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L INTRODUCAO

L. 1 SISTEMAS BIOLOGICOS

Os sistemas bioldgicos tém um auto-controle que permite iniciar
ou acelerar processos sob certas condigdes e termina-los ou desacelera-los
sob outras condigdes (Koshland, 1973).

Considerando a variedade de processos que devem ser regulados
e a diversidade das condigées ambientais determinadas por temperatura,
pressdo e composi¢do as quais um organismo esta sujeito, € de se esperar que
os controles em sistemas biologicos sejam bastante complexos. Todavia,
quando se faz uma analise mais aprofundada e cuidadosa desses sistemas,
nota-se que os elementos fundamentais de controle sdo notavelmente simples
e universais. Esse elemento fundamental , desde as mais simples bacténas até
o homem , é a molécula de proteina (Koshland, 1973).

A analogia entre um organismo Vvivo € uma maquina €
perfeitamente sustentdvel em todos os niveis em que se analise. A grande
diferenga entre os dois sistemas, € que o vivo tem a capacidade reproduzir-se

e adaptar-se ao meio ambiente (Changeaux, 1965).




Portanto, uma cé€lula em si poderia ser considerada uma maquina
quimica na qual as varias estruturas sdo interdependentes e controladas por

(13

sistemas de retroalimentacdo”, muito similares aos sistemas que
compreendem as maquinas.

Esta célula fabrica produtos a partir de elementos simples,
seguindo uma codificagdo estabelecida— por exemplo a formagao de proteinas
a partir de aminoacidos segundo uma seqiiéncia de bases— por meio de uma
série de reagdes semelhantes a uma linha de produgdo numa fabrica.

Experimentos recentes tém mostrado que a habilidade das
proteinas de mudar sua conformagdo sob influéncias externas e/ou induzir

mudangas conformacionais em acidos nucléicos, é o fator fundamental que

propicia o controle de “liga-desliga”, tdo vitais para os sistemas vivos.

L2 PROTEINAS

Ja nos primeiros trabalhos com matéria viva, os quimicos

depararam-se com substincias que apresentavam um comportamento

peculiar. Quando aquecidas, tais susbtincias passavam do estado “liquido”




para o “solido”, coagulavam. Como exemplo podemos citar a caseina, uma
substancia do leite, e a globulina , um pigmento do sangue.

Em 1777, todas as substdncias que coagulavam foram incluidas
numa classe denominada albuminosa. Foi somente no século XIX, quando os
quimicos comegaram a analisar estas substancias, que se verificou que eram
consideravelmente mais complexas que outras moléculas organicas.

Quando em solugdo, estas moléculas apresentavam uma
estrutura  definlda e  delicada: uma  simples agitagio ou
acidificagdo/alcalinizagdo do meio em que estas se encontravam, eram
suficientes para desorganizar suas estruturas. Este fendmeno, designado
desnaturagdo, implica na perda da sua fungdo biologica (Asimov,1972).

Naquela época, tais moléculas, por sua complexidade e

diversidade, passaram a ser designadas proteinas (Do gr., proteios,

‘principal’). Hoje, sabe-se que desempenham varias fungdes bioldgicas, tais
como: a) transporte de gases, ions, glicose, lipidios € outras moléculas; b)
formagdo de um sistema de defesa dos organismos mais complexos; c)

catalisadores de rea¢des quimicas e d) sustentagdo supra estrutural.

As proteinas sdo formadas pela combinagdo de vinte

aminoacidos essenciais, ligados covalentemente por ligagdes peptidicas, que




formam cadeias polipeptidicas. Nestas ligagdes, a por¢do amina de um
aminoacido se liga a porgdo carboxila de outro , liberando uma molécula de

agua (Mathews, p.142).

As cadeias polipeptidicas organizam-se em quatro tipos de
configuragdes. A primeira, conhecida como estrutura primaria, representa a
seqiiéncia de aminoacidos da proteina; modificagdes nesta seqii€éncia podem

alterar, n3o necessariamente, a sua fungdo bioléogica.

Na estrutura secundaria, a cadeia polipeptidica enrola-se em
forma de o-hélice, de folha [-pregueada e de “randon coil”, como

conseqiiéncia das interacdes ndo covalentes entre os aminoacidos.

A estrutura terciaria caracteriza a maneira como a estrutura

secundaria se compacta sobre si mesma, para formar, geralmente, um glébulo.

Finalmente, a estrutura quaternaria representa o arranjo espacial entre duas ou

mais cadeias polipeptidicas com organizagio tercidria..




1.3 ENZIMAS

1.3.1 Catalisadores Quimicos

Como sabemos, para manter a vida em todos os seus
aspectos, varias reagdes quimicas devem processar-se no organismo. Estas
devem ser diversas e eficientes e ocorrer em condi¢des adequadas tais como
temperaturas ndo muito elevadas, pH fisioldgico, pressdo relativamente
constante e altas velocidades. Cada reagdo estd interligada a varnas outras, e
do retardamento ou da aceleragdo em uma ou algumas destas reagdes,

depende a organizag¢io de todo o sistema.

Foi por volta do fim do século XVIII, seguindo o exemplo

de Lavoisier, que os quimicos comegaram a estudar as reagdes bioldgicas de

maneira quantitativa, interessando-se pela velocidade das reagdes. Notaram,
assim, que estas velocidades podem ser significativamente alteradas com

pequenas variagdes do meio em que se processam.

Kirchhoff, descobriu que amido podia ser convertido em
agucar em meio acido e que esta condi¢do aumentava grandemente a
velocidade da reagdo sem, contudo, consumir ou liberar protons. Ao mesmo

tempo, Johann Wolfgang Débereiner verificou que a platina, um composto




metalico, favorecia a combinagdo de hidrogénio com oxigénio para formar
agua. Sem a presenga deste composto, a reagdo sO se processaria a altas

temperaturas (Asimov, 1972)

Uma vez que as reagdes rapidas acontecem no sentido da
decomposi¢do de uma substidncia complexa em outra menos complexa,
Berzelius chamou este fenomeno de catalise (Do gr., kata, ‘para baixo’; lysis,
‘dissolugdo’). Portanto, as substancias que aceleravam as reagdes quimicas

passaram a ser designadas de catalisadores (Asimov, 1972).

1.3.2. Catalisadores Bioquimicos

O mundo orgéanico também tem os seus catalisadores, da
mesma maneira que o mundo inorganico. Como exemplo de catalisador
organico podemos mencionar as leveduras. Elas transformam estruturas
complexas em simples, ou melhor, agucares complexos que ndo sdo

assimilados pelos organismos em agucares simples que podem ser

assimilados (assimilados no sentido de que sdo utilizados na formagdo de

estruturas mais complexas). Outros organismos, tais como as bactérias,




também podem acelerar inimeros processos de decomposi¢do nos sistemas
bioldgicos

Em fungdo do seu papel de “quebrar” as substancias
organicas, os catalisadores organicos passaram, entdo, a ser designados
enzimas (Do gr., en, ‘dentro’; zyme, ‘fermento’), que sdo proteinas que
apresentam propriedades cataliticas e alta especificidade para o seu substrato.
O nome ‘enzima’ foi inicialmente empregado em 1878 por Fredrich Wilhelm
Kuhne.

A partir de entdo, comegou-se a definir que toda enzima é
uma proteina, mas isto s6 se tornou realmente aceito por volta de 1930.
Atualmente, sabemos que os catalisadores biologicos ndo sdo
,necessariamente, moléculas de proteina pois experimentos tém demonstrado
que algumas espécies de RNA também tém propriedades -cataliticas

semelhantes as das enzimas.

A historia da enzimologia , ou seja, o estudo das enzimas,

€ a propria histéria da Bioquimica. Ambas desenvolveram-se através de

estudos de fermentagdo e digestdo. Foi somente por volta de 1777, que

Edward Stevens, isolando fluido do suco gastrico, demonstrou que era

possivel estudar os processos digestivos fora do corpo, isto &, in vitro.




Em 1810, Joseph Gay-Lussac, estudando fermentagdo,
demonstrou que etanol e dioxido de carbono eram produtos da decomposigdo
de agucar por levedura.

No século XIX, Louis Pasteur prop6s que os processos de
fermentagdo também poderiam ocorrer em células vivas e que os sistemas
vivos eram dotados de uma “for¢a vital” que decompunha substincias
complexas em simples. Outra hipotese de decomposi¢do nos organismos
vivos, defendida por Justus Liebig, baseava-se no fato de os processos
biolégicos processarem-se pela agdo de substancias quimicas que agem como
“fermentos”.

Em 1894, a descoberta de Emil Fischer de que a enzima
glicolitica pode distinguir agucares estereoisOmeros permitiu que se

formulasse o modelo da “chave-fechadura”. A especificidade de uma enzima

~ (fechadura) com o seu substrato (chave), resulta da sua total

complementariedade (Voet & Voet, 1990).

Em 1926, James Sumner estudando urease, primeira
enzima cristalizada, obteve a catalise hidrolitica da uréia em amonia e dioxido
de carbono. Em meados de 1930, John Northrops e Moses Kunitz

confirmaram que havia uma correlagdo direta entre a atividade enzimatica dos




cristais de pepsina, tripsina € quimotripsina € a quantidade de proteina
presente . Assim, confirmaram a idéia vigente até entdo de que toda enzima ¢
uma proteina.

Embora o assunto da enzimologia tenha uma longa
historia, a maioria do nosso entendimento da natureza e fun¢do das enzimas
advém, sobretudo, de estudos realizados na segunda metade do século XX.
Foi somente em 1963 que a primeira seqiiéncia de aminoacidos de uma
enzima (RNase A) foi elucidada (Boyer,1971). Também nessa década, mais
precisamente em 1965, foi apresentada a primeira estrutura tridimensional de
uma enzima, a lisozima, a qual foi obtida através de estudos de difragdo de
raios-X.

Hoje, estima-se que ha em torno de 2000 enzimas

purificadas e caracterizadas (Voet &Voet, 1990).

1.4 RIBONUCLEASE A (RNase A)

Em 1941, Fankuchen realizou os primeiros trabalhos cristalograficos
com RNase A, a primeira enzima ¢ a segunda proteina que teve a sua

seqiéncia de aminoacidos conhecida (Boyer, 1971). A sua conformagdo,




determinada por métodos de difragdo de raios-X, revela uma macromolécula
em forma de figado com sitio ativo localizado em sua depressdo central
(Wlodawer et al, 1985), como mostrado na figura 1 (Udgaonkar & Baldwin,
1990). Dados estruturais desta proteina com diversos ligantes mostram a
inclusdo do substrato justamente nessa depressdo central.

McPherson (1986), trabalhando com polinucleotideos de varios
tamanhos, mostrou, através de estudos de difragdo de raios-X, que além do
ligante se ligar na depressio central, ha também uma grande
complementariedade em toda a extensdo do complexo formado entre RNase
A e DNA de fita simples (um desoxirribonucleotideo).

A Ribonuclease A (RNase A) (E.C. 3.1.27.5), a qual cataliza a

clivagem do RNA, ¢ uma das enzimas melhor entendidas (Breslow, 1982).

Esta enzima atua na por¢do interna do seu substrato; portanto, ¢ uma
endonuclease e participa tanto da clivagem como da hidrélise do &cido
ribonucléico (RNA) (veja seg¢do 1.4.2).

Na maioria das espécies, a exce¢do dos ruminantes, o nivel de
ribonuclease pancreatica ¢ muito baixo (Boyer, 1971). De modo geral, é
considerada uma molécula pequena, pois ¢ formada por 124 residuos de

aminoacidos, dentre os quais 24 sdo carregados. A sua por¢do amino-terminal




¢ composta por uma lisina (lys') e a carboxi-terminal por uma valina (Val'?*).

Esta proteina € formada por 1860 atomos na auséncia de moléculas de agua.

Proc. Nati. Acad. Sci. USA 87 {(19%0)

Figura 1. Representacio da estrutura tridimensional da RNase A segundo Udgaonkar & Baldwin,
PNAS, Vol.87, p. 8198,(1990).

Esta enzima contém quatro pontes de dissulfeto em sua estrutura
terciaria nativa, ligando os residuos ( 26-84, 95-40, 110-58 € 65-72 ), o que a

torna muito estavel. Sua estrutura secundaria apresenta (3) trés a-hélices e (2)




duas -folhas pregueadas — sendo uma composta de quatro e a outra de trés
fitas— e algumas por¢des em “randon coil”. Apresenta ponto isoelétrico em
torno de 9,0 e massa molecular da ordem 13,68 Kd (Boyer, 1971).

A RNase A ndo possui residuos de triptofano e, portanto, a sua
absorg¢do maxima na regido do espectro de UV proximo, em torno de 280 nm,
€ conseqiiéncia dos 6 residuos de tirosina. Possui um sitio de ligagdo com alta
constante de associagdo para nucleotideos de pirimidina, tais como citidina e
uracila. Apesar de ser sintetizada no pancreas, que produz suco pancreatico
com pH varniando de 8,0 a 8,3, seu pH 6timo esta na faixade 7,0a 7,5 .

Embora “fermentos” que afetam acido nucléico de levedura tenham
sido obtidos por volta de 1891, o trabalho de W.Jones, especialmente o de
1920, tem sido usualmente citado na literatura como o inicio dos estudos com

ribonuclease pancreatica. A moderna historia desta enzima iniciou-se com 0s

trabalhos de cristalizagdo de Kunitz em 1939 ( Boyer, 1971).

Anfinsen e White foram quem mais estudaram esta enzima antes de
1959. Posteriormente, Hirs, Stein, Hummel, Rabin e Scheraga et al
comegaram a realizar varios tipos de estudos com a ribonuclease. Isto,
provavelmente, se deve ao seu pequeno tamanho, grande estabilidade e

extenso conhecimento da sua estrutura.




L.4.1 Atividade Enzimadtica

Muitos métodos tém sido descritos na literatura para determinar
a atividade da ribonuclease (McDonald, 1955 apud Crook, Mathias, Rabin,
1960). A maioria destes métodos empregam &cido ribonucléico (RNA) ou
nucleotideos tais como citosina monofosfato ciclico (CMP) e uracila
monofosfato ciclico (UMP), como substrato.

CMP e¢ UMP tém sido utilizados, nos estudos cinéticos mais

recentes apresentados na literatura. A razdo para isso € que a degradagdo de

RNA por RNase envolve duas cinéticas distintas: a) a despolimerizagdo com
conseqiiente formagdo de fosfato ciclico e b) a hidrdlise deste produto ciclico.
Ja a cinética, usando nucleotideos de pirimidina, envolve apenas a fase de
hidrolise, que € mais facil de ser acompanhada.

O primeiro trabalho intensivo para investigar o segundo passo da
cinética da ribonuclease foi realizado por Herries et al, estudando a hidrolise
do 2’3’ CMP no qual os dados apresentam graficos duplo-reciproco lineares.

Em 1955, Richards descreveu um método para determinar a
hidrélise de uracila 2°3’ciclo fosfato (UMP) a qual depende da diferenga dos

espectros de absor¢do entre produtos e reagentes (Crook, et. al, 1960.). Nos




experimentos de Kunitz, em 1946, o decréscimo da absorbancia ( 4) medida
em 300 nm da solugdo de RNA comercial de levedura foi medido como uma
funcdo do tempo.

Parametros cinéticos, como velocidade maxima (Vmax.) e
constante de Michaelis-Menten ( X,,), também podem ser obtidos em fungdo
de pH. A partir do grafico da velocidade de clivagem da RNase A em fungdo
do pH, obtém-se uma curva em forma de sino, mostrando que ha uma faixa de
pH na qual a enzima apresenta uma velocidade maxima.

Estudos recentes mostraram que a razdo entre as constantes de
Michaelis-Menten ( K,,) para poli A (rA) e poli U (rU) ¢ da ordem de 1/10°
M (Boyer, 1971). Isto mostra que a enzima tem, provavelmente, maior
especificidade para nucleotideos de pirimidina em relagdo a nucleotideos de
purina.

Dados da literatura mostram que o RNA, além de ser clivado

pela RNase A, também pode ser clivado por tampdo imidazol (Breslow &

Xu, 1993).




1.4.2. Mecanismo de a¢do da RNase A

O mecanismo de agdo desta enzima, comporta-se como um

modelo catalitico de acido-base (Voet & Voet1990).

Figura 2. Representa¢io esquematica da clivagem e hidrélise do RNA, reproduzida doCantor &
Schimmel, Biophysical Chemistry: ‘The behavior of biological macromolecules’ Part III, p. 923,
1980.




Na primeira fase da reagdo , a qual é reversivel, o anel imidazol
desprotonado da histidina 12 (His'?) da molécula de RNase A, funciona como
uma base retirando o préton do grupo hidroxila ligado ao carbono 2’ da
ribose do RNA.

Apos a saida do proton, o oxigénio, que € mais eletronegativo
que o hidrogénio, fica com excesso de carga negativa e acaba promovendo
um ataque nucleofilico no atomo de fosforo adjascente, promovendo a quebra
da ligagdo entre o fosforo e o oxigénio que esta ligado ao carbono 5° da
ribose. Estas interagdes eletrostaticas acabam promovendo um rearranjo das
ligagdes e o fosforo acaba formando uma estrutura ciclica 2’3’ ciclo fosfato.

Ao mesmo tempo, o anel imidazol protonado da histidina 119
(His''") RNase A, atua como um acido doando um préton ao oxigénio do
carbono 5’ que ficou com dois pares de elétrons aptos a fazerem ligagdo.

Na segunda parte da reagdo, a qual ¢ irreversivel, ocorre a
participagdo de (1) uma molécula de agua no processo de hidrolise. O anel
imidazol protonado da histidina 12 (His'?) funciona como um acido doando

um proton ao oxigénio do carbono 2’ da ribose , enquanto o anel imidazol da

histidina 119 (His''®) funciona como uma base retirando um proton da agua.

O oxigénio da hidroxila da molécula de agua, se liga ao fosfato do carbono 3’




restabelecendo as quatro ligagdes do fosfato e acaba formando o nucleotideo
3’ fosfato.

A lisina 41(Lys'"), é outro grupo funcional muito importante
neste mecanismo. O seu grupo amoénio se liga ao anion fosfato do RNA,
através de pontes de hidrogénio, tornando o RNA mais reativo
(Breslow,1993).

Ap0s participar de todo este mecanismo de catélise, a enzima
volta a sua conformagdo original sem sofrer qualquer modificagdo na sua

estrutura.

L5 VELOCIDADE DE REACAO

E razoavel supor que, antes que duas ou mais moléculas possam

interagir, elas devam encontrar-se. Portanto, ndo € surpresa evidenciar que o
aumento da concentragdo de reagentes , acarreta um aumento de velocidade
(Morris, 1972).Também, a velocidade de uma reagdo, ¢ uma medida de quio
rapidamente um reagente ¢ consumido ou um produto é formado (Russel,
1981) e, ainda, uma reagdo quimica, também pode ser prevista a partir das
propriedades termodindmicas de seus regentes e produtos. Contudo, isto ndo

diz nada a respeito da sua velocidade ou de seu mecanismo.




Na pratica, determina-se que a velocidade de uma reagdo pode ser
expressa como uma fungdo simples das concentragdes de reagentes. Portanto,
podemos analisar a velocidade de uma reagdo supondo que esta seja a mais
simples possivel ou seja, a condigdo de irreversibilidade de 4 em B como

mostrado abaixo

(1)

onde (A) representa reagente e (B) produto. A taxa de reagdo ou velocidade
(V), em qualquer instante de tempo, da formagdo do produto pode ser

€Xpressa como

d[B]
V="ar @

isto €, pela taxa de variagdo da concentragdo de /B ] por unidade de tempo.

Se para cada (B) produzido, uma molécula de (A4) € consumida,

podemos, da mesma maneira que na equagao anterior, escrever

_d[A] d[B]
V=" - &




Como a velocidade de formagao de (B), € proporcional a concentragdo

de (A4) podemos escrever que

Va[A]

V=k[A] (5)

onde k é o fator de proporcionalidade ou a constante de velocidade da

rea¢do. Portanto podemos reescrever que

Vz—d[A[

a - k[A]
1.6 ORDENS DE REACAO

Existem varios métodos para se estabelecer a equagdo de velocidade
de reagdo e portanto, determinar a sua ordem. Quando se pretende saber qual
a ordem de uma reag¢do ou medir a sua constante de velocidade, ¢ conveniente
ter uma equag¢do que descreve como a concentragdo do reagente varia em

funcdo do tempo. Deste modo, se considerarmos a equagdo (6), temos




L k4 )

rearranjando a equagdo acima e integrando ambos os lados da mesma temos,

;If Tar = T o

AVA
AVAVEY
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a qual, rearranjando, resulta em
InfA]-In[A],=—kt 9)

14] _
AL~

In

(10)

Aplicando a exponencial em ambos os lados da equagdo temos

[A] _

[4)s - 2y

onde [A ]0 representa a concentragdo de (A4) no tempo t=0 e [A], a

concentragdo de (4) num tempo qualquer. Da equagdo acima, podemos
observar que / A/ decresce exponencialmente com o tempo e se a velocidade
inicial for proporcional a concentragdo inicial /4 J,, podemos dizer que a
reagdo € de primeira ordem.

No entanto, a maioria dos processos bioquimicos ndo podem ser
descritos por equagdes simples como 4 — B, uma vez que muitas sdo

reversiveis. Entdo, se tivermos uma rea¢do do tipo
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desde que (A4) esta sendo consumido para a direita com uma constante de
velocidade (k) e ¢ formado a partir da esquerda com uma constante de

velocidade (k_;), podemos reescrever a equagdo acima como

dl A
L — k-] + (k- [B])

onde k; e k_;, sdo as constantes de velocidade de primeira ordem.
Como no estado de equilibrio, as velocidades direta e inversa da

reagdo serdo iguais, podemos escrever que

k-[B]=k -[A4]
k—I : [B]eq. _k,’ .[A]eq. =0
Rearranjando a equagéo (15), temos

[B]eq. k;
[A]eq. B k—-f =K

onde K ¢ a constante de equilibrio da reagdo.




A maioria das reagdes bioquimicas ndo sdo de primeira ordem,
mas sdo de segunda ordem ou ordem mais complexas (Mathews & van Hold,
1990). Uma reagdo de segunda ordem € obtida sempre que dois reagentes

interagem entre si para formar produtos. Um exemplo simples ¢ dado abaixo

k
A+ A—C (17)

Como a velocidade da reagdo é proporcional a concentragdo do substrato,

podemos escrever

(18)

Se considerarmos que dois moles de (A4) sdo consumidos para produzir um

mol de (C) podemos reescrever a equagdo acima como

—k-[A]?

=k-[A]’

Integrando ambos os lados da equagdo (20) temos




AL o T
' ==k \d
fjbfAfz ;L’

[T+ “

Como sabemos, as reagdes enzimaticas quando analisadas em
detalhe, apresentam equagdes de velocidade muito mais complexas que as

apresentadas anteriormente.

L7 CINETICA ENZIMATICA

O estudo de cinética enzimatica iniciou-se em 1902 quando
Adrian Brown apresentou um trabalho sobre a velocidade de hidrolise da
sacarose, quando catalisada pela invertase, hoje conhecida como f3-
frutofuranosidase (Voet & Voet1995). Neste trabalho, Brown demonstrou
que quando a concentragdo do substrato é muito maior que a da enzima, a

velocidade da reagdo independe da concentragido do substrato.

L.7.1 Andlise de Michaelis-Menten




A catdlise de reagdo enzimatica, geralmente, ocorre com
a formagdo de um complexo (ES) entre a enzima (£) e o substrato (S). Este
complexo pode-se dissociar entre enzima e substrato como também pode

sofrer alguma reorganizagio e formar produtos conforme o modelo abaixo

[E]+[S]SIESISIE]+[P]

onde [E ] representa a concentragdo de enzima, /S/ a concentragdo de
substrato, /ES] a concentragdo do complexo ¢ [P] a concentragdo do
produto. A constante de velocidade para a formag¢do do complexo
enzimatico, € representada por k,, enquanto que as constantes de velocidade
para a dissociagdo e redissociagdo do complexo, sdo representadas por k_,, €
k_;, respectivamente.

Em 1913, Leonor Michaelis ¢ Maude Menten , tendo
como referéncia o trabalho de Victor Henri de 1903, propdem um modelo
que descreve a velocidade das reagdes enzimaticas, admitindo a existéncia de

um estado de equilibrio entre a concentragdo da enzima, do substrato e do

complexo enzimatico.




Supondo que a taxa de dissociagdo (k,,, ) do complexo é
muito menor que a taxa de formagao (k) e redissociagdo do complexo (k_;),
ou seja, na condigdo do estado estacionario, podemos admitir que ha um
equilibrio entre as concentragdes da enzima, substrato e complexo. Portanto,
para uma reagdo enzimatica da mais simples possivel ou seja, uma molécula
de enzima, uma molécula de substrato e uma molécula de complexo,

podemos escrever

[E]+[S]=[ES] 29

onde para a equagdo (24), a constante de dissociagdo do complexo (ES)

pode ser definida como

E]-[S] k_
RUIACE 29

Onde K, € a constante de dissociagdo no equilibrio quimico. Reescrevendo a

equacgdo (25), temos
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Como na equagdo anterior, a concentragdo da enzima
[ E ], expressa somente a concentragdo da enzima livre, precisamos de uma
equagdo que expresse a concentragado total de enzima. Esta pode ser definida

como

[E]=[E] - [ES]
Se substituirmos a equagdo (27) na equagdo (26) temos

[E].[S] [ES]-[S]

= K, K,

Somando +%—]~ nos dois lados da equagdo temos
d

[ES]-(Ka+[S]) _[E],-[S]
Ka - K4

e multiplicando ambos os lados da equagdo por K, temos

_[E], - [S]

ES] =
[ES] K’d+[S}




Como a velocidade de formagdo de produtos ou de
catalise (V,,, ) € proporcional a concentragdo do complexo formado, podemos

escrevé-la como

Vear. = Kear. - [ES ] (31)

Se inserirmos a equagdo (30) na equagdo (31),

encontraremos que

kcaf. [E]r [S]
Vear. = [S]+ K; (32)

onde a equagdo acima ¢ denominada de “equag¢do de Michaelis-Menten”.

A altas concentragdes de substrato — condigdo de
saturagdo — cada molécula de enzima esta ligada ao seu substrato e, portanto,
ocupada na execugdo do passo catalitico. Portanto, nesta situagdo, a
velocidade limite (V,,, ) é aproximada.

A situagdo de saturagdo, pode ser expressa,

matematicamente, quando /S / >> K; . Portanto

kcat.'[E]t'[S]




Resolvendo a equagado (33), temos que

[Ié?}?_{/;:kmh [E]r szﬁx-

Portanto podemos reescrever a equagdo (32) como,

v Vase[S]
cat. — [S]+ Kd

1.7.2 Equacdo de Briggs-Haldane

Como nem sempre ha um equilibrio entre enzima,
substrato e complexo,ou seja, acaba ocorrendo a formagao de produtos e,
além disso a k., € muito grande comparada com a k_;, 0 mecanismo de
Michaelis-Menten nem sempre ocorre. Diante dessas condigdes, G. E. Briggs
e J. B. S. Haldane propuseram, em 1925, um modelo que ficou conhecido
como “modelo de Briggs-Haldane”.

Eles se basearam no fato de que a formagdo do complexo
ocorre muito rapidamente e posteriormente encontra um estado estacionario

que permanecera constante até que toda a concentragdo do substrato tenha




sido consumida. Portanto, a taxa de variagdo do complexo /ES/ em fungdo

do tempo € dada por

d[iw =(k;-[E]-[S))={(k_;-[ES]) = (kear. - [ES )} (36)

d[ES]

Como no estado estacionario a =(), podemos reescrever a equagao

acima como

k
(ES]=( ) (E]-[S]

. k
Se definirmos que ( X +’
~1

1 : :
T = T » 4 equagdo acima ¢ igual a equagdo
M

cat.

(26). Portanto, chegaremos no mesmo resultado final de velocidade de reagdo

e, entdo, podemos escrever que

Vot [S] Vs [S]
Y =TS]+ Ko~ [ST+Kq 3

Entretanto, em vez de constante de equilibrio (K,), a

equagdo de velocidade de reagdo no modelo de Briggs-Haldane, envolve uma




razdo entre as constantes de velocidade designada de (K,,) sendo expressa

39)

A equagdo de velocidade para o modelo de Briggs-

Haldane pode ser expressa como

Viie. * [S ]
=IS]+ K o

Vea.

A razdo entre as constantes de velocidade (K,,) s6 sera
uma constante de equlibrio verdadeira quando k,, <<k_,. Esta constante é
freqiientemente associada com a afinidade pelo qual o substrato se liga a
enzima. Se (K,) ¢ muito alto, a ligagdo do substrato a enzima é muito fraca,
contudo esta constante pode ter um valor muito alto também pelo aumento da
k... . Portanto, a interpretagdo de (K,,) como uma efetiva constante de
dissociagdo no equilibrio, deve ser vista com um certo cuidado.

A constante catalitica (k. ), € uma medida direta da

produ¢do de produtos, e grandes valores desta constante de velocidade




significa que os eventos moleculares foram catalisados muito rapidamente. A
unidade da k,, ¢ expressa como o inverso do tempo necessario para uma
molécula de enzima catalisar uma molécula de substrato. Portanto, k_,, mede
o numero de moléculas de substrato que sdo catalisadas pela molécula de
enzima por segundo. Esta unidade ¢ conhecida como “turnover number”.
Quando a concentragdo do substrato é muito menor que a
constante de Michaelis /S /<< K,,, ou seja, a maioria das moléculas de

enzima estdo livres em solugdo [ E /, = [ E ], podemos escrever que

v Kea [E]-[S]

cat. KM

K ot
Sob estas condi¢des, a razdo -— K - comporta-se como uma
M

constante de velocidade de segunda ordem e nos d4 uma medida de

eficiéncia e especificidade da enzima.

K.
Outro significado abrangente da =~ pode ser obtido sob
Ky

as condi¢cdes extremas de Briggs-Haldane ou seja, &

cat.

>> k_;. Nestas
condi¢des, o processo catalitico € muito mais rapido e a eficiéncia da enzima

depende totalmente da velocidade de associagdo do substrato pela enzima.

2 3 4 5 6 7 unespw.l 12 13 14 15 16

iy

18



k

K™ ki (42)

A equagdo acima mostra que a taxa total de reacgdo
enzimatica € determinada, nas condi¢des de k., >>k_;, somente pela
constante de velocidade verdadeira de segunda ordem (k;) para a

combina¢do entre enzima e substrato.

L8 INTERACAO DE LIGANTES

Uma extensa variedade de processos bioldgicos nada mais sido
que uma conseqiéncia da interagdo de ligantes com macromoléculas,
especialmente com proteinas. As mais comuns s3o interagdes entre enzimas €
seus substratos e outras moléculas que influenciam sua atividade. Como
exemplo podemos citar a) a interagdo entre hormonios e seus receptores, b)
entre ions € ambos proteina e acidos nucléicos e ¢) entre pequenas moléculas
e suas proteinas de transporte. Portanto, fica bem evidente, que os fendmenos

bioldgicos dependem das interagdes de ligantes.




O estudo da interagdo de ligantes no estado de equilibrio,
possibilita uma diferenciagdo dos aspectos termodindmicos com os de
mecanismo geral. Contudo, no equilibrio, nio ¢ possivel fazer um estudo
mais detalhado do mecanismo geral da interagdo de ligantes.

Todos os sistemas bioldgicos apresentam um comportamento
muito dindmico. As propriedades fisiologicas tém na sua esséncia,
propriedades dindmicas como € o caso das catalises enzimaticas, transporte
ativo através da membrana, ativagdo e repressdo génica, entre outros
exemplos (Cantor & Schimel, 1980).

Um modelo simples que descreve a interagdo de ligantes no

equilibrio, é apresentado abaixo:

[P]+[L]S[PL] (3

onde [P ] representa a concentragdo de proteina, /L] a concentragdo do

ligante e [/ PL ] o complexo proteina/ligante.




1.9 EFEITO DE AGUA EM SISTEMAS BIOLOGICOS

A molécula de agua, uma molécula polar, apresenta uma
disposi¢do geométrica com uma distancia de ligagdo O-H de 0,958 A, e um
angulo de 104,5° entre HOH. Uma caracteristica muito importante da
molécula de agua, devido a sua geometria, é a capacidade de formar, muito
facilmente, pontes de hidrogénio, bem como apresentar alta viscosidade, alta
tensdo superficial e alta constante dielétrica.

Como a agua € o constituinte fundamental dos diferentes tipos
de células — perfaz até 70% ou mais do peso da maioria das formas de vida —

, pode-se dizer que ela é o meio natural onde ocorrem processos bioldgicos

essenciais tais como: a) transporte de nutrientes, b) transferéncia de energia

quimica e c) reagdes metabolicas catalisadas por enzimas. Portanto, tanto os
aspectos estruturais quanto os funcionais das células, sdo adaptados as
propriedades fisicas e quimicas da agua (Lehninger, 1990).

Também pelo fato de se encontrar em todas as partes nos
diferentes tipos celulares, pode-se dizer que a agua deve influenciar as mais

diversas reagdes envolvendo proteinas, acidos nucléicos, lipideos,




carboidratos e pequenos metabolitos, desde que mudangas de hidratagdo

macromolecular acompanhem estas reagdes.
A figura 3, mostra uma representagdo da provavel participagdo
de moléculas de agua, envolvidas na reagdo de complexag¢do de uma enzima

com seu substrato que ocorre em meio aquoso.

;cm 1 2 3 4 5 6 7 unespw.l 12 13 14 15 1o 17 18



Figura 3: Representaciio esquemaditica da participacio de moléculas de dgua envolvidas na

reagiio de complexagiio entre enzima e substrato. (Figura gentilmente cedida por Cliudia Kfouri).

Neste modelo, apresentado na figura acima, supde-se que deve
haver a liberagdo de um grande nimero de moléculas de agua de hidratagédo
para a solugdo, quando o substrato liga-se a enzima devido a substitui¢do de
contatos enzima-agua e substrato-agua por contatos enzima-substrato.

A descrigdo deste processo, do ponto de vista do equilibrio de

reacgdo, € mostrado abaixo:

[ RNase | + [ Substrato | < [ Complexo | + An [H20]

AVA
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onde Anmy, representa a diferenga entre o numero de moléculas de agua
ligadas ao produto (complexo enzimatico), em relagao aos reagentes (enzima
e substrato).

Portanto, deve-se esperar alteragdes na constante de equilibrio

desta reagdo com a variagdo da atividade de agua, segundo a relagdo:

K - [ RNase | - [ Substrato | 1
o~ [Complexo ] " [H,0 ]

(43)

onde K€ a constante de dissociagdo no estado de referéncia, ou seja, onde o
valor da atividade de agua € unitario (a, = /). Em termos da atividade de

agua, a equagdo (45) toma a forma

K = [RNase ] - [ Substrato] 1
o [Complexo ] " ad

w

Obtendo o logaritmo em ambos os lados da equagéo , temos

_ [ [RNase ] - [ Substrato | )
InK, = In( TComplexo] —An, -In(a,)

ou

InKog =InK; —Any -In(ay)




onde K, € a constante de dissociagdo observada no equilibrio entre enzima,
substrato e complexo a uma dada atividade de agua (a,,). Se tratarmos esta

constante em fungdo das constantes de velocidade, podemos substituir K,

(k—i X kcar.

por K, = x, ). Entéo, rearranjando a equagdo anterior temos

InK,=InK, -An,-In(a,) 49)

Derivando a equagdo acima em relagdo ao logaritmo da atividade de agua

(Ina,), temos

dinkK,, dink, dina,

dina, _dlnaw+An“"d1naw (50)

Como /n K, ndo varia com a variagdo de /na,, pois K, é uma constante que

depende apenas da pressdo e da temperatura e ndo da atividade de 4gua em

solugdo, podemos reescrever a equagdo acima como

dinkK,,
dina,




Esta equacdo prediz que a constante de Michaelis-Menten com a atividade de
agua sera linear se a variagdo de hidrata¢do (An,, ) entre o complexo (ES) e
enzima (E£) e substrato (S) livres for constante. Ademais, o coeficiente
angular da reta no grafico de /nK,, versus /na, fornece uma medida do
numero aparente de moléculas de agua envolvidos no processo.

A equagdo acima € analoga as equagdes de linkage de Wyman
(Wyman, 1964) e foi utilizada originalmente por Colombo (Colombo, 1992)

para a obteng¢do da variagdo da hidratagdo que acompanha a oxigenagdo da

hemoglobina. Desde entdo, este tipo de equagdo tem sido utilizado para o

estudo do efeito da d4gua em diversas outra reagdes.

Em seguida, apresentamos o método de controle da atividade de
agua (a,,) pela adicdo de osmolitos a solugdo de medida. Estes osmolitos
atuam como tampao da atividade de agua e, preferencialmente, ndo interagem
com as macromoléculas em solugdo e, portanto, ndo participam diretamente

da reagdo em estudo (Arakawa &Timasheff ,1985).




L10 EFEITO DE OSMOLITOS SOBRE A ATIVIDADE DE
AGUA
Como sabemos, a célula —um meio aquoso— € o cenario natural
para a maioria das rea¢des bioquimicas, uma vez que apresenta temperatura e
pressdo relativamente baixa e constante. Neste ambiente também
encontramos solutos neutros naturais tais como agucares, polidis e
aminoacidos. Estes solutos, também conhecidos por osmodlitos, sdo
acumulados na célula quando a mesma se encontra sob stress osmotico e de
temperatura e, portanto, sdo importantes pois exercem um papel de protegdo
ndo so a propna célula como também as organelas celulares (Yancey, 1982).

Outro papel importante dos osmolitos € a estabilizagdo de

macromoléculas bioldgicas contra a desnaturagdo (Santoro et al, 1992). Esta

propriedade € atribuida ao fato dos osmolitos ndo interagirem diretamente
com as macromoléculas (Lee, Timasheff e Arakawa, 1985), mas de os
mesmos serem preferencialmente excluidos da superficie e das camadas de

hidratagdo mais proximas as macromoléculas.




Como a atividade de agua (a,) depende intrinsicamente da
concentra¢do de solutos na solugdo, a adi¢do de osmodlitos a solugdo, que
potencialmente ndo interagem diretamente com os componentes da reagdo,
permite o controle experimental da atividade de agua (a,,).

Se considerarmos uma solugdo ideal, composta pela agua,
macromolécula e soluto e como a concentragdo da macromolécula é sempre
muitissimo menor que a de agua e de soluto, a atividade de agua é

aproximadamente 1gual a fragdo molar de agua ( 7,,), isto €,

L (52)

n, +n,

awZZw

onde (n,) e (n,) representa, respectivamente, o nimero de moles de agua da

solugdo e do soluto. O logaritmo natural de a,, é dado por

Ina,=lny, =in(1-y;)

onde y, =n,/n,+n, é a fragdo molar do soluto.

Com yx, <<, podemos aproximar a atividade de agua.

Portanto, temos




Ina,~—-y, = ; (54)

No entanto, para solugdes reais, usa-se medir a osmolalidade

(Osm) que é uma medida do numero de particulas do soluto efetivamente

dissolvidos em um kilograma de solugdo, isto €, 55,5 moles quando o

solvente € a agua. Portanto, /na,, é, efetivamente, obtido pela relagdo abaixo

_ (~Osm.)

Ina, = 355

I.11 OBJETIVOS DESTE ESTUDO

Grande parte dos efeitos de solutos sobre as caracteristicas de
ligagdo de ligantes as proteinas e sobre a cinética de diversas enzimas,
publicados ao longo dos ultimos anos, foram atribuidos a) a8 mudangas da
constante dielétrica do meio; b) a ligagdo preferencial do soluto a proteina € ,
mais raramente, c) a varia¢do da atividade de agua.

No entanto, estudos recentes realizados por Colombo e
colaboradores (Colombo et al, 1992,1994), sobre o efeito de solutos neutros
e concentragdo salina (NaCl) (Colombo e Bonilla-Rodrigues, 1996) sobre a

oxigena¢do da Hemoglobina, forneceram evidéncias de que a afinidade desta




proteina ao oxigénio € sensivel a variagdo da atividade de agua do meio.
Estes autores apresentaram, também, evidéncias que descartam a
possibildade de que o efeito desta reagdo se deva a mudangas da constante
dielétrica ou da ligagdo preferencial do soluto (Colombo e Bonilla-Rodrigues,
1996) e da forga i6nica da solugdo.

Colombo e colaboradores atribuiram esta dependéncia da
afinidade da hemoglobina por oxigénio a diferengca de hidratagdo entre
estruturas da oxi e desoxihemoglobina, cujo equilibrio ¢ responsavel pelo
controle alostérico da ligagdo cooperativa do oxigénio a hemoglobina.

Por outro lado, uma série de estudos realizados principalmente
por Arakawa eTimasheff tém demonstrado que a maioria dos solutos neutros,

como agucares e polidis, sdo excluidos da superficie protéica e promovem a

hidratagdo preferencial de proteinas nativas (Arakawa et al, 1985).

Estes resultados implicam que a ligagdo preferencial destes
solutos s6 ocorre no caso de haver algum sitio especifico para o soluto na
proteina e, ainda, que a constante dielétrica junto a superficie protéica deve
ser pouco afetada pela presenga dos solutos na solugdo. Eles também
indicam a possibilidade de se interpretar mudangas conformacionais,
mudangas de afinidade por ligantes e de caracteristicas cinéticas, como

reflexo das mudangas de atividade de agua (a,,).




Como, provavelmente , as reagdes bioquimicas sdo sensiveis a
pequenas variagdes de atividade de agua ,que podem ocorrer ao nivel
fisiologico, ha a possibilidade de que determinadas reagdes possam ser
controladas por agua in vivo. Portanto, na tentativa de se encontrar um
provavel efeito de agua em sistemas biologicos, escolhemos um sistema
dinamico, como s30 0s enzimaticos.

Procuramos, neste trabalho, investigar o papel da 4gua na
atividade enzimatica da ribonuclease A (RNase A), variando a atividade de
agua da solugdo através do acréscimo de osmolitos, em particular sacarose e
sorbitol buscando quantificar a variagdo de hidratagdo (An,) envolvidas na
cinética de clivagem e hidrolise do acido ribonucléico (RNA) bem como a
variagcdo de hidratacdo envolvida na cinética de hidrélise do 2’3’ citidina
monofosfato ciclico (C>p).

Nossa analise também considerou a variagdo da viscosidade da

solugdo em fungdo da adigdo de osmolitos, sobre os parametros cinéticos da

rea¢do que dependem de difusdo molecular.




II. MATERIAIS E METODOS

II.1 Preparagoes de Solugoes

Todas as solugdes empregadas neste trabalho, foram preparadas
fazendo uso de reagentes de grau analitico, bem como o uso de agua Milli-Q
ultra-pura. As concentragdes das diversas solugdes de RNA e RNAse A
foram determinadas por espectrofotometria. Apds a preparagdo, todas as
solugdes foram filtradas com filtro de 0,22 um da Millipore e,
posteriormente, armazenadas a uma temperatura média de 5°C a 10°C.

Na execugdo dos experimentos, a exce¢do da solugdo de enzima
armazenada aproximadamente a 4°C, todas as demais solugdes ficavam a
uma temperatura ambiente de 25°C.

A solugdo de Ribonuclease A pancreas bovino (RNase A)

empregada nos ensaios enzimaticos quando a mesma era ensaiada com RNA,

foi preparada em tampdo acetato de sodio (0,05 M pH 5,0 a 25°C).

Entretanto, quando a solugdo de RNase A era ensaiada com 2’3’ citidina
ciclico monofosfato (2’°3’CMP), a mesma foi preparada em tampio Tris

NaCl (0,1 M pH 7,0 a 25°C).




Todas as solugdes de acido ribonucléico (RNA) empregadas
neste trabalho, foram preparadas em tamp3o acetato de sodio (0,05 M pH 5,0
a 25°C), enquanto que todas as solugdes de 2’3’ citidina ciclico monofosfato
(2°3’CMP) foram preparadas em tampao Tris NaCl (0,1 M pH 7,0 a 25°C).

As solugdes de sacarose bem como as solugdes de d-sorbitol,
também foram preparadas em tampdo acetato de sodio (0,05 M pH 5,0 a
25°C) e tampdo Tris NaCl (0,1 M pH 7,0 a 25°C).

Com excecdo da Sacarose que foi adquirida da Merck Corp.,

todos os demais reagentes foram adquiridos da Sigma Chemical Company.

I1.2 Determinagdo de Osmolalidades

Apos o término dos ensaios enzimaticos, retiravamos a solugdo
de ensaio da cubeta de referéncia, cuja concentragdo de osmolitos era
idéntica a3 da amostra, e obtinhamos a sua osmolalidade usando um
osmometro ( osmette A).

Este procedimento foi usado para obter as osmolalidade das

solugdes de RNA e 2°3’CMP na presenca e auséncia de sacarose ou sorbitol.




I1.3 Dependéncia da viscosidade da solu¢do com a

concentragdo de Sacarose, Sorbitol e Glicerol.

A figura 4 mostra o grafico de /n(m/n,) (viscosidade relativa)

em fun¢do da osmolalidade sacarose, sorbitol e glicerol. Estes dados foram
retirados do Handbook of Chemical Physics, 68th Ed., pag.D-262. Note-se

que I/n(m/my) varia linearmente com as concentragdes dos diferentes

solutos, segundo a equagdo abaixo:

In(m/ny)=a-[Osmol. ]

onde a € o coeficiente angular da reta. Na tabela abaixo, apresentamos os
diferentes valores do coeficiente angular para os trés diferentes solutos

Tabela 1. Dependéncia da Viscosidade relativa com a Osmolalidade

segundo a equacgdo (56).

SOLUTO a

Sacarose 0,83+0,004

Sorbitol 0,52+0,015

Glicerol 0,19+0,003




Note também que /na, também varia proporcionalmente a

concentragdo osmolal conforme a equagdo 55.
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Figura 4. Dependéncia da viscosidade relativa com a osmolalidade.
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I1.4 Purifica¢do da Ribonuclease A (RNase A)

Preparamos uma solugdo estoque de RNase A 3 mg/ml em

tampdo fosfato de sodio 0,01 M pH 6,4 a 25°C, (Hirs et al, 1953).

Posteriormente, aplicamos 1 ml desta solu¢do estoque numa coluna catidnica
(Resource S, Pharmacia), a temperatura ambiente e eluimos a amostra em
uma FPLC (Pharmacia), com gradiente de cloreto de sodio (NaCl), variando
de 0,01 a 0,5 M. O volume eluido, foi coletado em 25 fragdes da coluna.
Para estimar a concentragdo da RNase A eluida, usamos um

coeficiente de extingdo molar &, =0738mg™"-ml -cm™ (Scott &

Scheraga,1963), em tampio acetato de sodio (0,05 M pH 5,0 a 25°C).

IL.5 Caracterizagdo Eletroforética da RNase A

Os diferentes picos cromatografados e a proteina ndo
cromatografada foram analisados em eletroforese com gel de poliacrilamida (
gel 5 % de empacotamento e 15 % de corrida), a tensdo de 80 V e corrente
de 37 mA, por duas horas. Apds este procedimento, o gel é corado com

nitrato de prata 0,1% por 1/2 hora para revelar as bandas de proteina.




I1.6 Caracterizagdo Espectral de Macromoléculas Biologicas

IL.6.1 Acido Polirribonucléico (RNA)

Os espectros de absorgdo otica foram obtidos na regido
do ultra-violeta, em espectrofotometro Varian Cary 3E. Foi preparado uma
solugdo estoque de RNA de levedura a uma concentragdo de 2,0x1072
M/fosfato em tampao acetato de sodio (0,05 M, pH 5,0 e 25°C). A solugio
estoque de RNase A foi de 2,27x10™> M no mesmo tamp3o acima.

A concentragdo da solugdo de RNA de levedura a pH 5,0 foi

obtida usando o mesmo coeficiente de extingdo molar para RNA a pH 7,0

£y55 =7,4x10° M™ -cm™ (Friefelder, 1982). Isto é razoavel pois, neste

comprimento de onda ,praticamente ndo houve variagdo significativa nos
espectros de absor¢do do RNA (258 nm) a pH 5,0 e a pH 7,0.

Para determinar os espectros de absor¢do otica do RNA,
conforme mostrado na figura 3, o espectrofotometro foi zerado na faixa de
220 a 320 nm com 2,0 ml de tampdo acetato de sodio (0,05 M, pH 5,0 e
25°C) na cubeta de amostra e mesmo volume na de referéncia.

Posteriormente foi acrescentado um volume de RNA, no mesmo tampao




acima, na cubeta de amostra para uma concentragio final de 2,0x10™ M. A

concentragdo final de RNase A foi de 3,75x1078 M.

I1.6.2 2’3’Citidina Monofosfato Ciclico (2°3’CMP)

Hermies et al (1962), nos seus estudos
espectrofotométricos de cinética de hidrolise do 2’3’ CMP, trabalhou com
uma faixa de concentragdo de susbstrato de 0,28 a 5,54 x 10* M em tampdo
acetato de sodio a pHS,0.

No entanto, os dados experimentais da cinética de
hidrélide do 2’3 CMP apresentados neste trabalho, foram obtidos com a
concentragdo do substrato variando na faixa de 0,37 a 6,25 x 10* M em
tampdo (Tris-NaCl 0,1 M e pH 7,0), o qual foi o0 mesmo tampdo empregado
po CrooK et al (1960) nos seus estudos cinéticos com 2’3 CMP.

A concentragdo da solugdo de 2’°3’CMP foi obtida
usando um coeficiente de extingio molar &,, =875x10°M™ -cm™ e

usando, como referéncia, o coeficiente de extingdo molar do 3° CMP

€3, =9,4x10° M™" .cm™ (Cathou et al, 1964). O coeficiente de extingdo

molar do 2’3 fosfato ciclico foi determinado conforme a equagio abaixo:
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Os espectros de absorgdo otica do 2°3’CMP e 3° CMP sdo apresentados na

figura 16.

I1.7 Determinagdo de Atividade Enzimdtica

A atividade enzimatica das fragdes coletadas, foram
determinadas espectrofotometricamente segundo o método de Kunitz (1946)
como descrito abaixo:

Como o valor da absorbancia (A) decresce linearmente com o
tempo, pelo menos durante a fase inicial da reagdo, a taxa de decréscimo da
absorbancia sera proporcional a concentragio da enzima em solugdo.

Portanto,




onde d4 ¢ a varicdo infinitesimal de absorbancia, dtf é a variagdo
infinitesimal do tempo, ¥ é a constante de proporcionalidade ¢ [E] é a
concentragdo molar da enzima em solugdo. Esta ¢ uma expressdo aproximada
para a relagdo entre a mudanga da absorbancia com o tempo e a
concentragdo da enzima em solugdo. Todavia, foi mostrado por Kunitz

(1946) que a equagdo abaixo € mais abrangente.

dA
~ =K (E]-(4-4;) (59

onde 4, é a absorbancia num dado tempo qualquer ¢ A4, ¢ a absorbancia

quando toda a reagdo ja se processou.




Como esta equagdo é do tipo unimolecular' , uma vez que a
concentra¢ao molar da enzima [ E ] é aparentemente constante durante todo

o curso da reagdo, podemos reescrevé-la da seguinte maneira:

dA

—m=k-[5]-df (60)

e integrando a equagdo (59), obtemos

dA =t
fati o

obtendo o logaritmo em ambos os lados da equagdo anterior, resulta que

! Uma equagio do tipo unimolecular, pode ser descrita conforme o modelo abaixo:

Em um instante qualquer da reagdo, a absorbancia pode ser definida conforme a
equagdo abaixo
A’ =R-6‘R +C-€C
onde R € a concentragdo de RNA ndo clivado, C € a concentragdo de RNA clivado. €5 €
€ ¢ sdo os respectivos coeficientes de extingdo molar.

Quando toda a reagdo ja se processou, a absorbincia pode ser reescrita conforme a
equacdo abaixo

A, =(R+C)-¢&c
Derivando a equagdo anterior em fung¢do do tempo, temos:
dAldt = g -dR/dt + ec -dCdt = (eg — &) -dR/dt
e rearranjando a equagdo acima, temos
A -A;=R-(eg—gc)+C-(ec —€c)=R-(egr —€¢)
A equagdo anterior pode ser reescrita como
(ér—&c)-dRjdt =k-[E]-R-(er—&c)
onde E, representa a concentra¢do de enzima. Portanto, podemos escrever que
dR/dt=k-[E]-R
Esta equagdo descreve uma reagdo do tipo

E+R->E+C

que € uma reagdo de primeira ordem em relag¢do a E com R fixo ou vice-versa.




In(4y ~ Ap)~In(dg = Ag)=—k-[E]-(t-0)

Rearranjando a equagdo (62), temos:

k-[E
log(A, — Af)=-%]—-! +log(4, — Ay) (63)

onde k, é a constante de proporcionalidade ou atividade enzimatica. Esta

constante ¢ definida como:

Ty _(Ig9)293
- [E]

dlog(A, — Ay)

126 =
g i (65)

Isto é, 1g@ ¢ a inclinagdo do grafico do logaritmo da diferenga entre a

absorbancia no tempo (t) qualquer e a absorbancia final versus o tempo.




I1.8 Ensaio Enzimadtico do RNA

Todos os ensaios enzimaticos com RNA foram feitos em

cubeta de quartzo de caminho oOptico de 1 cm em espectrofotometro da

Varian 3E uv/visivel e termostatizado a 25°C +0,5°C. Nestes ensaios, todas

as solugdes do acido ribonucléico (RNA), ribonuclease A e sacarose foram
preparadas com tampdo acetato de sodio 0,05 M e pH 5,0 a 25°C. O volume

final da reag¢do de mistura sempre foi de 2,0 ml.

IL1.9 Ensaio enzimadtico do 2°3’CMP

Todos os ensaios enzimaticos com o mononucleotideo, foram
feitos em cubeta de quartzo de caminho éptico de 1 cm em espectrofotometro
da Varian 3E uv/visivel com a temperatura mantida constante a 25°C +0,5°C.
Nestes ensaios, todas as solugdes de 2’3 citidina , sacarose e sorbitol, foram
preparadas com tampdo tris (0.1 M, NaCl1 0.1 M e pH 7.0 2 25°C). O volume

final da reag¢do de mistura sempre foi de 2,0 ml.




II. 10 Determinacdo da Velocidade Inicial

I1.10.1 RNA

Para a reagdo na qual usamos RNA como substrato para a
reagdo enzimatica com a RNase A, os calculos de velocidade inicial foram
realizadas ajustando-se a variagdo da densidade optica a 300 nm com o
tempo por regressdo linear, no intervalo de tempo de 1 a 5 minutos. Esta
velocidade ¢ dada pelo coeficiente angular do ajuste linear da densidade
optica em fung¢do do tempo.

Foram realizados varios ensaios enzimaticos no qual a

concentragdo da RNase A foi mantida constante a 3,75 x10° M enquanto que

a concentra¢do do RNA variou de 1.0x10* a 18,0x10™ M.

11.10.2 2’3’ CMP

Para a reag¢do na qual usamos 2’3’ CMP como substrato,

os cdlculos de velocidade foram obtidos de duas maneiras:) a) uma pelo

mesmo método descrito para 0 RNA, mas com a variagdo espectral obtida




em 285 nm e o intervalo de tempo entre 0 (zero) e 3 (trés) minutos € a outra
b), emprega o método descrito por Crook et al (1960) na qual a velocidade

inicial era obtida segundo a equagdo abaixo:

V, =-2,303- 4, - tga

dl - A
e 08(3:0 Ly

e rearranjando a equagdo (59), temos

Ao = Ay +{[2'3']- 67 —-&*7)} (68)

onde 4, é a absorbancia inicial, €345 é 0 coeficiente de extingdo molar da
citidina 3° fosfato a pH 7,0 e €25 ¢é o coeficiente de extingdo molar do
2°3’citidina a pH 7,0.

Portanto, podemos definir a velocidade inicial como:

dlog( A, —
v, =-2303- A, - og(‘;:? 4) (69

De uma maneira geral, os valores de velocidade inicial

obtidos com os dois métodos sdo proximos. Entretanto, os dados de




velocidade inicial, apresentados neste trabalho, foram aqueles obtidos com o
método linear. Ao nosso ver, o método linear acarreta menor erro, pois,
diferentemente do método de Crook (1960), ndo requer o calculo da

absorbancia final ( 4,,) da solugdo.

II.11 Anadlise de dados cinéticos

Uma maneira de se analisar os dados cinéticos obtidos das
velocidades iniciais da reagdo € rearranjar a equagdo de Michaelis-Menten de

modo que a velocidade inicial seja uma fungdo linear da concentragdo de

substrato. Uma forma de representar graficamente esta equagdo ¢ dada pelo

grafico de “Lineweaver-Burk”, onde a equagdo de Michaeliana é linearizada.

Esta equagdo € mostrada abaixo

e A 1 70
V= Voee [S]* Voas (%

Esta equag¢do prediz que o comportamento do inverso da
velocidade inicial com o inverso da concentragdo de substrato, é linear. A

constante de Michaelis-Menten pode ser obtida pela extrapolagdo da reta no




. 1 ; ; : :
eixo da abscissa (§). A velocidade maxima € definida no intercepto da reta

; 1 g , .
com o eixo da ordenda (;). A desvantagem de se utilizar este grafico reside

na longa extrapolagdo da reta para se obter K,, a partir do eixo da abscissa.
Uma outra maneira para se analisar os dados experimentais de

cinética, € usar o griafico de “Eadie-Hofstee”, que consiste em rearranjar a

equagdo Michaeliana, diferentemente de Lineweaver-Burk. A equagdo é

apresentada abaixo

Ky -V
V=V. —
e ]

V ;
onde 757 ¢ plotado contra /. O valor de V., é obtido do pelo intercepto da

reta no eixo da abscissa e K, pelo coeficiente angular da reta.
Entretanto, a melhor maneira de se obter os parametros
cinéticos V,;. € K,,, € ajustar os dados experimentais diretamente 4 equagio

Michaeliana (Di Cera, 1990).




IIl. RESULTADOS

III.1 Dicroismo Circular (CD)

Os experimentos a serem apresentados neste capitulo visam
determinar o efeito da variagdo da atividade de agua sobre as caracteristicas
cinéticas de despolimerizagio de RNA e de hidrolise do 2°3° CMP
catalizadas pela RNase A. Dado que o controle da atividade de agua da
solu¢do de ensaio exige a adicdo de solutos neutros a esta solugdo,
investigou-se a presenga destes solutos neutros afeta de alguma forma a
conformagdo ou da RNase A ou do RNA. Para tanto, o espectro de
dicroismos circular (CD) da proteina e do acido ribonucléico foram medidos
na presenga e auséncia de sacarose. Esta técnica permite determinar possiveis

mudangas na estrutura secundaria destas macromléculas.

III.1.1 CD RNA

A figura 5 apresenta os espectros de dicroismo circular (CD) do

acido ribonucléico (RNA) na auséncia e presenga de 2M de sacarose. Nota-se

que a adi¢do de sacarose a solugdo de RNA ndo altera o seu espectro de

dicroismo circular. Isto mostra que a estrutura secundaria do RNA ndo ¢

afetada pela presenga de sacarose em solugio.
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Figura 5. Espectros de Dicroismo Circular (CD) do acido
ribonucléico (RNA) de levedura a 6,47 x 10* M em tampdo acetato de
sodio ( 0,05 M pH 5,0 a 25°C), na auséncia e presenca de solugdo de
sacarose a 2.0 M. Os espectros apresentados acima foram obtidos apos
subtracio da linha de base.
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III.1.2 CD RNase A
A figura 6, mostra os espectros de dicroismo circular (CD) da

ribonuclease A (RNase A) na auséncia e presenga de sacarose a 2,0 M. Nota-

se que ha um pequeno deslocamento do espectro (200 a 250 nm) da enzima,

na auséncia de sacarose em relagdo ao espectro da enzima a 2.0 M de
sacarose. No entanto, esta mudanga ndo € significativa a ponto de ser

considerada como uma perturbagdo na sua estrutura secundaria.
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Figura 6. Espectros de Dicroismo Circular (CD) da ribonuclease A
(RNase A) a 1,4 x 10° M em tampio acetato de sédio ( 0,05 M pH 5,0 a
25°C) com concentragio de sacarose variando de 0 a 2,0 M. Os espectros
apresentados acima foram obtidos apés subtracio da linha de base.
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III1.2 Efeito de sacarose sobre a cinética RNase A/RNA

A figura 7 apresenta o grafico da absorbancia do &cido
ribonucléico (RNA) em fungdo do comprimento de onda. Observa-se que,
apos 10 (dez) minutos de agdo da RNase A, ha uma grande variagdo no
espectro do RNA na regido de 260 nm e uma menos intensa na regido de 300
nm em relagdo ao espectro do RNA n3o clivado pela enzima.

Os dados de cinética enzimatica, apresentados a seguir,
empregando RNA como substrato, foram obtidos em 300 nm (Kunitz, 1946).
Isto se deve ao fato de que neste comprimento de onda especifico, ha uma
pequena variagdo espectral do RNA clivado em relagdo ao RNA nio clivado.
Assim, pode-se usar uma faixa maior de concentragdo de substrato a fim de
atingir a condi¢do de satura¢do da enzima.

Na figura 8, apresentamos a variagdo espectral, em 300 nm, da
reagdo de RNA com RNase A na auséncia de sacarose. Nota-se que a
absorbancia decresce exponencialmente com o tempo. Contudo, nos
primeiros 2 minutos ela varia linearmente com o tempo, como mostrado no

grafico interno.

A linha continua representa uma regressdo linear aos pontos

experimentais.




A linha continua representa uma regressdo linear aos pontos

experimentais.

220 240 260 280 300 320
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Figura 7. Variacio espectral do RNA 1,35 x 10* M em
tampio acetato de sédio (0,05 M pH 5,0 a 25°C). A concentragio da
RNase A foi mantida constante a 7,8 x 10° M no mesmo tampio acima.
A linha azul representa a absorg¢io 6tica do RNA na auséncia da enzima
e a preta, a variagao espectral apés (10) dez minutos de ensaio.
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Figura 8. Cinética da catalise de RNA pela a¢ao da RNase
A. A concentracdo do substrato foi mantida a 1,5 x 10° M em tampdo
acetato de sédio (0,05 M pH 5,0 a 25°C) e enzima a 1,8 x 107 M, no
mesmo tampao acima. O tempo de integracao foi de 2 segundos.
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A figura 9 mostra o grafico da velocidade inicial em fungao da
concentra¢do de RNA o qual é denominado de grafico Michaeliano. A linha
continua mostra um ajuste ndo linear da equagdo de Michaelis-Menten aos
pontos experimentais ¢ fornece os parametros cinéticos (K,, e V,, ,). Este
grafico foi obtido sem a adigao de sacarose.

Nota-se que ndao ha valores de velocidade inicial para
concentragdes muito baixas de RNA e isto se deve ao fato de que nestas
condig¢des ha o aparecimento de ruidos dificultando a obtengdo dos dados.

A linha continua representa o melhor ajuste da equagdo de
Michaelis-Menten aos pontos experimentais.

A figura 10, apresenta o grafico de Lineweaver-Burk dos dados

apresentados na figura anterior, conhecido também como duplo-reciproco. A

linha continua, ¢ o melhor ajuste obtido por regressdo linear aos pontos

experimentais. O grafico na figura abaixo foi obtido na auséncia de sacarose.
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Figura 9. Grafico de Michaelis-Menten que mostra a
variacdo da velocidade inicial em funcdo da concentracio do RNA. A
concentracio da RNase A foi mantida constante a 3.75x10° M e a do
substrato variou de 1x10™ a 18x10" * M. Todas as solucdes acima, foram
preparadas em tampao acetato de sédio 0.05 M e pH 5,0.
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Figura 10. Grafico de Lineweaver-Burk mostrando o inverso da
velocidade inicial em funcido do inverso da concentragaode substrato. A
concentracio da RNase A foi mantida constante a 3,75x10" ®M e a do
substrato variou de 1 x10"* a 18 x10" * M. Todas as solucdes acima,
foram preparadas em tampio acetato de sodio 0.05 M e pH 5.0.
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A determinagao de K,, e I, foi feita utilizando-se dois

max

métodos: a) o primeiro, faz ajuste nao linear da equagdo de Michaelis-Menten
conforme apresentado na equagdo (35) e b) o segundo, faz ajuste linear da
equagdo de Michaelis-Menten, conforme mostrado na equagao (71).

A tabela 2, apresenta os diversos valores dos parametros
v

cinéticos Ky, , kegrs Viusr kewr. Ky , medidos em fungdo da concentragio de

cat.»

sacarose. Todos os valores aqui apresentados, foram obtidos pelo ajuste ndo

linear da equagdo de Michaelis-Menten. Esta escolha se deve ao fato de que

os parametros cinéticos obtidos de Michaelis-Menten sdo menos sujeitos a

expansdo do erro experimental, que aqueles obtidos por Lineweaver-Burk.

A conversao da unidade de velocidade maxima (V. ) de

ma x

(Abs/ min.) para (M -s7!) foi feita segundo a equagdo abaixo:

dA

V= C;““ (72)

onde (/) € a velocidade de reagdo, (dA. ) é a variagdo infinitesimal da

300

absorbancia e ( dt ) a variagdo inifinitesimal do tempo.

A absorbancia (4) é definida segundo a lei de Beer-Lambert como

mostrado abaixo




Azpo=C-8,, 1

300

Para a reacdao de clivagem do RNA a 2’3° CMP, num dado instante

qualquer. a absorbancia pode ser definida conforme a equagdo abaixo

= (CR.-\'.-I ‘ 8}?{)\01) E (CR.\ZI ' 82030) (73)

onde (‘c‘.i‘)\é’ -3186x M~'.cm™!) é o coeficiente de extingdo molar do RNA a

300 nm.; (agg(; =1211x M~ em™) é o coeficiente de extingdo molar do 2’3’

CMP a 300 nme (CR-'V ,) € a concentragdo do RNA na amostra.

Portanto, podemos reescrever a equag¢do da velocidade como

apresentado abaixo

V’ e AE(X)I 8."?;'\";]*I = 8'2%:)31;
ma x 60




Tabela 2
Sacarose  Osmolal. ' ‘ ket kear Kst
(Osm.) ") x10°
(M5!

0,110 1,98 62 15,44 2,49
0,176 14,10 2,47
0,286 . 12,74 2,65
0,404 11,70 3,34
0,531 10,08 3.47
0,664 2,3 3,51 9,36 4,06

A tabela 2 apresenta os parametros cinéticos: constante de Michaelis-Menten
(K)¢); velocidade maxima de reagio (V,,.); eficiéncia catalitica da enzima
(K.or/Kyy) e constante catalitica (k) obtidos com diversas concentragies de
sacarose. O logaritmo neperiano da atividade de agua (Ina_ ), as osmolalidades da

solucio e as diversas concentragdes de sacarose também sdio apresentados. A
concentra¢ido de RNase A usada na obtencido de todos os dados apresentados acima

foi de 3,75 x 107 M em tampio ( Acetato de Sédio 0,05M pH 5,0).

A figura 11, mostra o comportamento da velocidade maxima
(V,:.), medido com RNA em fungdo da osmolalidade. Nota-se que a
velocidade maxima diminui com o aumento da concentragdo de sacarose. Isto
indica que ou a diminui¢do da atividade de agua ou o aumento da viscosidade
da solugdo, devido ao aumento da concentragdo da sacarose na solugdo de

ensaio, desfavorece o passo catalitico propriamente dito.
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Figura 11. Velocidade Maxima em fun¢do da osmolalidade da
solucdo. Na obtencido destes dados, a concentracio da enzima foi fixada
em 3,75x10® M e a concentracio de RNA variou de 1,0x10" * a 18,0x 10°
* M. As solucées de RNase A, RNA e Sacarose, foram preparadas em
tampao acetato de sédio 0.05 M pH 5,0.
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A figura 12 mostra o comportamento da constante de Michaelis-
Menten (K,,), medido com RNA, em fungdo da atividade de agua. Este
grafico mostra que a constante de dissociagdo diminui com diminuigao da
atividade de agua e, portanto, a formagdo do complexo € favorecida com a
adi¢do de sacarose.

Os resultados apresentados nos graficos das figuras 11 e 12,
mostram que o aumento da concentragdo de sacarose na solu¢do RNase
A\RNA, diminue a velocidade de reagdo mas aumenta a afinidade do
complexo enzima/substrato.

Uma outra maneira de apresentar os dados da figura 12 ¢é
mostrada na figura 13, na qual o comportamento do In da constante de

Michaelis-Menten /n(K,, ), é graficado em fungdo do In da atividade de agua

In(a,) o qual foi calculado a partir das medidas de osmolalidade da solugéo,

segundo a equagdo 55.
O grafico da figura 13, mostra que o In K, diminui linearmente

com a diminuigdo de /n(a,). De acordo com a equagdo de linkage

dinK o _ '
dinfa) - An,, a inclinagdo deste grafico fornece a variagdo do nimero de

moléculas de dgua associadas a formag¢ao do complexo enzimatico, isto €,




onde n&’ | ny,e nk,, sio os numeros de moléculas de dgua aparente,

associadas ao complexo enzimatico (ES), a enzima (£) e ao (S) livres em
solugdo, respectivamente.

Note que a constante de dissociagdo diminui com a diminui¢do
da atividade de agua, em conseqiiéncia do aumento da concentragdo de soluto
na solug¢do, o que indica que a formagdo do complexo RNA/RNase A é

favorecida.

Neste caso estamos considerando que a constante de Michaelis-
Menten descreve, apropriadamente, a constante de equilibrio de dissociagio
entre a enzima e o substrato. Portanto, ela ndo estaria sujeita a modificagdes

devido a mudangas na viscosidade.
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1.2 -1.0 -0.8 -0.6 -0.4 -0.2
In (a,) x 10 (M)

Figura 12. Comportamento da constante de Michaelis-Menten
(K,;) em funcdo da atividade de agua. Na obtencdo destes dados, a
concentracio da enzima foi fixada em 3,75x10® M e a concentracio de
RNA variou de 1,0x10" * a 18,0x 10" * M. As solucdes de RNase A, RNA e

Sacarose, foram preparadas em tampaio acetato de sédio 0.05 M, pH 5,0
a25°C.

cm 1 2 3 4 5 6 7 unespw.l 12 13 14 15 1o 17 18



12 -1.0 -0.8 -0.6 -0.4 -0.2
In (a,) x 102 (M)

Figura 13. Dependéncia da constante de Michaelis-Menten com a
atividade de agua. O coeficiente angular da reta expressa a variacio do
nimero de moléculas de agua liberadas para a solu¢do. A variacao do
numero de moléculas de agua (An,) para a reagao de complexagido entre
RNA/RNase A foi de 103+4.
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A figura 14 apresenta o grafico do logaritmo neperiano da
constante catalitica em fun¢do do logaritmo da viscosidade relativa da
solucdo. Nota-se que o /n da constante catalitica diminui linearmente com
In(m/n,) com inclinagdo -1 obtida do ajuste linear. Este ¢ o comportamento
esperado quando esta constante de velocidade representa um processo

controlado por difusdo molecular. Neste caso pode se escrever (Nakatani &

Dunford, 1979)

e portanto

onde k., ¢ a constante para /1, =1.

O efeito combinando a variagdo da constante de dissociagdo

(K, )com a atividade de agua (a,. ), € da constante catalitica (kcm) com a




viscosidade de meio reflete os efeitos da solugdo na atividade catalitica da
enzima.

A figura 15 apresenta o grafico do In da eficiéncia catalitica
(In[k., K, J/) para a despolimerizagio do RNA em fun¢do da
concentragcdo de sacarose. Nota-se que ha um aumento linear da eficiéncia
catalitica com a diminui¢do da atividade de agua da solugdo de reagdo. Este

efeito reflete a maior susceptibilidade da constante de dissociagdo (K,,) com

a variacdo da atividade de agua, que da constante catalitica (kcw) com a

viscosidade. Apesar destas varidveis cinéticas terem taxas de variagdo
opostas com a concentragdo do soluto, o aumento da afinidade da enzima
pelo substrato para a formagdao do complexo enzimatico ( £S ) predomina no
efeito observado.

Este resultado é representado no grafico da figura 15 que mostra

o aumento da eficiéncia catalitica com a diminui¢do de /n(a,, ).




0,0 01 02 03 04 05
In (viscosidade relativa)

Figura 14. Dependéncia da constante catalitica com o In da viscosidade
relativa. O coeficiente angular da linha continua, que representa uma
regressio linear aos pontos experimentais, fornece inclinacio igual a
-1,09-
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In (a,) x 102 (M)

Figura 15. In da eficiéncia catalitica da RNase A com RNA, na
presenca de sacarose, em func¢io da atividade de agua.
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II1.3 Efeito de sacarose sobre a cinética RNase A/2°3’ CMP

Com o objetivo de poder comparar o efeito de agua nas
caracteristicas cinéticas da RNase A que atua em um substrato volumoso
(RNA) com as caracteristicas cinéticas quando a RNase A atua em um
substrato pequeno, empregamos 2’3’citidina monofosfato ciclico (2’3 CMP)
como substrato, na presenga de varias concentra¢des de sacarose. Os dados
obtidos sdo apresentados na tabela 2 e analisados nos graficos a seguir.

A figura 16 apresenta o espectro de absor¢do do 2’3 CMP e o
espectro obtido 20 (vinte) minutos apos a adi¢do da enzima. Observa-se que,
com a formagdo do 3’ citidina monofosfato (3’°CMP) devido a hidrolise do
2’3’ CMP, ocorre uma grande variagdo espectral na regido de 250 nm e uma

menos intensa na de 270 a 300 nm. Todos os dados cinéticos com 2’°3’CMP

apresentados a seguir, foram obtidos medindo a variagdo temporal da

absorbancia em 285 nm. Crook et al, 1960, analisaram a hidrolise do

2°3’CMP medindo a variagdo temporal da absorbancia em 284 nm.




017
0,6 -
0,5-
0,4
0,3

0,2 -

0,14

0,0 1 X 1 ¥: 1 . 1 L) 1 r 1
220 240 260 280 300 320
A(nm)

Figura 16. Espectros de absor¢io do 2°3°CMP a 6,81 x 10° M em
tampio tris NaCl 0,1 M, pH 7,0 a 25°C e RNase A a 7,8 x 10%.A Linha
azul representa o 2’3’CMP nio hidrolisado e a preta, o produto da aciao
da RNase A apoés vinte (20) minutos da hidroélise.
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Na figura 17, apresentamos a variagdo espectral, em 285 nm, da
reacdo de 2°3’CMP com RNase A na auséncia de sacarose. Nota-se que a
absorbancia tem um crescimento hiperbdlico em fungdo do tempo. Contudo,
observa-se que nos primeiros 5 minutos a variagdo da absorbancia ¢
aproximadamente linear com o tempo, como mostrado pela linha continua no
grafico intermo que representa o melhor ajuste linear aos pontos
experimentais.

A figura 18 apresenta o grafico de Michaelis-Menten para a
reagdo de RNase A com 2’3’ CMP na presenca de 0,3 M de sacarose. Nota-
se que, para a faixa de concentra¢do de substrato utilizado ndo ha uma curva
hiperbolica caracteristica indicando que a condig¢do de saturagdo da enzima
ndo tenha sido atingida.

A figura 19 apresenta o grafico de Lineweaver-Burk (duplo

reciproco) para a rea¢do de RNase A com 2’3’ CMP na presenga de 0,3 M

de sacarose. Nota-se um bom ajuste linear aos pontos experimentais,

representado pela linha continua.
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Figura 17. Cinética da catalise de 2°3’CMP pela acido da RNase A.
A concentracio do substrato foi mantida a 4,5 x 10~ M em tampao tris
NaCl (0,01 M pH 7,0 a 25°C) e enzima a uma concentracio de 1,4 x 107
M.
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figura 18. Grafico de Michaelis-Menten que mostra a variacio da
velocidade inicial em fun¢do da concentracio do 2’3’CMP. A
concentracio da RNase A foi mantida constante a 6.86x10" 'M e a do
substrato variou de 0,37x10"* a 6.25x10" * M. Todas as solucdes acima,
foram preparadas em tampao tris 0.1 M, NaCl 0.1 M e pH 7.0.
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Figura 19. Grifico de Lineweaver-Burk mostrando o inverso da
velocidade inicial em funcio do inverso da concentracaode substrato. A
concentracio da RNase A foi mantida constante a 6.86x10" 'M e a do
substrato variou de 0,37x10"* a 6.25x10" * M. Todas as solucdes acima,
foram preparadas em tampao tris 0.1 M, NaCl 0.1 M e pH 7.0.
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A tabela 3, mostra os valores dos parametros cinéticos, obtidos
pelo ajuste nao linear da euagdo de michaelis-Menten, em fun¢do das diversas
concentracoes de sacarose. Os valores da osmolalidade medida e da atividade
de agua da solugao de ensaio, também sdo apresentados nesta tabela.

A conversio da unidade de velocidade maxima (V,,.) de

Abs / min. para (M - s7!) foi feita segundo a equagdo abaixo:

dA

V= » (76)

A absorbancia ¢ definida segundo a lei de Beer-Lambert como

mostrado abaixo

Para a reagdo de hidrélise do 2’3 CMP a 3° CMP, num dado instante

qualquer, a absorbancia pode ser definida conforme a equagdo abaixo

A=(Cyy-E3gs) - ((..‘2,3,

-€353) (77)

onde 83;35 =508x 10221 .cm™ é o coeficiente de extingdo molar do 3’

CMP em 285 nm e pH 7.0; 82;3; =43 % IO3 M='.cm™ é o coeficiente de




extingdo molar do 2’3 CMP em 285 nm e pH 7.0 e (',.5 € a concentragdo do

2’3” CMP na amostra.

Portanto, podemos reescrever a equag¢ao de velocidade como

apresentado abaixo

3f 2!3!’
gt .. Aygs, 385 — E3gs
max 60

Tabela 3

e Ty PR T
M) (Osm.) x 107 x 107 x10° ) x10*
(M M) (M.s™) M5

0,0 0,361 -6,5 1,940,5  52+1.1  7,6+1.6 0,4040,2
0,1 0,433 7.8 1,840,2 55404  7,940,6 0,44+0,1
0,3 0,709 12,77 1,5404 50409  7,3t13  0,47+02
0.4 0,828 -1492 15403  5,040.8  7.3tl.1  0,49+02
0,6 1,126 2028  1,840,7 6,3+1.8 92427  0,51+0,3
0,9 1,640 29,55  1,940,6 7,6+1,.8 112427 0,59+0.3
1,0 1,805 32,52 14402  6,640.6 9,6+0.8 0,680, 1

A tabela 3 apresenta os parametros cinéticos: constante de Michaelis-Menten
(Ky(), velocidade maxima de reacdo (V,, ); eficiéncia catalitica da enzima
(k.q:/K\() e constante catalitica (K., ) obtidos com diversas concentraces de
sacarose. O logaritmo neperiano da atividade de dgua (Ina_), as osmolalidades da
solucdo e as diversas concentracdes de sacarose também sio apresentados. A
concentracio de RNase A usada na obten¢ao de todos os dados apresentados acima
foi de 6.86 x 1077 M em tampdo ( Tris Nacl 0,1 M pH 7.0).




A figura 20, mostra a velocidade maxima, obtida por Michaelis-
Menten, em fung¢do da atividade de agua quando empregou-se 2°3’CMP
como substrato para a RNase A. Nota-se um pequeno aumento da velocidade

maxima com o aumento da concentra¢do de sacarose, que ndo excede o erro

experimental indicado pelas barras de erro. E dificil decidir, a par destes

dados, se esta variagdio da velocidade maxima de hidrélise do
mononucleotideo € significativa.

A figura 21, mostra o comportamento da constante de Michaelis-
Menten em fungdo da atividade de agua. Nota-se que a variagdo da constante
de Michaelis-Menten (K,,) com a diminuigdo da atividade de agua da
solugdo nao excede ao erro experimental indicado pelas barras de erro.

Provavelmente, esta pequena variagdo da constante de dissocia¢gdo ndo €

significativa.
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Figura 20. Velocidade maxima em func¢do da atividade de agua.
Para a obtencido destes dados, foi usado 2’3’CMP como substrato. A
concentra¢io da RNase A foi mantida constante a 6.86x10’M e a do
substrato variou de 0,37x10™ a 6.25x10" * M. Todas as solu¢des acima
foram preparadas em tampao tris 0.1 M, NaCl 0.1 M e pH 7.0.
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Figura 21. Efeito da constante de Michaelis-Menten em funcio da
atividade de igua, quando empregamos 2°3’CMP como substrato. A
concentracio da RNase A foi mantida constante a 6.86x10" "M e a do
substrato variou de 0,37x10" * a 6.25x10" * M. Todas as solucdes acima,
foram preparadas em tampao tris 0.1 M, NaCl 0.1 M e pH 7.0.




A figura 22, mostra a dependéncia do In da constante de

Michaelis-Menten (/nK,,) com o In da atividade de agua (Ina,), para a
enzima ensaiada com 2’3’CMP. O comportamento de /nK,, com /na,,

indica que a sacarose nao favorece nem desfavorece a formag¢do do complexo
enzimatico. Esta afirmag¢do pode ser melhor apreciada, considerando que a

dependéncia do /nK,, com /na , que fornece o numero de moléculas de

agua (Anw) envolvidas na reagdo de complexagdo, é de 4+5 moléculas de

agua, indicando que se K,, ¢ susceptivel a mudangas em a, esta

susceptibilidade ndo excede ao erro experimental.

A figura 23 apresenta a grafico do logaritmo neperiano da
constante catalitica (/nk_,, ) em fun¢do da atividade de agua. Nota-se que ha
um pequeno aumento da constante catalitica com a diminui¢do da atividade
de 4agua ou com o aumento da viscosidade, mostrando que o complexo
formado entre RNase A/2°3” CMP tem um menor tempo de sobrevida.

E importante notar, ainda, que caso k ... nesta reagdo fosse uma
constante de velocidade determinada so por difusdo, como € o caso com
RNA, deveriamos esperar a diminuigdo de k_, com o aumento da

concentragdo do soluto e ndo o aumento observado.
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Figura 22. Dependéncia da constante de Michaelis-Menten com a
atividade de agua, quando a RNase A foi ensaiada com 2’3’CMP e
sacarose. Anw ={4+5),
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In (a,) x 10 (M)

Figura 23. Grifico do In da constante catalitica em funcio do In da
atividade de agua.
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O efeito geral de agua sobre a eficiéncia catalitica, também foi
quantificado para esta reagdo.
A figura 24 apresenta o grafico do In da eficiéncia catalitica

(Ink., K,,)paraa RNase A quando a mesma foi ensaiada com 2’3" CMP

com varias concentragdes de sacarose. Nota-se que ha um aumento linear da
eficiéncia catalitica com a diminui¢do da atividade de agua, como mostrado

pela linha continua que representa uma regressao linear aos pontos

experimentais. Evidencia-se que esta variagdo é pouco maior que O erro

experimental médio. Apesar disto, ela parece significativa.




9.0

8.7 1

8.4~

8.14

7.8

7-5 ' | ' I ’ | ? | L I L] T
-3.5 -3.0 -2.5 -2.0 -1.5 -1.0 -0.5

In (a,) x 107 (M)

Figura 24. In da eficiéncia catalitica da RNase A com 2’3’ CMP

em funcido da atividade de idgua na presencade sacarose a varias
concentracoes Anw =(17£2).




I11.4 Efeito de sorbitol sobre a cinética RNase A/2°3’ CMP

Analisamos, também, o efeito de sorbitol quando empregamos
2°3’CMP como substrato. Os dados apresentados na tabela 4 foram obtidos
da mesma maneira que na tabela 2 e 3. Esta tabela, mostra os valores dos
VArios parametros cinéticos com seus respectivos erros experimentais, a
diversas concentragdes de sorbitol.

A conversiao da unidade de velocidade maxima (V,,.) de

Abs . min. para (M - s7!) foi feita de maneira semelhante a equacéo (78).

Tabela 4

Sorbitol Osmolal In (a,) Ky Vi Kear ™ on
M) (Osm.) x10° x10° x10° ) x10°
M) (M) (M.s") (M'.s7)
R R T s
0,2 0,565  -10,1  2,040.2 5,940,5 8,6+0,8  0,4310,1
0,5 0,906  -16,3 2,140,6 6,7£1,6 9,942,39  0,4740,2
1.0 1,504 271  2.040.3

7,8%1,1

11,516 10,5740.2

A tabela 4 apresenta os parametros cinéticos: constante de Michaelis-Menten
(Ky), velocidade maxima de reagdo (},,); eficiéncia catalitica da enzima
(k.or/Kyf) € constante catalitica (k,, ) obtidos com diversas concentragdes de
sorbitol. O logaritmo neperiano da atividade de dgua (Ina ), as osmolalidades da
solucio e as diversas concentracdes de sorbitol também sio apresentados. A
concentracio de RNase A usada na obtenc¢ido de todos os dados apresentados acima
foi de 6,86 x 10~ M em tampio ( Tris Nacl 0,1 M pH 7,0).




A figura 25, mostra a velocidade maxima em fungao da atividade
de agua. Apesar de haver um aparente aumento de ", com a diminui¢do da
atividade de agua da solugdo e aumento da concentragdo de sorbitol e este
aumento parece encontrar-se dentro do erro experimental. Entretanto, a
variagdo da velocidade maxima encontrada aqui é da ordem da observada na
figura 20 onde sacarose foi utilizada como soluto adicionado. A par destes
dados esta variagdo de velocidade de hidrolise, apesar de ndo ser grande,
parece significativa.

A figura 26, mostra a constante de Michaelis em fungdo da
atividade de agua. Como no caso em que a atividade de agua (a,,) foi
tamponada com sacarose, a K, praticamente n3o se altera quando a atividade
de agua € tamponada com sorbitol. Isto indica que esta constante independe

da atividade de agua da solugao.

A figura 27 mostra o In da constante de Michaelis (/nK,,) em

fungdo do In da atividade de agua (lnaw) do meio. Novamente, parece ndo

haver uma vari¢do significativa do In da constante de Michaelis, indicando
que provavelmente ndo ha liberagdo de agua para a solugdo. Caso esta

liberagdo ocorra, ela € muito pequena.
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Figura 25. Velocidade maxima em fun¢do da atividade de agua.
Para a obtencdo destes dados, foi usado 2°3’CMP como substrato. A
concentracio da RNase A foi mantida constante a 6.86x10" "M e a do
substrato variou de 0,37x10"* a 6.25x10" * M. Todas as solucdes acima,
foram preparadas em tampio tris 0.1 M, NaCl 0.1 M e pH 7.0.
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Figura 26. Efeito da constante de Michaelis-Menten em func¢ao da
atividade de agua, quando empregamos 2’3’CMP como substrato. A
concentracio da RNase A foi mantida constante a 6.86x10° "M e a do
substrato variou de 0,37x10"* a 6.25x10 * M. Todas as solucoes acima,
foram preparadas em tampao tris 0.1 M, NaCl 0.1 M e pH 7.0.
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Figura 27. Dependéncia da constante de Michaelis-menten com a

-0.5

atividade de agua, quando a RNase A foi ensaiada com 2’3’CMP e

sorbitol. A variacio do nimero de moléculas de agua envolvidas na

reacao de complexacio foi de An,, =(2+3).
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A figura 28 apresenta o grafico do duplo log da constante
catalitica em fungao da atividade de agua. Nota-se que a constante catalitica
aumenta com a diminuigdo da atividade de agua ou com o aumento da
viscosidade, indicando que também na presenga de sorbitol, como na
presenca de sacarose, hda um menor tempo de sobrevida do complexo
formado.

A figura 29 apresenta o grafico do In da eficiéncia catalitica da
ribonuclease quando a mesma foi ensaiada com 2°3> CMP com varias
concentragdes de sorbitol. Nota-se que ha um aumento linear da eficiéncia

catalitica com a diminui¢do da atividade de agua da solugdo como mostrado

pela linha continua que representa uma regressdo linear aos pontos

experimentais.
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Figura 28. Dependéncia da constante catalitica em funcdo da atividade
de agua quando RNase A foi ensaiada com 2’3’ CMP na presenca de
sorbitol. An,, =(19+2)
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7.8 i

3.0 25 2.0 -1.5 -1.0 -0.5
In (a,) x 10 (M)

Figura 29. In da eficiéncia catalitica da RNase A com 2’3’ CMP ,
na presenca de sorbitol, em funcio da atividade de dgua An,, =(17+1).
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IV. DISCUSSAO

Conforme descrito e apresentado anteriormente, um modelo
muito util para descrever a cinética de reagdes catalisadas por enzimas, foi
prosposto em 1913 por Leonor Michaelis e Maude Menten. Neste modelo, a
acdo de inibidores e/ ou catalisadores de uma rea¢do enzimatica, atuam no
sentido de: a) deslocar o equilibrio de formagdo do complexo, ¢ deste modo
interagir com a enzima ou substrato ¢ mudar a constante de dissociagdo no
estado estaciondrio (K,,) ou b) alterar a constante catalitica (k_,, ), mudando

conseqiientemente a velocidade maxima (¥, ) por interagdes que alteram as

caracteristicas da catdlise. Ademais, como os valores destes parametros

cinéticos refletem uma combinagdo de constantes de velocidade referentes a
diferentes passos da reagdo, eles estdo sugeitos a mudangas intrinsicamene
relacionadas a propriedades da solugdo como a atividade da agua ou a
viscosidade do meio.

A variagdo do primeiro destes parametros, a atividade de agua, é
esperada alterar as constantes de velocidade dos passos que envolvam
mudangas conformacionais e/ou de associagdo da proteina e seu substrato.

De maneira geral, um equilibrio entre duas formas macromoleculares reativas




deve ser deslocado para a espécie menos hidratada em resposta a diminuigdo
da atividade de agua da solug@o. A quantificagdo deste efeito € possivel via a
determinagdo da dependéncia da constante de equilibrio da reagdo com a
atividade de agua através equagdo de “Linkage” de Wyman, como mostrado
por Colombo (Colombo et al., 1992) em seus estudos sobre o efeito de

solvata¢do na reagdo de oxigenagdo da hemoglobina. Esta relagio é dada por

dinK
dlna,,

+An

w

onde (K) representa a constante de equilibrio aparente de reagdo; (ay)

representa a atividade de agua em solugdo e (Any,) a diferenga de hidratagio
entre o estado final (produtos) e o estado inicial (reagentes) da reagio.

Esta mesma relagdo, deve também se aplicar a constante de
Michaelis (K,,), pois no estado estaciondrio esta aproxima-se do valor da
constante de dissociagdo do complexo (ES). Portanto, a equagdo acima
prediz que o In K, varia linearmente com In a,,, uma vez que todos os sitios

expostos aos solvente devem estar completamente hidratados quando em

solug¢do aquosa.




Ja, a variagdo da viscosidade da solugdo afeta diretamente as
contantes de velocidade que sdo determinadas por difusdo molecular, como
por exemplo nos passos de formagdo ou dissolu¢do do complexo enzima-
substrato ou no de liberagdo do produto da reagéo.

Dado que solutos neutros sdo utilizados como tampdes da
atividade de agua e, consequentemente, a viscosidade da solugdo tambem
varia, a analise do efeito de solutos sobre a energética de catalise deve

considerar o efeito destas duas propriedade de solugdo sobre os pardmetros

cinéticos.

IV.1 Diferenciando o efeito de viscosidade do de solvatagdo

sobre os parametros cinéticos Km e kcat.

A diferenciagdo entre o efeito de mudangas na viscosidade e na
atividade de agua sobre os parametros cinéticos Km e kcat medidos na
presenga de solutos neutros pode ser realizada reconhecendo quais passos do
mecanismo dependem de difusdo molecular. Neste caso, as constantes de
velocidade individuais afetadas por difusdo variam, segundo a teoria do

movimento Browniano de Stokes-Einstein, com o inverso da viscosidade




relativa (1) da solugdo, conforme a expressdo (Nakatani e Dunford 1979,

apud, Wells e Di Cera, 1992)

k' =k/Mrey

onde k é a constante de velocidade na solugdo de referéncia, dgua por
exemplo. Portanto, a andlise dos dados cinéticos apresentados requer
considerarmos, explicitamente, o mecanismo de catalise da Rnase. Deve se
destacar que a adigdo de sacarose a reagdo tem sido utilizada como um

método, método viscogénico (Di Cera, et.al. 1995), para a determinagdo da

constantes de velocidade envolvidas em esquemas de mecanismo da agdo de

determinadas enzimas. Estes estudos, entretanto, ndo tem considerado o
possivel efeito de solvatagdo via ligagdo deferencial de agua a diferentes

espécies moleculares, como passaremos a fazer.




IV.2. Sobre o mecanismo de acdo da Rnase revelado pela
adi¢do de solutos neutros.

O mecanismo de a¢do da Ribunuclease utilizado para a analise
do efeito da adi¢do de solutos sobre os parametros de estado estacionario da
clivagem de RNA e hidrolise de 2°3’Cmp € representado abaixo

K1 s 518 K3

E+S—ES — ES*— E+P
K1

(81)

Este mecanismo considera a formagdo inicial do complexo enzima substrato,
ES, e que a catalise ocorre propriamente no estado de transigdo ES*. Destas
cinco constantes de velocidade trés sdo provavelmente afetadas por difusdo

molecular, k_;, k; e k; . Ja as constantes de velocidade associadas a transig¢do

de ES para ES* nio devem depender da viscosidade por ser este um processo

unimolecular.

A resolugdo do mecanismo de agdo enzimatica representado pela

equagdo (78) fornece os parametros K, e ke dados por

2 3 4 5 6 7 unespw.l 12 13 14 15 16 17

18



o k. k, + k;(k,+k,)
g k\(k, + k, + k)

k2k3
Keai = k,+ k, + k,

E conveniente, ainda, expressar o inverso de k., como segue

Para obter esta expressdo definimos a constante de equilibrio de
entre o complexo ES* e o complexo ES, K* dada por K* =k, / k., . K* |
portanto, corresponde a constante de equilibrio referente a diferenca de
energia livre associada a formagdo do estado de transigdo ES*.

Na equacdo (84) sO k; depende da viscosidade segundo a
expressdo (80) enquanto a contribui¢do da atividade de agua para kcat ¢ dada
pelo termo de equilibrio (K*+1/K*). Tanto a atividade de 4gua quanto a

viscosidade da solugdo sdo diretamente proporcionais a concentragdo do




soluto adicionado a solug¢do. Portanto, a inspeg¢do de como o inverso de kcat
varia com a concentra¢do do soluto pode nos fornecer maneiras de aferir o
efeito destas variaveis sobre a cinética da reagdo. Por exemplo, se
explicitarmos na equacdo (84), a dependencia de k; com a viscosidade, o

inverso de kcat fica dado pela equagdo a seguir

Portanto, se pudermos desprezar o efeito de adigdo de

solutos sobre [(K* + 1)/ K* )], esta relagdo prediz que o inverso da constante

catalitica aumenta linearmente com a viscosidade relativa do meio (kcat
diminui). Nesta circunstincia o valor de [ 1/k., ] estrapolado para
viscosidade zero fornece o valor de k;. Por outro lado se o efeito da adi¢do de
solutos, e portanto da variagdo da atividade de agua sobre [(K* + 1)/ K*)] néo
puder ser desprezado, o comportamento de [ 1/k., ] com a concentragdo do
soluto neste caso diferira daquele em que so6 a viscosidade do meio importa.
Com o uso da equagdo (85) poderemos, portanto, avaliar k, e K* e

diferenciar efeitos de solvatagdo e de viscosidade nas reagdes analisadas.




IV.3 Sobre o efeito de dgua e de viscosidade na reagdo de

RNase com RNA.

O grafico dos dados apresentados na tabela 2, do inverso de ke
medidos na cinética de clivagem de RNA em fung¢do da viscosidade relativa
da solugdo, revelou um valor para o inverso de k, de - 0.002. Este valor

indica que a constante de velocidade para a formagdo do complexo ativado

ES* ¢ muito maior que k;3, uma vez que o valor de 1/k; é muito proximo a zero

na escala de tempo de 1/ k; (dezena de segundos). O valor negativo
encontrado para 1/k, deve, inclusive, refletir o erro experimental ao tentarmos
determinar um valor muito pequeno 1/k; na escala de tempo muito maior
determinada pelo baixo valor relativo de k;. Este resultado implica na ndo
necessidade de considerarmos um estado de transi¢do para a catilise da
clivagem do RNA, ou porque ele ndo existe ou, porque se ele existir o
equilibrio entre ES e ES* esta fortemente deslocado na diregiio do estado
ativado. Este resultado implicaria ainda em que K* >> 1. Com K* >> 1 e k;

<< k,, a constante catalitica para a clivagem do RNA pode ser equacionada

como




A interpretagdo que leva a esta equagdo pode ser reaferida com
o auxilio do grafico do logaritimo de k. em funcdo do logaritimo da
viscosidade relativa. Pela equagdo acima a inclinagdo deste grafico deve ser
igual a menos 1 caso as condigdes de K* >> 1 e k; << k, forem verdadeiras.
De fato, este grafico mostrado na figura 11, forneceu inclinagdo igual a - 1.09,
0 que concorda muito bem com a nossa predig¢do. Portanto, podemos concluir
desta analise que o passo limitante da clivagem do RNA pela RNase ¢ o
passo representado pela liberagdo dos produtos a solugdo e, que o equlibrio

entre a Rnase ¢ RNA esta fortemente deslocado para o complexo ativado.

Formalmente, podemos entdio concluir que k3 <<k, ¢ K* >> 1 para a reagdo

de clivagem do RNA por RNase.
Vamos avaliar agora o possivel efeito da viscosidade e atividade
de agua sobre a constante de Michaellis. Com este objetivo, podemos

reescrever a equagao (82) tendo em conta que k; <<k, como




_ k-l kz n ks kz
 k, (k,+ k) k (k,+ k)

K

ou, utilizando a defini¢io da constante de equilibrio entre ES e ES”,

K*=k,/k.; , como

Como podemos notar, esta equagdo obtida com a condig¢do de que k;
<<k, € composta por dois termos. O primeiro termo a direita, que
corresponde formalmente 2 Km para o mecanismo mais simples possivel, é
composto pela razio entre as constantes de velocidade %, k_; e k;. Como uma
destas trés constantes sdo inversamente proporcionais a viscosidade, a razio
entre elas independe desta propriedade da solugdo. O segundo termo na
equacdo (88) €, segundo nossa analise do efeito de sacarose sobre kcat,
proximo a um. Com esta condi¢do, temos que a constante de Michaelis,

medida para a clivagem do RNA ¢ dada pela equagdo (89),




Caso k3 seje muito menor que k-1, o que € de se esperar, Km
acima pode ser considerado como a constante de equilibrio para a formagéo
do complexo enzima substrato. Portanto, a dependencia de Km, medida com
a adigdo de sacarose refletira a variagdo de hidratagdo nesta reagao.

Desta analise podemos concluir que a causa mais provavel de
mudangas de K, nesta reagdo de clivagem de RNA por RNase se deve a
diferengas de solvatagdo entre a enzima e substrato livre em relagdo ao
complexo enzima/substrato e ao seu complexo ativado.

Esta diferenga de hidratacdo medida via a andlise de linkage

entre a constante de dissociagdo (/n K,,) para a reagdo entre RNase A e

RNA com In(ay) revela que cerca de 103+4 moléculas de agua sdo liberadas

para a solug@o com a formag¢do do complexo (RNaseA - RNA).

Este resultado indica que com a complexagdo, uma ampla
superficie de contato entre a por¢do do RNA e o sitio ativo da RNase A
excluem moléculas de solvente. Esta interpretagdo € concordante com os

dados cristalograficos (McPherson et al., 1986) do complexo RNaseA - poliA




onde se nota um grande numero de contatos entre a proteina e DNA de fita
simples sem a participagdo de agua.

E interessante notar que a diminui¢do da atividade de agua da
solugdo ou o aumento da concentragdo de osmolitos na solugdo, diminui K,
da reagio de RNase A com RNA. Portanto, a formagdo do complexo
(RNaseA - RNA) ¢ favorecida a atividades de agua menores. Isto evidencia
que, possivelmente, a agua possa funcionar como um inibidor da enzima com
relacdo a este substrato. Rand et al (1993), que estudou o efeito da adigdo de

polietileno glicol de diferentes tamanhos sobre a cinética e o equilibrio de

hexoquinase com glicose e, analisou seu dados segundo a metodologia

proposta por Colombo et.al. (1992), também observou este possivel carater

inibidor da 4gua naquela enzima.

IV.4 Sobre o efeito de dgua e de viscosidade na rea¢do de RNase A

com C>p.

A dependéncia de Km, e de kcat, com a concentragdo de
sacarose e de sorbitol, medida para a hidrélise de C>p, é distinta daquela

observada para a clivagem de RNA. A constante de Michaelis ndo se altera




com adigdo destes solutos enquanto o valor da constante catalitica aumenta
com o aumento da concentragdo de soluto. Estes efeitos sobre Km indicam
que na reagdo de hidrolise de C>p:

a) ndo ha uma variagdo de hidratagdo aparente entre o complexo
RNaseeC>p e RNA e C>p livres e que o efeito da viscosidade sobre as
constantes de velocidade que contribuem para o K, observado se combinam
de forma a anular a contribuigdo liquida desta variavel, ou, ainda,

b) os efeitos de viscosidade e atividade de dgua sobre Km sdo opostos
€ se conpensam,; €

¢) ja o aumento de ke, com 0 aumento da concentragdo de soluto indica
uma contribui¢do da atividade de agua sobre o valor de ke, observado. Isto é
indicado pelo fato de que k., deveria, segundo a equagdo (85), diminuir e ndo
aumentar com o aumento da viscosidade.

Com o objetivo de tragar o mecanismo de hidrolise do C>p

compativel com estes dados experimentais, vamos analisar 0 comportamento

de Km e kcat, dados pelas equagdes (82) e (85), respectivamente, em dois

limites extremos: 1) k3<<k; , e; 2) ks>> k., + k.




IV.4.1 Caso 1: a hidrolise de C>p por RNase segue o mecanismo

expresso pelo esquema (81) com k;<<k,.

Esta condigdo, aplicada a constante de Michaelis representada

pela equagdo (82), permite escrevermos a aproximacdo representada pela

equagdo (88)

Como comentado anteriormente: a) esta expressdo ndo depende

da viscosidade e; b) o primeiro termo do lado direito da igualdade aproxima-

se da constante de dissociagdo K4 do complexo ES para formar E e S livres.

Caso, ainda, K* >>1, a equagdo (88) resume-se a Ky e, portanto, a auséncia
do efeito da atividade de agua sobre K, mediria a variagdo de hidratagdo
entre ES e E + S. Entretanto, como visto na analise da clivagem do RNA,
quando K* >> 1 a constante catalitica (kex ) depende exclusivamente da
viscosidade, equacdo (86). Portanto, esta condi¢io para K* ndo explica

nossas observagdes para a hidrolise do C>p.




Uma outra hipotese seria supor K* <<1, i.é, que o equilibrio
entre o estado ES e o estado de transi¢do ES* esta grandemente deslocado na

dire¢do de ES . Neste caso, a expressdo (88) se aproxima da equagéo (89),

dada por

Como o efeito da variagdo da atividade de agua ¢ medido pela

relagdo de “linkage™ entre In(K,) com In(ay), dada por

an(K,) dn(K,) o An(K*)
Aln(a,) Jln(a,) Jln(a,)

An

A observagdo de que Ky, é insensivel a variagdes de a,, implica
que Any, = 0 na equagdo acima. Portanto, a soma da vanagdo de hidrata¢do
associada a Ky, devido a dissociagdo de ES para E+S, com a vanagdo de
hidratagdo associada K, devido a transi¢io de ES para ES’, deveriam se

anular. Este resultado implica que na associagdo de E + S para formar o




complexo ES e na transigdo de ES para ES*, o niimero de moléculas de agua
envolvidas seja 0 mesmo. Como se espera que na complexa¢do de ES haja
liberagdo de agua, devemos julgar a possibilidade de haver liberagdo de agua
na transigdo de ES para ES”.

Para julgar esta possibilidade vamos analisar o efeito da adig¢do

de solutos sobre kcat para C>p, a partir da equagdo (85) com a condigdo de

que ks<<k,e K* << 1

cat

1 _ 1 1 [K*H]
k _k2 ka Kﬁ .nfd

Com estas aproximagdes k¢, vem dada pela equagao (91) abaixo

Esta expressdo demonstra que k., diminue com o aumento da
concentragdo do soluto em conseqiiéncia do aumento da viscosidade e, que o

aumento de ke, sO seria possivel caso K* crescer mais rapidamente que




ks/n decrescer com o aumento da concentragdo do soluto. Como o aumento
de K* implica no deslocamento do equilibrio para a forma ES*, ¢ de se
esperar que ES” seja menos hidratado que ES. Este resultado é compativel
com nossa analise do efeito de viscosidade e solvatagdo sobre Km e pode, em

principio, explicar nossos dados experimentais.

1V.4.2 Caso 2: a hidrdlise de C>p por Rnase segue o mecanismo

expresso pelo esquema (81) com k; >> k_; + k.

A outra possibilidade para explicar os dados experimentais é

considerar que k3 >> k_; + k, . Esta condigdo ¢ sugerida pela analise do efeito

da viscosidade sobre Km expresso pela equagéo (82)

_ k.k, + k(K + k)
" k(k,+k,+ k)

K

quando a dependencia k., k; e k; com a viscosidade é explicitada,

escrevendo

k-l-k-l/ Mrel 5 kl-kl/ Mreiy € k.i‘-kj/ MNrel




Substituindo estes valores em (82) resulta a equagdo (92)

_ K,(K., + K3) - 0 + KK,
T kK, t+ k) Nyt KK

Como Km para a hidrélise de C>p independe da viscosidade, a
condi¢do sugerida por esta equagdo € que tanto no numerador quanto no
denominador os termos que multiplicam a viscosidade sejam muito menores,
ou muito maiores, que o termo independente da viscosidade. Esta ultima
condi¢do de desigualdade leva ao Caso 1 ja analisado. Portanto, a condi¢do a
ser analisada agora € aquela quando o termo dependente de viscosidade no
dividendo da equagdo (92) for muito menor que o ndo dependente. Esta
analise demonstra a origem da suposi¢do original, isto €, que

k; >> (k, + k,)
A condi¢do de desigualdade aplicada ao numerador de (92) ¢

dada por

k. k, > k,(k,+ k;,) = k,k, + k,k,

permite, ainda, concluir que k_1 >> ]{2_ Esta condi¢do de

desigualdade implica que o complexo ¢ favorecido em relagdo a sua




redissociagdo. Estabelecidas estas desigualdades, a constante de Michaelis,
dada pela equacgdo (92) reduz-se a equagdo (93)

b, it
mo ok

que mostra que se k3 > (k_2 + 1(2) para a hidrélise do C>p, entdo Km

representa integralmente a constante de equilibrio de dissociagio do
complexo ES em E + S. A constidncia de Km com a atividade de agua
indicaria, portanto, que a ligagdo do C>p a RNase ocorre com uma variagio

de hidratagdo praticamente nula.

Vamos analisar agora a consequéncia de k; =2 (k.g 3 kz)

sobre a constante catalitica kcat dada pela equagdo (83)

K,k
k = 23
“ k,+ Kk, +k,

Com a condigdo acima, podemos desprezar k., + k; frente a k;,

e, kcat se aproxima a




onde, a defini¢io da constante de equilibrio para a formagdo do estado

estacionario K* = [ES#/ES] = kyk., foi utilizada. Como nem k., nem K*

dependem da viscosidade, a condig¢do ky >> (k, + k,) leva a4 uma

expressdo para kcat que independe da viscosidade. Assim, a variagdo da
constante catalitica para a hidrolise de C>p com a concentragdo do soluto
deve-se, exclusivamente, ao efeito da variagdo da atividade da agua sobre K.
Desda maneira, a inclinagdo do grafico de In(kcat) com In(ay) forneceria a
variagdo de hidratagdo associada a formagdo do estado de transigdo. Como
aquela inclinagdo € negativa, isto implica que o estado de transi¢do da enzima

¢ menos hidratado que o complexo RNaseeC>p.

1IV.4.3 Comparagdo entre os mecanismos de hidrolise de C>p por
Rnase associados aos Casos 1, onde k; <<k, + k; , e, 2, onde k; >> k_; +

k.

O quadro [ resume as possibilidades de analisar,

consistentemente, a dependéncia de Km e kcat, obtidos para a hidrdlise de




C>p catalizada pela RNaseA, com a concentragdo de sacarose e de sorbitol
na solugdo.

Em ambos os casos, a comparagdo dos dados experimentais com
a viscosidade relativa e a atividade de agua leva a conclusdo de que o passo

limitante da hidrolise de C>p catalizada por RNaseA ¢ a formagdo do estado

ativado ES*. Esta conclusdo é obvia para o Caso 1, pois, dado k;>>k; a

unica maneira de se explicar o aumento observado de kcat com o aumento da

Quadro I - Comparacio entre os mecanismos de hidrélise de C>p por

RNaseA sugeridos pelo efeito de adicdo de solutos neutros 4 solucio.

Caso 1 Caso 2

k <<k,

K* <<1




concentragio do soluto na solugdo foi considerar K* = ES*/ES <<1. No caso
2, obtivemos a condi¢do k.; > >k, ao analisarmos o comportamento de Km
com a viscosidade. Dado que k.; , a constante de redissocia¢do de ES, é
muito maoir que k; , a constante de velocidade de formagdo do estado ativado
a partir de ES, o equilibrio esta deslocado para a esquerda no mecanismo
representado pelo esquema (81). Portanto, podemos concluir que o passo
limitante da hidrélise de C>p é a formagdo do estado de ativagdo. Esta
conclusao esta de acordo com 0 mecanismo proposto por Hammes a partir de
seus estudos com cinética rapida (Cantor & Schimmell, pp. 924 e Richards &
Wyckoff, pp. 766). Este autor propos que este passo limitante
correspondente a transi¢do entre um isomero do complexo EeC>p e um
1s6mero do complexo Ee3’CMP, onde 3’CMP é o substrato C>p hidrolisado.

A analise do comportamento de Km para a hidrdlise de C>p com
N € ay ndo permite especificar qual dos mecanismos, Caso 1 ou 2, é aquele
que determina o comportamento enzimatico da RNaseA. Entretanto, a
analise do comportamento de kcat com estas varidveis pode distinguir entre
estes dois mecanismos. No Caso 1, kcat depende explicitamente n e,

implicitamente de a,, através de K*. No Caso 2 kcat s6 depende de a,. Estas

diferengas podem ser avaliadas, entdo, ao utilizarmos solutos distintos que




alteram diferentemente a viscosidade da solu¢gdo. Uma tentativa foi usar

sacarose e sorbitol. A mesma concentragdo, o primeiro produz uma solugéo

mais viscosa que o segundo. Portanto, se somente a viscosidade alterasse
kcat, a diminuigdo de kcat com sacarose seria mais pronunciada que com
sorbitol. Entretanto, kcat aumenta com os dois solutos, um efeito que
interpretamos como devido ao aumento de K* com a diminuig¢do de a,, . O
resultado liquido destas variagdes contrapostas, caso o efeito de a,, independa
do soluto, seria kcat variar menos na presenga de sacarose que na de sorbitol.
Este parece ser o caso, pois a inclinagdo de In(kcat) com In(a,) medida na
presenga de sacarose € de - 13 + 4 e na presencga de sorbitol de - 19 + 2. Este
resultado deve, entretanto, ser considerado com cautela, pois o erro
experimental associado a estas medidas é bastante grande (vide Figuras 24 e
29). Na hipotese de que a diferenga entre estas inclinagées ndo sejam
estatisticamente significantes, os resultados indicariam que s6 o efeito de ay
sobre K* seria o responsavel pela variagdo observada de kcat com estes dois
solutos. Esta hipotese ¢ a que ¢ prevista no Caso 2 onde kcat = k., K*.

Os dados ora apresentados ndo nos permitem, portanto,
distinguir qual dos dois mecanismos, aquele no qual k;<<k; ou aquele em que

k;>>k ; + k_; melhor descreveria a catalise de hidrolise do C>p por RNaseA.




Entretanto, esta analise parece permitir estabelecer, via 0 mecanismo no qual
ks>>k ; + k_; um valor minimo para a variagdo de hidratagdo entre o estado
ES e o estado de transi¢do ES*. Isto é possivel porque neste caso kcat nio
depende da viscosidade do meio. Este valor de variagdo de hidratagdo €
obtido da inclinagdo do grafico de In(kcat) versus In(ay), que, como
mencionado, é de Any, = - 13 * 4 para sacarose e Any, = - 19 £ 2 para sorbitol.

Como An,, corresponde a diferengca do numero de moléculas de agua

associadas ao estado ES* e ES, o sinal negativo implica na liberagdo de, no

minimo, cerca de 10 a 20 moléculas de agua com a formagdo do estado de
transigao.

Estudos principalmente conduzidos por G.G.Hammes e seus
colaboradores da interagdo de RNaseA com mononucleotideos ciclicos
indicaram que o mecanismo desta interagdo envolve, inicialmente, a
associagdo da enzima ao substrato e, a qual é seguida pela isomerizagdo ou
uma mudan¢a conformacional do complexo RNaseAeC>p (E.J.del Rosario e
G.G.Hammes, 1970). Os resultados ora apresentados, mostrando que Km
ndo depende da atividade de agua e, o aumento de kcat com a diminuigdo da
atividade de agua indicam a ocorréncia de liberagdo de moléculas de agua na

transi¢do do estado ES para o estado ES* . Estes nossos resultados sdo




compativeis com o mecanismo proposto por Hammes et.al. a partir de seus
estudos com métodos de relaxagao.

Os dados cristalograficos do analogo do estado de transigdo
(Wlodawer et al, 1983) mostram que a uridina 2’3’ ciclico vanadato (U>p)
faz varios contatos moleculares com o sitio ativo da RNase A. Estes
resultados cristalograficos demonstram que o complexo ¢ menos hidratado
que a enzima e o substrato livres. Decidir em qual, ou em quais passos da
reacdo estas mudangas de hidratagdo ocorrem depende de se decifrar o
mecanismo de hidrolise do C>p. Se o mecanismo for aquele em que k;<<k;
a formagdo do estado de tramsi¢gdo poderia acontecer em dois passos
subsequentes de desidratagdo com cerca de 50% da agua sendo liberada na
formagdo do complexo ES e 50% na transigdo para o estado ES*. Caso k;
>> k, + k., a liberagdio de moléculas de agua do complexo ocorreria

principalmente com a complexagdo de E + S para forma ES. Neste caso, os

fatores moleculares responsaveis pela formagdo do estado de transi¢do ndo

envolveriam um grande rearranjo do complexo a ponto de alterar

significativamente a sua hidratagao.




IV.5 Consideragdes finais.

Findlay et al (1960), mostrou que a atividade da ribonuclease
pancreatica bovina (RNase), permanece ativa a altas concentragdes de
solventes organicos. Posteriormente, num trabalho de 1962, os proprios
autores investigaram o efeito de alcool e solventes inertes na atividade da
Rnase. Estes autores concluiram que a RNase € ativa na presenga de altas
concentra¢des daqueles solutos e, que alcool é um inibidor ndo competitivo
da hidrolise em relagdo ao 2’3 CMP, mas, ¢ um inibidor competitivo em
relagdo a agua. Em trabalho mais recente, Santoro et al estudaram o efeito de
sarcosina sobre a estabilidade termica da RNaseA e, em experimentos
controle observaram que a adigdo de 4 molar de sarcosina pouco altera os

parametros cinéticos da hidrdlise do C>p pela RNase A (Santoro et al, 1992).

Os resultados agora apresentados concordam, qualitativamente, com aqueles

publicados por Santoro, especialmente os valores de Km.
Outros trabalhos tem sido publicados na literatura mostrando o

efeito da adigdo de solutos sobre a atividade de diversas enzimas. Em muitos




destes trabalhos busca-se demonstrar o efeito estabilizador da estrutura e
atividade destas proteinas promovido por esta classe de solutos. Em alguns
outros casos, a adi¢do de sacarose € utilizada como agente viscogénico, com
o objetivo de se determinar os valores das constantes de velocidade que
contribuem para os parametros cinéticos de estado estacionario observados
(D1 Cera, et.al. 1992). Nestes estudos, entretanto, a possivel contribuigdo do
potencial quimico da agua para as variagdes de energia livre de associagdo e

dissociagd@o nos diversos estagios da cinética de estado estacionario ndo tem

sido analisada. Neste trabalho, estendemos a andlise do efeito da adi¢do de

solutos sobre Km e kcat medidos para a clivagem de RNA e hidrdlise de
2’3’Cmp, considerando, explicitamente, efeitos de potencial quimico de agua
e de viscosidade do meio. Isto nos permitiu propor, independentemente,
mecanismos da agdo da RNaseA sobre estes substratos e comegar a

quantificar o papel da solvata¢do na agdo desta enzima.




V. CONCLUSAO

Em vista aos resultados apresentados, pode-se concluir que:

a) a diminuigdo da velocidade maxima (V,,,, ) da reagdo de clivagem do
RNA catalisada pela RNase A com o aumento da concentragdo de sacarose é um
efeito que pode ser integralmente atribuido ao aumento da viscosidade com a
adi¢do do soluto;

b) a diminuig¢do da constante de dissociagdo (K,,) na reagdo acima, com
o aumento da concentragdo de sacarose, deve-se a diminui¢do da atividade de
agua (a,). Como determinado, a associagdo de RNase A com o RNA ¢
acompanhada pela liberagdo de cerca de (103+4) moléculas de agua, processo
este que € favorecido a valores menores da atividade de agua;

¢) a eficiéncia catalitica (k,, /K, ) da reagdo de clivagem aumenta com
a diminuigdo da atividade de agua (a,, ), e que o passo limitante nesta reagdo € a
liberag¢do dos produtos para a solugio.

d) a cinética de clivagem do fosfato ciclico do complexo C>p por Rnase é

um processo no qual o passo limitante da reagdo € representado pela transi¢do do

complexo enzima substrato para o estado ativado deste complexo. Esta transigdo




¢, entretanto, favorecida pela diminui¢do da atividade de agua pois o estado
ativado é menos hidratado que o complexo enzima substrato. A variagdo de
hidratagdo medida nesta transi¢do é de no minimo cerca de 10 a 20 moléculas de
agua.

e) a variagdo de hidratagio associada a reagdo de complexagdo da RNase
A com C>p na presenga de sacarose € na presenga de sorbitol € praticamente
nula a julgar pela independencia do valor Km com a concentragdo destes solutos.
O mecanismo proposto para explicar estes dados indicou que, ou a associagdo do

substrato a esta enzima ocorre com variagdo de hidratagdo nula ou, a variagdo de

hidratagdo que acompanha a redissociagdo do complexo enzima substrato € igual

a que acompanha a formagdo do complexo ativado a partir do complexo enzima

substrato.
J) a tendéncia de aumento da constante catalitica (k_, ) de hidrélise de

C>p catalizada por RNase A reflete a menor hidratagdo do complexo ativado em
relagdo ao complexo enzima substrato. Nao foi possivel decidir, entretanto, se s6
a atividade de agua (a,) ou a atividade de agua e viscosidade do meio
contribuem para k.,; observado.

g) como efeito liquido, a eficiéncia catalitica (k,,, /K,,) da RNase A em

hidrolisar C>p aumenta com o aumento da concentragdo de sacarose ou sorbitol.




Como o aumento da viscosidade tende a diminuir a efeciencia de catalise este
aumento observado deve ser atribuido a agua. O nimero minimo de moléculas de

agua envolvidas entre RNase A e C>p livres em solugdo e o complexo ativado

(RNased - C > p)*" foi de (17+2) na presenga de sacarose e (17+1) na presenca

de sorbitol.
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