosfato e p-t-amilfenilfosfato catalisada por

fosfatase alcalina intestinal de frango.a

p-t-BFF

valor nioP valor® valor nao valor
otimizado otimizado otimizado otimizado
Ky 0,5 1079 0,57 107° 0,5 1079 0,86 1079
K 3,96 10°% 10,4 1076 0,42 107° 6,1 107°
K 3,09 1076 (3,40 107%) 1,63 107% (1,83 107
K} 1,09'10"3 0,61 1073 0,15 1072 G,15 1072
K 1,2 1072 (1,2 1072) o,lu_lo”2 (0,14 1071
ké 0,67 zero 0,54 zZero
k5 0,72 (0,72) 0,77 © (0,77
ky 55 (55) 55 (55)

a) Condigdes de reacdo, pH = 6,89, t = 25,0°C, Tris 0,01 M

MgCl2 O,Ql M, concentragéo total de enzima de 1,25 X 10
3,33 x lO—QM. Os valores entre parenteses foram mantidos

Y

constantes em ambas as condicoes.
b) Valores otimizados considerando o monomero reativo (ref. ]
c) A ordem de ajuste das constantes foi K', Ki e Kd consider:

do-se a nao reatividade do mondmero (ké = 0).
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ram assumidas ambas as formas da enzima com aproximadamente u

constante catalitica da mesma ordem de grandeza.

Passamos portanto a procurar

outro conjun

de constantes que satisfizesse a semelhanga entre as curvas o

tidas experimentalmente e calculadas.

A partir das equagoes (2), (6), (7) e (8) o

tém-se a equacdo (9), definindo-se a relacao entre as constan

tes para fins de facilitar a determinacgdao dos parametros, de
G, C, I, H, M e N segundo as expressoes (10), (11), (12), (13
(14), (15) e (16) respectivamente.

X.:

(16

5
S B k! S B 4 E k" S K, S
+ 2 B Qt + 2 + 2 X
2K' A 2K' A2 A K.K" K, K" K™
a d
B2 E B B2 4 E B2
2t 2t .
X 5 + . - 7 + + 5 (¢
4A A 2A A A - uAZ
o o2 |
+ 2 (10)
1" mne
Ky K" K
S
GRD)
K'
B X (12)
2 A
2
G B (13)
2 A? A
iw)
(15)
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" Figura>6:

Hidrdlise do p-t-BFF a concentragdes variaveis
de fosfatase alcalina intestinal de frango, a pH 6,89 em
Tris 0,01 M e MgClz. |
[b-t-BFF] O 4,25 x 107°M A 1,41 x 107 3u

A velocidade foi corrigida para 500 unidades de enzima

3

(referencia 32). A curva tracejada corresponde a veloci-
dade calculada, para o conjunto de constantes apresenta-

do na Tabela II, considerando o monomero reativo,
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TABELA III

Dependéncia da hidrdélise do p-t-BFF com a concentra

¢ao total de fosfatase alcalina intestinal de frango.®

10& Enzima‘b | 108 VC

8,33 (0,69)4d
20,00 1,36
16,60 (2.10)
24,99 (2,50)
33,32 (2,51)
49,98 (3,30)
53,33 3,51
66,6u (4,13)
80,00 3,99
106,70 4,53
166,70 4,60

a) A pH 6,839, Tris 0,01 M, MgCl2 0,01 M, 2 = 283 nm.

b) Concentragdo da enzima em mg/ml. A atividade padrac
da enzima foi de 222 unidades, p-t-BFF = 4,25x10

cl Em moles litro_lsegundo—l. Os valores da velocidad
foram corrigidos para 500 unidades de atividade d
enzima. _ ,

d) Os valores entre parenteses foram obtidos da refe-
réncia 32, Atividade padr3o da enzima 328 unidades
[p-tBFF]= 1,81 x 1073 M,



A equagao (9), tornar-se-a;

CB 4L A E2t X

1 + + E + I 7))
A ' . B2 A 2t

Quando a concentracgao total de fosfatase alc
lina intestinal & igual a zero, para que a velocidade seja nul:
I deve ser igual a - CD/A e a equacgao (17) pode ser reescrita <
mo a equacgao (18).

N T THED -
v N (V1 + M E2t 1) + H E

ot (18)

Partindo-se do conjunto de valores das cons
tantes estimadas (Tabela II), determinamos os valores de N, M
H com a utilizagao do computador, otimizando-os em relagao aos
pontos obtidos experimentalmente (Tabela III). Este procedimen
foi efetuado para concentracao de p-tBFF igual a 1,41 x 10—3
4,25 x 107° M,

ra 5). Mesmo sendo os parametros N e H dependentes da concentr

M, resultando os valores abaixo relacionados. (Fig

¢dao de enzima, para as concetragoes utilizadas a variagao torn

-se desprezivel em relacao a M.

103 s 1078 M 108 N 102 H
1,471 3,0 1,44 4,7
4,25 2,3 1,44 4,7

Mantendo-~se o parametro da constante A fix
determinado a partir do conjunto inicial (Tabela II) e com oS
lores de M, N e H determinamos as demais constantes B, C, X e
Da exprésséo de G, obtemos a razio ké/K' como igual a 1,68 x
Entretanto considerando o fato de que ao mantermos fixo o vali
de A, qﬁe relaciona a concentragao de substrato-e constantes
quacao 61,_implicaria na fixacao de diversas constantes em re

¢ao aos valores iniciais (Tabela II), passamos a utilizar ou
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técnica. Tomando-se a partir das equagoes (6), (7) e (10) o ploc
te de (A Kd - 1)/S versus S, (B - 1)/S versus S e X/S versus S
assumindo conhecida a constante de dissociacgao Ky» atraves dc
coeficientes angular e linear de cada reta estimamos o valor d
conjunto de constantes. Os valores obtidos encontram-se na Tabe
la IV, conjunto IV.

0 aumento da constante catalitica ky e a cor
sideravel diminuig@o da constante catalitica k' (Tabela IV, cc
juntos I e IV) sao coerentes com a hipdtese de que O monomero s
ja mais reativo do que o dfmero. Entretanto, pafa baixa concen
tragao de enzima total, a auto-inibicgdo a concentragao alta ¢
substrato nao € observada (Figura 7). Tal fenomeno ocorre com 1t
ma diminuic3o de duzentas vezes da constante de dissociagao ¢
intermediario E82 (Tabela IV, conjunto V). Uma diminuicao de m:
vezes torna a auto-inibicdao mais evidente, em prejuizo da form:
da curva de concentragao total de enzima versus velocidade de !
drdlise do p-t-BFF (Figura 7, Tabela IV conjunto VI).

Portanto, o melhor conjunto de constantes Qq
satisfaz simultaneamente as curvas do inverso da concentragao :
substrato versus inverso da velocidade para alta e baixa conce;
vtragéo de enzima, como para concentracao de enzima total versu
velocidade é o conjunto V, apresentado na Tabela IV.

Un outro procedimento foi tentado, simplifi
cando-se o modelo mondomero-dimero, desconsiderando-se as etapa
de auto-ativacao da parte dimera e auto-inibigao da monomérica
reduzindo a expressdao de velocidade segundo a equagao (19). Es
suposigao seria valida somente quando a concentragao de substr
.to fora suficientemente baixa, de maneira que nao apresente au

inibigao ou auto-ativacgao.

2

k! k! E° S
vE 2 pg, 2 (19)
1 11
K K" Ky

Para valores constantes da concentragao de
bstrato e da constante de dissociagdao enzima-substrato, obtive
mos os parametros da equagao (19). sendo a ordem de grandeza
velocidade calculada de 10—4. Comparando as equagoes (19) e (%
temos kj/K' = 1000 e kj/K" = 12. Com a utilizagcao de um comput

dor digital e de um osciloscdépio, passamos a otimizar as const



Figura 7:

Graficos das curvas calculadas segundo c

junto de constantes otimizadas.

Coluna A: velocidade versus concentragao total
enzima. ’

Coluna B: inverso da velocidade versus 1inverso
concentragao de substrato.

Coluna C: inverso da velocidade versus inverso
concentragao de substrato.

Os conjuntos de constantes representados pelos al

rismos romanos estao especificados na Tabela IV.

As unidades da velocidade, concentragdao de enzime

1 1

substrato sdo moles litro seg_ , mg/ml e mol

litro ! respectivamente.
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2

v=lx 10" E+ 500E (20)

Dos-valores nio otimizados da Tabela II, hot

ve necessidade de alterarmos K' para 2,5 x 10'_5

(Tabela IV, conjunto III) (anexo 3).

e K" para 5,5

Ao analisarmos a ndo reatividade do mondmerc
para a variacao da velocidade em ‘fungao da concentragao de fos
tase alcalina, a expressao da velocidade ficou reduzida a equac
(21).

v =CE ' (21)

onde

k" S kﬂt 82
2 Z

C = +

" n
K Kd K"K Kd

(22)

sendo a expressao da velocidade dada por;

‘¢ B 4 E 2B BZ - 4 E
2t 2t (23)

+
Ty A2 A A A2 A

Da equacao (23), (onde A, B e C sao maiores
do que zero) notamos que um aumento da concentracgdo total de e
zima aumenta a velocidade. Este aumento cresce com o aumento
concentragdo total de enzima, pois o termo da subtracdao nao o
ce proporcionalmente. Portanto ndo & possivel obtermos uma cul
' que se aproxime da forma da curva obtida experimentalmente, p:
qualquer conjunto de constantes, considerando a nao reatividac
do mondomero, pois uma variagao das constantes altera apenas o
parametros da expressao, nao interferindo na relagao anterior:

te descrita.



3.3. Correlagdo entre os mecanismos Flip-Flop e Monomero-dimero

O mecanismo Flip-Flop proposto por Lazduns
ki,23 para interpretar a cooperatividade negativa entre as sub-
nidades da fosfatase alcalina mantendo a cinética Michaelis-Men
ten, & representado através do esquema 3. Suponha-se a enzima €
forma dimera no transcurso da catdalise, além de exibir cooperat
vidade negativa inter e intra-sub-unidade.Inicialmente, uma mol
cula de substrato une-se nao covalentemente a uma das sub-unide
des da enzima livre, induzindo a uma mudanga conformacional dos
centros ativos, a qual dificulta a unido de outra molécula de
bstrato. A fosforilacao da sub-unidade saturada (etapa 2) retor
a facilidade de'ligagéo de uma outra molécula ao segundo centr«
ativo (intermediario IV).-Este intermediario por desfosforilag.
do centro fosforilado (etapa 4) forma o intermediario II, a que
corresponde basicamente o mecanismo denominado Flip-Flop. Entr
tanto, outra possibilidade seria a fosforilagdo do centro ativ
ligado nao covalentemente ao substrato, resultando a enzima c
dois centros fosforilados. Em ambas as alternativas, a enzima
ndo retorna ao estado. livre.

Na determinagao da expressao da velocidade

" partir do mecanismo Flip-Flop a concentragao da fosfatase fosf
rilada é considerada pequena, tornado desprezivel, segundo o €
quema 3, a etapa inversa da fosforilagao (k_zl. Considerando-sc
a cooperatividade negativa inter-sub-unidade, a formagao do .
- termediario V, que contém dois grupos fosforilados por mol de
zima, e o intermedidrio VI que contém dois fosfatos organicos
‘nidos nd3o covalentemente & enzima, a pH alcalino & despreciave
Entretanto a etapa 5 & importante a pH 5cido,20 sendo inclusixs
a passagem da enzima difosforilada para enzima com um centro «
vo fosforilado e outro unido nao covalentemente ao substrato
(k_s) a etapa determinante.
Aplicando o tratamento cinético do estado -
taciondrio & velocidade de desaparecimento dos intermedidrios

meio alcalino, temos;

- 98EEP - (1, + k,) SEEP - k, EEP x S = O
at + 78 3 -
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kg k_g
\ ke
S-E-E-P T&=—— P-E-E-P + ROH
| K-s
- Ky kg
v
S-E-EFE - + Ps P-E-E - | + P

esquema 3



resulta

0

0
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- 9EEP _  EEP x S - k., EES - k, SEEP
d 3 2 3
t
- dEES . (k + k,) EES - k., EE x S =
d -1 2 1
t.
donde
k, + k SEEP
EEP =—t =3 &
k3 S
, ku
EES = —— x SEEP
kZ
k + k EES
g = o1 2 o
kl S
sendo a concentracgao total de fosfatase alcalina'expressada cor
E2t = EE + EES + EEP + SEEP
obtemos Ry
r
. - k., ¢ k, Ky, ky, + k_j
2t = + + +
L k1 S k2 k3 S
| (K .k + k. K
E,, = 1 4 2 _s2 , 1 | SEEP
] (ku + kz) S
. sendo
D
sl Kk
1
oKyt kg
K =
s2 X
3
1 K k. + k, K
- sl i 2 82 + 1
K (k, * ky) S
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il

B, = -1 x SEEF
K

onde a velocidade & determinada pelo produto da constante catal

tica ky, pela concentracdo do intermediirio IV (SEEP) e a veloci

dade maxima por centro ativo, pelo produto de k), pela concentra

gdo total de enzima.

K=V xK " (25)

v o= ku E2t m
Vm x S
v = (26)
k, K + k., K
L ""sl 2 82 + 1
y T X

K_ = | (27)

Para diversos substratos, a velocidade maxi
sera a mesma, uma vez que a etapa determinante do mecani smo pr
posto (esquema 3) seja a etapa 4. Sendo k), pequeno em relagao
k, e k_j; a constante de Michaelis reduz-se a razdo entre k_g/k

Neste pontd &€ importante comparar os mecani
mos Flio—Flop e Monomero-dimero. Para tanto, mesmo partindb
fato de que o monomero seja reativo, consideramos para fins
Acbmparagéo a reatividade da enzima somenfe na forma dimera, nc
mecanismo mondomero-dimero, segundo esquema 4. Fazendo consider
¢do andloga ao mecanismo Flip-Flop, onde o intermediario const
tuido da enzima com os dois centros ativos fosforilados, a pH
calino ndo é favorecido, resulta como expressdo da velocidade

equacao (28)

v = kj EEP + K4 SEEP (28)

A partir das velocidades de desapareciment¢
dos intermediadrios obtemos as equagoes (30a) e (30c), a qual ¢
(28) resulta e expressdo (31), que é compativel com o mecanis:

Flip-Flop considerando que E2P seja reativo.



S-E~E-P

E - E
1" "o
kl k—l“
E - E -
Ky
k"'
....___.__.1-_._> E o E -
m
Ky
1
K3
v
E - E

esquema L
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dEES

- = (kY - k")) EES + K} EEx S = 0 (29a)
at
dEE
- P - ky EES + (kI + k, ) EEP - k_, SEEP = 0 (29b)
- (k3 1 -1
- 98EEP . (x| - k) SEEP + k, PEEP x § = 0 (29¢:
at
temos
EEP = K, SEEP x S (30a)
onde
K - kg = k4
\ -
Ky
EES = K, E, x S (30b)
onde
1
K. = !
B " -
(k") = Xp)
, K., E, x S
SEEP = c 2 (30¢)
(1 - KD KA S)
onde
114 1"
K- k2 X1
C " " - 1M
K" C k" = k)
e
1" 11]
VR I
D kn
-1
resulta
» K. E S
v = (k" K, S + k,) c 2 * (31)
3 Kp 3

1 - K, K, S



Analogamente a expressao matematica de veloc
dade, obtida por Simpson e Vallee,26 a qual considera no mecani
mo de duas etapas para cada centro ativo um intermediario enzin
-substrato distinto, a expressao (31) & diretamente -proporcione

a concentracdo de substrato e de enzima total.

3.4, Estudos na etapa transiente

Un mecanismo mais simples de duas etapas pa:

estudo da etapa transiente & analisado no esgquema 5.33
kq K, K.,
E + S ES —=> EP + P, —> E + P, )
ka
esquema b5

ot

A obtenciao da expressdao de formagao de prod
to como fungdo do tempo € analisada a partir das equagoes de v
locidade de formacdo dos intermediarios e produtos. Denotamos
e EP como a concentragdao do intermediirio enzima-substrato e e
zima fosforilada. Das expressoes de velocidade de formacao d
intermediarios ES e EP obtem—ée uma equagao diferencial de seg
da ordem com relacao ao intermedidrio ES. Sendo a velocidade
formacgao de Pl o produto da constante catalitica k2 pela conce
.tragdao do intermediario ES, temos que da resolucgio da equagao
ferencial de segunda ordem inicialmente obtida, a expressao ds
velocidade de formacgao de Pl-reescrita como fungao do tempo, ¢
centragdo de substrato e das constantes cataliticas. Pela inte
gragao desta equacdo final, obtemos a equagdo deSejada,33 cuje
forma & apresentada na Figuura 8. A inclinacao da parte reta
curva, representa a velocidade obtida sob condigoes do estado
tacionadrio, enquanto que como coeficiente linear temos a conce

tragao de P, a tempo zero que denominamos "burst". A expressac

1
para o "burst" resultante € dado pela equagao (32).



‘estado estaciondrio

Figura 8:
Diagrama esquematico da fungao P, em fun
g¢do do tempo. A intersecgao do prolonga-

mento da parte reta da curva indica o
"Burst".



2 2 2
k., E S k., k. E S
1 = 2 “et ; 2 "3 "t (32)
2 2 2
(k2 + k3) (S + Km) (S + Km) (k2 + k3) kl

Considerando os valores obtidos para a E.Col
a razao entre o primeiro e segundo termo que relaciona as cons
tantes & em torno de 107, sendo portanto o segundo termo em rel
¢do ao primeiro negligenciavel, e a alta concentragao de subst:

to I em relagao a K, » pode ser simplificado (equacao (33)).

k 2
I = (~___2~_ X By (33)
. t .
K,

Para baixos valores de pH, considerando qu
a etapa de desfosforilagao &€ mais lenta do que a etapa de fosf
rilacao (k, >> k;) obtem-se I como igual a concentracao total
enzima. A med%da que o pH aumenta ocorre um decréscimo de X,
aumento de k, com consequente diminuigao da relagao k2/(k2 + k
Por exemplo, se k, torna-se igual a ky a relagao se iguala a 1

Segundo diversos autores, o peso molecular
dio da enzima do E.Coli decresce com ©O pH.7 Como nao sabemos
quantidade de protons envolvida na dissociagdo dcida da enzime
em forma dimera, devemos estimar a constante de dissociacdo ac
da.

K

2 EH_ ==—= E, + 2n ut (34)
| (E,) (="
K =
a 2
(EHn)
(EH_)”
pKa = 2n pH + log -—~——; (35)
(E,)



sendo (EH )2
(E2)

e assumindo o valor de K, o mesmo para enzima do E.Coli e de =
frango a pH 6,89 como igual a 0,5 x 10"9 e o pK, igual a U4, se-
gundo Applebury at al,7 pode-se estimar n = 1, reduzindda.equa~

gao (35) para (36).
pK, = 2 pH =~ pKj (36)

Esta equacao permite com valores conhecidos
de K, e pH determinarmos a constante de dissociagao dimero-mon
mero e a percentagem de enzima em ambas as formas. Considefand
-se que o monomero seja reativo com um e o dimero com dois cen
tros ativos, uma aproximagao baseada na efetividade de apenas
centro ativo na forma dimera, leva-nos a reescrever a equagao

(33) como;

k, ' 3E %E .
nm=f—2\e 2 + (37)

Passamos, portanto, a calcular o "burst"
2,4-DNF a partir de determinados valores de pH, pKa e concentr
gdo total de enzima, donde o nimero de moles liberados & depen
dente do numero de centros ativos, permitindo verificar a reat
'vidade ou ndo reatividade do mondmero. Da comparagdo dos valor
calculados com os valores obtidos experimentalmenteuO (Tabela
determinamos a menor razao entre as constantes k /k do esquem
5, através do menor residuo quadrdtico médio (Tabela VI,Figura

_ Analogamente, analise de valores distintos
ra a razao ky/(k, + k) de monomero e dimero foi seguida. Entr
tanto, nao foi observado influencia nos valores anteriormente
tidos, para consideragao de que a razdo entre as constanfes ca
1itica de fosforilagdo e desfosforilacdo seja identica.

' Da aplicacao do modelo proposto para a etag

transiente da reagao, obtem-se a razao k2/k3. A curva calculac
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TABELA V

"Burst" do 2,4~DNF, a diferentes valores de pH

pH 107 b 107 enzima ©
4,0 13,0 5,6
15,5 7,4
25,0 11,3
37,5 19,6
4, u : 13,0 7,4
20,0 11,3
26,5 19,6
5,0 3,5 5,6
8,0 ' 7,4
8,8 _ 11,3
12,5 19,6
5,5 7,0 11,3
11,0 19,6
537 433 7,”'

8,0 19,8

a) referencia 40
b) moles de 2,4-DNF

c) mol/lit. da enzima considerada como dimero



Otimizagao da razao k,/k

TABELA VI

3

de pH e pKa.

a distintos valores

- 2

Y
pKa pH ( k2 ) k2
k2 + k3 k3
,0 4,0 1,00
,0 , 0,88 15,151
,0 , 0,51 2,498
,0 , 0,52 2,586
4,0 > 0,43 1,904
> > 1,00
, , 0,98 98,497
, , 0,57 3,082
, R 0,52 2,586
, , 0,u45 2,038
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1 . 1 ]

5 10 15
' 107[enzima]

Figura 9:

"Burst" do 2,4~DNF para valores calculados a
partir do menor somatorio quadratico médio, em relagao
ao valores experimentais (ver referéncia 40) versus /

concentracgao total de enzima.
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de I versus concentracao total de enzima apresenta forma 8eme
lhante a obtida experimentalmente, o que nos permite notar a e
tividade do mondmero através da inclinacdo da curva (Figura 9).
A alta concentracao total de enzima, maior concentracgao desta «
encontra na forma dimera com apenas um centro ativo efetivo, «
presentando um menor numero de moles de 2,4-DNF liberados no

"burst" pela enzima. Se apenas o dimero for reativo, teremos

curva pontilhada (Figura 9), a qual indica a proporcionalidade

da velocidade com a concentracao total de enzima.

3.5, Determinacao do "Burst"

Num mecanismo de duas etapas (esquema 5),
hidrdélise de um substrato em presenca de uma determinada enzim
a rapida liberacdo do produto Pi da primeira etapa pode ser de
terminada antes de alcangar as condigoes do estado estacionari
através da técnica do fluxo detido ("stopped flow").

» Apds - a etapa transiente se observa hidroli
de ordem zero do substrato.

Nosso objetivo nesta etapa do trabalho foi
terminar uma expressao matematica que relacione Pl com o tempo
para o mecanismo monomero-dimero, em fungdo de constantes ou t
mos conhecidos.

Bender " obteve uma expressdo para variagao
de P, com o tempo, no mecanismo da hidrolise de ésteres, tais
mo p-nitrofenilacetato (p-NFA) catalisada por «-quimotripsina.
esquema inclui equilibrio de protonacio do intermedidrio enzin
~-substrato (ES), do intermediario enzima-acilo (ES'), bem comc
'protonagéo da enzima livre (esquema 6). Para tanto denotou a s
ma das espécies protonadas e ionizadas da enzima com o superir
ce tot (total). Assim (E)T°F, (Es)TOT ¢ (Es')tOr

formas de enzima livre, complexo enzima-substrato e a enzima &

se referem

lada respectivamente, e E, concentragao total da enzima.
Expressoes semelhantes foram obtidas para

' ~ . . t .
constantes de formacao das especies (ES’)tOt, kéotfe de desaci

géo. gqt.
Obtendo-se uma expressdo integravel para
(Est)*ot

(gs)tot

, pode-se integrar a equagao diferencial obtida pé
[d(ES)tOt/dt = dPl/df] obtendo-se a relagao de Py



P

H+ E + S

\

ES

+ ES!

esquema b

EH + S

HES

\

HES'

EH

+ P

+

P

1
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fungao do tempo e constantes que incluem E, e S, (concentracgao
inicial de substrato).

Devido a semelhanga entre os mecanismos apres
tados no esquema 6 e aquele para o mecanismo mondmero-dimero pa
ra a etapa transiente (esquema 7), tentou-se calcular P, como
fungdo do tempo,No esquema 7 o mecanismo da hidrdlise através ¢
enzima dimera & expressado em forma similar ao mecanismo Flip -
Flop, considerando-se que nd3o s6 a enzima livre dimera (EZ) est
ja em equilibrio com seu mondmero, mas também cada um dos inter
mediarios E28 e EZP' Entretanto, um ponto de complexidade entre
os mecanismos, consiste no fato de formar P1 também na etapa ¢
formacdo da espécie dimera com dois centros fosforilados (PEEP.

Denotando-~se Kd, Ké e Kg como as constantes
de dissociacdo da enzima livre, do intermedidrio enzima-substr:
to (BQS) e enzima fosforilada (EQP) e.considerando a concentra

gao " dos intermediidrios enzima-substrato unidos nao covalentem

te como a soma de EZS e ES , (ES)tOt, passamos a escrever:
E.S ES
tot 2
k = kY o— + k! —— (39)
2 2 Estot -2 Estot

t

sendo as razoes E,S e ES com relagao a ESTOT a5 respectivas £

goes molares. Da equagao (39) temos as equagoes (40) e (41);

L tot

KOt - k!

Xp g = ———t (40)
" _ 1
2 Ky -k}

tot _ v &

P o 2 2 pgtot (41)
2 T 1
k2 Tk

Analogamente, pode-se expressar ES em termo

de (ES)tOt, atraves da equagdao (42);

tot
k - k! :
ES = 2 2 < EStot (42)

' _ "
ko ko
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esquema 7



Para obter uma expressao mais simples, assu-
miu-se que kY _deSprezivel. A velocidade de formagdo de Py & a
presentada pela equagao (43a), a qual pode ser facilmente rees
crita em termos de (ES)'Ot (equagao (43b)). Tomando-se como k,
relagdo entre as constantes da equagao (43b), a velocidade de

formacao de P, pode ser simplificada ao produto da constante k:

1
pela concentracdo total do intermedidrio enzima-substrato.

dPl
- = ké ES + k; E28 o (43a)
dt '
ary kT - ¥ K7 =K vor
= ké e ¥ kg ———= ES (43b)
! — 1" 1 - 1
dt ‘ k2 k2 k2 k2
dap
L= x, Es*°F (43¢)
dt i
Sendo a velocidade de desaparecimento d
(ES)JCOJC dada pela equacgao (4u4), devemos tornar a velocidade d
formagdo do intermedidrio (SEEP) integravel e levando a equaga

tot

(44), obtemos a expressdo de (ES) em funcdao do tempo e cons

quentemente a equacgdao (43c) integravel.

tot , |
- dES " _ . gstot _ k. sEEp (lp )

at 2 3

A expressao de velocidade de desapareciment
do intermedidrio (SEEP), equacdo (L5), pode ser escrita em ter
mos de (ES)T°% e (SEEP), equacdo (46), onde as letras maiiscu’
las denotam uma relacdo entre constantes e E a enzima na forn

monomerica. .

- 4SEEP  _ ym Sppp - k3 E,S + k% E,P + kj EP - k) ES
o T Ny SE 2 3 ©2

45)
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_ dSEEP _ estot o A 4+ _B_ sEEP (46)

= - k
ats - 2 E
kl' K"

A= k3 + 3
S
1 t nt

. k} K} X

S

Analogamente, a partir da concentragéb total
de enzima (E_), através das constantes de equilibrio temos a

quagao (47);

tot H

F ES = Eo - G + —— SEEP 47)
E
' tot _ " nw tot _
F - S K k2 k2 K k2
= 1 + + . + .
1 1 - 1 1"
Ki 28 k2 k2 S k2
c =1 - X!
S
K" Kl'IA;
H = -9
S

Da constante de dissociagdo do intermediario

enzima-substrato e enzima livre (K'), a enzima livre monoméric

tot

& expressada em termos de constantes e (ES) , equacao (usg),

qual levando-se as equagSeé (47) e (46), obtemos (49) e (50) r

pectivamente.
tot
K' x,°° - kY
£ - 2 2 pgtot _ | pgtot (48)
S k) - k!
2

2
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V. 2 ]
tot E, - G SEEP (E, - G SEEP)® - 4 F H SEEP
ES = - +
2 F - 2 F
(49)
- 98EEF -y Es™% 4 A sEEP + —2— SEEP (50)
dt I ES
~ Entretanto, ao levarmos (50) em (49). resu:
ta a equacao (51) de dificil integracao.
_9SEEP _ 3 M 4 (N + A) SEEP + |[M + P SEEP + P, (SEEP)’
) 1 1
dt :
. B SEEP (s
=
I M~ N SEEP + UMl + P SEEP + P; (SEEP)®
E
M= - 2
2F
N = —8
2F
. 2E G -Uu4FH }
2 F
B
M. =
L or
p o 8
X
2F

Se as razoes entre as constantes B/E e H/E
fossem muito pequenas em relagao a A e G respectivamente, as ¢
pressoes (47) e (46) simplificar-se-iam tornando integravel a

quagao de velocidade de formagao de P,. Entretanto, esta cons]



ragao nao €& valida, pois a partir de uma estimativa da ordem d
grandeza da relacgao entre as constantes e enzima livre na forma
monomérica (Tabela II), a relagdo ndo é observada. Da equagao r
sultante da integracdo da expressdao de velocidade a partir da r
ferida simplificacao, quando tornamos o tempo suficientemente

grande, faz com que o prolongamento da parte reta da curva pass

pela origem, indicando um valor de II nulo.



Além dos estudos tedricos anteriormente apr:
sentados, neste trabalho intentou-se também obter dados orient
tivos sobre a possibilidade de imobilizar a enzima em uma matr
de celulose contendo grupos etil-xantato.

Considerando que se tratava de uma zinco-me
lo-enzima, estudou-se a complexacao do Ion Zn't com etilxantat
de etila.

Finalmente, efetuou-se estudos cinéticos
"amindlise de etilxantato de etila com alguns aminoacidos e pro
teinas, tendo em vista um estudo mais completo, que visa imobi
zar uma enzima pela reagao dos grupos amino terminais ou de un
dades de aminodcidos de cadeia peptidica, que contenham grupos
mina (lisina, arginina, asparagina, prolina, serina, triptofah

etc.) com ésteres xanticos unidos a uma matriz de celulose.



3.6. Efeito do ion zinco no espectro do EXE

Como nos referimos anteriormente, a fosfatas:
alcalina € uma zinco-metalo-enzima com nimero de atomos grama di
zinco por mol de proteina variando de dois a quatro.35 Vallee <
co-autores prepararam a enzima com especial atencao para o con
telildo de zinco metdlico e determinaram quatro atomos grama  po
mol de enzima.ll Dois dos atomos de zinco sao facilmente removi
dos, inativando a enzima e os outros dois aparentemente. nao en
volvidos na agdo catalitica, sdo mais dificilmente removido. 12
Esta inibigdo da atividade enzimatica pode ocorrer, por exemplc
através da formag3o de complexo ou por remogao do metal, por in
termédio de um agente quelante.12

Estudos simultaneos tem mostrado a presenga
de 1,3 &tomos-grama de magnésio por mol de enzima,36 sendc gu
este nao ativa a apoenzima, mas somente aumenta a atividade de¢
que possuem zinco em sua composig50.37 0 conteldo metalico € in
portante n3o somente para a atividade como também para manter
estrutura quaternaria da enzima.3®

Portanto, passamos a analisar a possivel cor
plexacao de ions zinco com etilxantato de etila, para observar
mos a influencia deste fenomeno na imobilizacao da enzima numa
matriz sélida de celulose através de uma ligacao tionocarbamil.

Com esta finalidade observou-se a vaI*J'__ac;élo‘i
espectro do EXE em presenga de quantidades crescentes de clore
de zinco, a diferentes valores de pH.

0 zinco possui numero de coordenagao igual
‘quatro, e o fon aquo-zinco se ioniza através de varias etapas,

medida que a alcalinidade da solugao aquosa aumenta, formando

hidroxido de zinco e finalmente os oxianions zincat0838’39 (eq
gcdo u7a)l.
2+ __OH_ + OH_
Zn(H,0);" ===== 2Zn(H,0),0H Zn(H,0) , (OF
oy e o o O s o
Zn(HQO)Q(OH)2 _— Zn(H20)202H _ Zn.H2 20,

(u47a)
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0 hidroxido de zinco tem um valor de pK, 4

25° igual a 1,04 x 10 %1
41

, donde a pH 10 encontra-se parcialmen-
te ilonizado.
' ) Sendo o enxofre melhor doador de elétrons dc
gue o oxigenio, pode ocorrer mais facilmente uma substituigao
de uma molécula de agua do aquo-hidrdxido por uma de EXE. E po;
sivel que o EXE aceite varias moléculas do hidrdxido de zinco
ou as diferentes especies deste, segundo o pH, motivo pela qua
na equacao de formacao dos complexos correspondentes nao termo
considerado as moléculas de dgua do hidrdxido de zinco e tampo
co as formas ionizadas deste (equacdo (47b)). Segundo a equaga
(47b), X e y sdo os coeficientes estequiométricos e representa
do-se a razdo y/x = m, resulta a expressao da constante de for

magao do complexo segundo a equacao (48).
x EXE + y Zn(OH), =—=== (EXE)X[Zn(OH)Q]y (47b)

) [exE) Znlom),]_ - .

[exE] [2ncom )™

Ao logaritmarmos a expressao (48), a razao
entre a concentracao do complexo e a concentragao de EXE pode

ser escrita em termos das absorbancias lidas. -

, [complexo]
log = log Kg + m log [Zn(OH)Z] (48a)

[EXE]

Denotando-se (AO, CE’ SE), (AQ, Cc’ ec) e
absorbancias, concentragdes e absoprtividades molares do EXE
complexo respectivamente, a absorbancia total observada (A.)

dada por;

(49)

=
1
~
O
o
l
O
™
A
™
0
+
O

onde » _



- 55 -

e portanto A - A
cp = =——C (51)
€ =~ €
c E
Ao~ A
Cc T (52)
€C = EZE

A razao entre as concentracoes do complexo
EXE (Co/CE) e igual a (AC - Ao)/(Am - AC).

Ao = Ay
log = log K, + m log [zn(om),] (53)
An - A .
c
k Levando a grafico o logaritmo da razao ent
CAC - Ao).e (Ap - AC) versus logaritmo da concentracao total

zinco (equacao 53), deveria obter-se uma reta cujo coeficiente
angular seria -m.
| Para EXE (4,3 x 10™° M) em 10 mM de bicarbo

. to de sddio a pH 7 (Figura 10A) o valor de m & igual a é, corr
pondente a dois moles de zinco para cada mol de EXE. Variando-
o pH para 10 (Figura 10B), mantendo-se as demais condigoes, o©
serva-se uma curva com um aumento de m quando se aumenta a con
centracdo de cloreto de zinco. Esta variacao esta num interval
de 2 a 4 Atomos de zinco por molécula de EXE (Tabela VII).

A pH igual a 4, n3o foi observada variagao
"absorbancia do EXE a 260 nm,

Portanto existe a formacao de complexo entr
EXE e as espécies de hidrdxido de zinco, em solugdo aquosa, se
do dependente do pH. Decresce em complexidade e estabilidade
decrescer o pH.
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2 + log At = 4o
Aom by p
\¥2%

)
-
w

0,5

Figura 10:

0,5 1,0
S+log [ZnCJ.Q]

Determinacio da relacdo de complexagao entr:
= 4,3 x 107°M, NaHCO

EXE e fon Zn'", [EXE]
10 mM a 260 nm, a diferentes valores de pH.
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TABELA VIT

Influéncia dos fons Zn' ' na absorbancia do EXE.Z

pH 10 ZnCl, Absorbancia
10 - 0,145
3,43 0,160
6,86 0,170
10,29 - ' 0,230
13,71 0,270
17,15 0,320
20,58 0,350
24,01 0,480
27,43 0,525
30,87 0,580
34,30 0,580
7 - , 0,175
3,14 0,245
6,29 0,310
9,u3 ‘ 0,370
12,57 0,430
15,71 0,470
18,86 0,470

a) A 18,6 °C e A = 260 nm,
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3.7. Aminélise do EXE

A amindlise do EXE &€ representada pela equa~-
cao (54), a qual forma monotionocarbamato de etila e etil merca
tano. R denota a sequéncia de um aminodcido ou de uma cadeia pe

tidica.

. BEt-S HN-R
| + H.N-R ———> | + EtSH (54)
Et-0-C=$ | Et-0-C=S

Este tipo de reacdo entre dialquilxantato
glicina, formando alquil monotionocarbamato N-acético, foi ante
riormente estudado por Aubert e‘Knott,u2 para desenvolvimernto c¢
métodos de degradagao de peptideos. |

A reacao de dialquilxantato com glicilglicii
forma alquil monotionocarbamato acetil glicina (I), o qual & i1
tavel em presenga de acido cloridrico em nitrometano anidro qi
catalisa o atague nucleofilico do enxofre sobre o carbonilo pe]
tidico préximo, formando o intermediario 2-alcoxitiazol-5-ona
S (II).

i +
-— ) ) N - + A
~HN ?HchHCHZCOOH HCL ﬂH T2 |+ H,NCH,CO
R-0-C=S ¢ C=0
| NS
1) RO S ] (III)
’ ) (ID)
- rt
NH,-CH | NH — CH NH — CH
272 - | | 2 on” l 2
COOH <«—— C co, €—— o0=C C=0
7N\ - \\s’/
cos |

Para separacao do produto cristalino (IV),

solucdao de nitrometano & evaporada a temperatura baixa e o res



Absorbancis,

0,2

- 50 «~

"EXE (4,8 x 107> M) em NaHCO

)

20 | 260 280

A,m

*Figura 11:

Espectro ultra-violeta da hidrdlise do
3 10 mM, pH 11, a tem-
po zero e apds 16 horas de reagdo a 25,0 °C.



duo tratado com hidroxido de sodio e neutralizado com acido cl.
ridrico, resultando o aminodcido retirado da cadeia peptidica
nicial (VI).

Neste trabalho prentedeu-se estudar a reaca
de um éster xantico, tal como etilxantato de etila, com alguns
minodcidos, polipeptideos e proteinas, mas com a finalidade
obter o monotionocarbamato em forma estavel, motivo pela qual
sou-se solugao aquosa em ambiente alcalino.

Para determinacao da constante de velocidad
de pseudo primeira ordem da reagao com EXE e a amina, calculou
-se do coeficiente angular do grafico do logaritmo da difereng
da absorbancia a qualquer tempo e da absorbancia a tempo infin
to versus tempo, Da razao da constante observada pela concentr
cdo dos aminodcidos, dipeptideos ou proteina empregados obteve
-se a constante de segunda ordem. g

- A reagao do EXE e albumina bovina foi medid
a tempo zero e tempo infinito, a 35 °c e pH 11. Pensou-se que
com tais dados poder-se-ia calcular o numero de grupos amina
albumina, que reagiram com EXE. Entretanto, a hidrolise parcie
do EXE nesta condigdes e a baixa concentragdo de proteina util
zada (aproximadamente cem vezes inferior a de EXE) nao -nos le:
a resultados conclusivos. J

A reagao com EXE e ribonuclease fol acompar
da cineticamente a pH 11, com tampao bicarbonato a 25 ©C. Ribc
clease & uma enzima que contém uma cadeia de 124 residuos de ¢
nodcidos, com as extremidades constituidas por lisina e valin:
respectivamente. O valor médio obtido para constante de segunc
ordem foi de 0,363 M 1s™1 (Tabela VITI).

Como referencia, usou-se uma amostra de I
nas mesmas condicdes de pH, temperatura e tampao para corregac
da concentragao de EXE que tenha efetivamente reagido.

0 valor superior da constante de segunda o:
dem da ribonuclease em relacio aos aminodcidos e dipeptideo e
coerente com o fato destes possuirem apenas um grupo amina 1i-
contra os varios contidos na ribonuclease. Uma etapa para pos
rior investigagao serd a determinagao dos grupos aminas da re
rida proteina que reagem.

Para determinagao das constantes de segund



~

Absorbancia

O
-
[,

(¢}
-
&

Figura 12:

Espectro ultra-violeta da reagao de ami-
nélise do EXE (5,4 x 10°° M) com glicina (3 x 107 °M)
a pH 11 em bicarbonato 10 mM, a tempo zero e apds 16

horas de reagao na temperatura de 25 °c.



ordem da reacao do EXE com glicina, glicinato de etila e glici!
glicina, foi seguido procedimento andlogo ao empregado para ril
niclease. Os valores obtidos sao apresentados na Tabela VI. 0 ¢
companhamento da aminolise do EXE com glicina foi tomado o espe
tro de absorcdao ultra violeta do EXE (Figura 11) e da mistura i

acional (Figura 12) a tempo zero e apos dezesseils horas de rea
cao.
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TABELA VITI

Valores das constantes de segunda ordem para a ami-

- . . - 3 - . a
nélise de aminoacidos, dipeptideos e proteina.

4 5 -1 2 -1 -1
10° M 10 kobs,seg 107 ks, M 7s pKa
Ribonuclease
1,11 _ 4,2 37,8
0,78 2,7 34,7
- - . +
media 36,3 - 2,2
Glicinato de etila
9,0 4,0 4,4y
6,0 - 3,0 5,00 7,6
3,0 2,2 7,33
P +
media 5,59 - 1,5
Glicina
’ s 3933 &
, : 4,62 %»0
- - +
média 3,98 = 0,9
Glicilglicina
9,0 1,31 1,45
6,0 1,14 | 1,90 8,13
- . +
media 1,68 -~ 0,3

a) Condigoes de reacao; pH.= 11, T = 25,4 °C, bicarbonato de
sodio 0,025 M. '
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Apéndice 1

Otimizac3o das constantes segundo o minimo somaté-
rio do mbdulo do residuo. Para determinadas concentracdes de /
enzima total e substrato, variava-se somente um dos parémetros
do conjunto de constantes e comparava-se com o obtido experi-

metalmente.

Relacao ‘das constantes fornecidas previamente com as respec-:

tivas memorias:

Constante memdria Concent.de subst. memoria
Kd QOl ‘ Sl 01}
X! 002 S 012
1 2
K" 003 S4 013
K 0oL : Sq 014
" N i :
k2 005 85 015
kg‘ 006 Veloc. exp. p/
Yt : conc. alta enz.
2 007 :
Ei 026
kg/(Kd.K") - 008
Eé 027
k%/(Kd.K".K"') 009
Eé 028
X! ouo :
1 .
EH 029
. ,
Bt 043 E 030
111 .
E2t Ottt Veloc. exp. p/

conc. baixa enz.

EY 036
EY | 037
EY 038
E] 039
EV » ou1

5
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. Apéndice 2

Determinagao do menor residuo quadrdtico médio, para estudos na eta
pa transiente, variando-se o valor da razao [kz/(k2 + k3)]2 para de
terminados valores de pH e pKa.
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