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1 - INTRODUGAO

O ciclo dos acidos tricarboxilicos proposto por
KREBS e JOHNSON (1937) constitui um meio pelo qual os produ-
tos do metabolismo dos carbohidratos, gorduras e aminoécidos,
degradados ao nivel de acetato (na forma de acetil-CoA) 520
transformados completamente a 002 e agua.

Os enzimas que participam desse ciclo de reagoes
metabolicas estao ligadosg a mitocondria da célula, iocal on-
de ocorrem as reagoes de oxido-redugao.

Esse ciclo ae reacgoes, de distribuicao universal,
se reveste de maior importancia biologica guando se considera
0 teor de energia liberada pelo sistema, utilizada por meca-
nismos celulares na forma de ligagoes quimicas de elevado con
tendo energetico.

Dentre os enzimas, que constituem o sisbema multi
enzimatico do ciclo de Krebs, fumarase € o enzima que catali

7a a reagao reversivel de hidratacac de fumarato a L-malato.

Fumarato + HQO F=§ L - malato

Descoberta em 1911 por Batelli e Stern tem sido
encontrada em grande nimero de plantas, tecidos animais e mi-
Crorganismos.

Pudemos observar pela literatura que fumarase de
coragac de suino, cristalizada por MASSEY (1952), por FRIEDEN
(1954) e por KANAREK (1964) tem sido bastante estudada, conhe
cendo—se bem guas propriedades fisico-quimicas, asgsim Ccomo
suas caracteristicas de ordem cinética.

Congiderando que fumarage participa de um sgiste-

ma metabolico tao importante como o ciclo de Krebs e que, a



-7
partir de 1952, o estudo desse enzima em tecido animal tem si
do realizado quase exclusivamente em coragao de suino, acha-
mos oportuno trabalhar com fumarase de coragao de bovino, fa-
zendo propésito de nossa tese:

a) Extrair e purificar fumarase de coragao de bo-

vino;
b) desenvolver estudo cinetico com ¢ enzima par-

ciglmente purifiecado.



2 -~ REVISAC DE LITERATURA _8_

Para malor claresza de exposigao subdividimos 0
assunto em dois topicos:

Extracao e purificagao.

Estudo cinetico,

Esta divisao se repete nos capitulos posteriores.

EXTRACAQ E PURIFICACAO

LART (1941) estabeleceu metodo para isolamento e
cristalizagao de fumarase de coracgao de novilho. A purifica-
cao foi parcialmente obtida utilizando-se gel de fosfato de
calcio, seguindo-se varias eluicdes com tampao fosfato M/10,
pH 7,30. Em seguida, utilizou fracionamento com sulfato de a-
monia (45 a 60% de saturacgac) intercalando, entre o primeiro
e o segundo fracionamento, aquecimento da preparag¢ao a 40°C
durante &4 a 5 minutos.

A cristalizagao foi obtida, colocando-se sulfato
de amoénia, em pequenas porgoes, até saturacao suficiente para
0 enzims comecar a gse precipitar. Fm seguida o sistema foi
¢colocado em dessecador, a temperabura ambiente, onde depois
de algumas horas os cristais comegaram a aparecer em forma de
finas agulhas.

SCOTT (1948a) Trepetiu o método de LAKI (1941) pa-
ra purificar fumarase e verifiecou que os cristais obtidos nao
eram apenas fumarase, uma vez que sua atividade era apenas
10% da atividade enzimica total.

RACKER (1950) tambem utilizou o método de LAKT
(1941) para purificar fumarase e mediu a atividade, em cada
fase da purificaclo, por método espectrofotometrico, bastan-

te sensivel, desenvolvido por ele mesmo. Além de confirmar os
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resultados obtidos por SCOTT (194&a), pode determinar as pro-
teinas contaminantes (aconitase e desidrogenase do acido lac-
tico) presentes guando se purifica fumarase por aquele meto-
do.

MASSEY (1952) estabeleceu metodo para isolar fumag
rase de coragac de suino, livre de aconitase e desidrogenase
lactica. Extraiu o enzima com solucao de fosfato sodio bibési
co (Na2HPO4,l2H20), 0,01M. Depois do ajuste do pH do extrato
cru para 5,20, o que permitiu eliminar fracao relativamente -
alta de proteinas, utilizou o processo de adsorc¢ao de fumara-
se com gel de fosfato de calcio, misturando-o diretamente a
preparagac do enzima. Fm seguida eluiu fumarase atraves de
varias extragoes com tampao fosfato 0,1M, pH 7,3, contendo -~
sulfato de amonia (9% de saturacaoc). A fase seguinte foi  de
fracionamento com sulfato de amonia (45 a 60%), seguida de
tratamento com gel de fosfato de calcio em quantidades sufi-
cientes apenas para adsorver proteinas que constitulam impure
zas. A seguir, procedeu a nove fracionamento com sulfato de
amonia (45 a 60%), para depois obter erigtalizagao e recrista
lizagao do enzima.

MASSEY (1969) publicou novamente, porem com peque
nas modificagoes, o método original para obtencao de fumara-
se na forma cristalina.

FRIEDEN (1954) estabeleceu metodo para isolamento
e cristalizacao de fumarase de misculo cardiaco de suino, por
‘um procesgso diferente dos usados ate aquela epoca. Iniciou a
purificacac do enzima, utilizando abaixamento do pH (para 5,30
com tampao acetato 1,0M, pH 4,60) e da temperatura (de 35°C -
para 5°C). Fm seguida, utilizou fracionamentos através de dia
lises com solugdes de sulfato de amonia, gque permitiram levar

a preparacac de %5% a 65% de saturacao (concentragoes inicial
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e final respectivamente), no 12 fracionamento e de 45 a  60%
de saturagac (22 fracionamento). Cristalizagao e recristaliza
cdo foram obtidas apos dialise, durante dois dias, contra so-
lugao de sulfato de amdnia a 50% de saturacaoc. O autor obteve,
por esse método, um aumento de atividade especifica de 2.600
vezes, em relagao ao extrato cru.

KANAREK (1964a) isolou e cristalizou fumarase de
coragao de suino baseado no metodo de FRIEDEN (1954), com mo-
dificacoes. Obteve ate 100 mg, de fumarase/kg dé mﬁsculo, en—
gquanto que, por outros métodos, a quantidade maxima obtida
era de 15 a 20 mg/kg de fumarase de tecido. O metodo utiliza-
do por esse aubtor consistiu em tres fracionamentos sucessivos
com sulfato de amania, a uma saturaq&o maxima de 55%. Crista-
lizagao e recristalizagao foram obtidas por tratamento adequa
do com sulfato de amonia durante % dias, a 500,

Atraves de processo cromatografico, estudou a com
posicao de aminoacidog de fumarase hidrolisada., Alem de ou-
tros aminoacidos, verificou que fumarase apresenta cerca de
12 residucs de meia cistina por molecula e um igual numero de
grupamentos tiol livres, o que sugeriu que o enzima e destit_gi
do de pontes dissulfeto.

KANAREE (1964)b confirmou essa observacao quando
desenveolveu trabalho para estudar a estrutura da molécula de
fumarase. Determinou o peso molecular do enzima (194.000), a-
través de andlise de equilibrio de sedimentagéo. Utilizou hi-
drocloreto de guanidina ©M que disscociou a molécula de fumara
se em 4 subunidades identicas, de peso molecular igual a
48.500 cada uma. Se existigsem pontes dissulfeto entre essas
subunidades, hidrocloreto de guanidine nao dissociaria a mo-
lécula do enzima. Ficou também evidente que a forma tetramera,

enzima nativo, deve ser formado por intera¢oes nao covalentes
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entre as subunidades polipetidicas. Esses resultados vieram
comprovar que os doze residuos de meia cistina por molécula, -
estao na forma de cisteina e que, realmente a molécula & des-
tituida de pontes dissulfeto. Estudos preliminares desse meg-
mo autor mostraram que ¢ enzima pogsui atividade catalitica,g
penas na forma tetramera.

ROBINSON (1967) estudou o comportamento dos gru-
pos tiol na fumarase utilizando tres tipos diferentes de rea-
gentes (p-cloromercuribenzoato, iodoacetato, cistina e cisgta-
nina). Os resultados obtidos desse experimento indicaram que
o grupamentos tiol (tres grupamentos para cada subunidade po
lipeptidica) nao participam diretamente do centro ativo, mas
estao embutidos na molecula do enzima em regides hidrdfobas,-
de maneira tal, que qualquer modificagac desses grupos pPro-
duz uma altera¢ac molecular suficiente para destruir a ativi-
dade enzimica. A fungdo especifica dos grupamentos tiol ainda
nao esta bem esclarecida, mas acredita-se que eles sejam  de
alguma forma responséveis pela manutencao da estrutura tridi
mensional do enzima, inclusive pela agregagao das 4 subunida-

des para formar & estrutura tetramera do enzima.

ESTUDO CINETICO

A possibilidade de se obter fumarase na forma -
cristalina, MASSEY -(1952) ,FRIEDEN -(1954) e KANAREK ~(1964a)
e em fungao de certas caracteristicas fisico-quimicas do enzi
me, tornou possivel desenvolver bastante o seu estudo cinét;

CQe

Primeiros ensalos com fumarase

CLUTTERBUCK (1922), JACOBSON (1932 e 1934), desen
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volveram os primeiros estudos cinéticos com fumarase. Nessa &
poca as medigoes de atividade eram feitas pelo método polari-
metrico, insensivel para medic¢ao da velocidade a baixa con-
centragao de substrato, o que retardou o desenvolvimento dos
estudos cinéticos com fumarase.

Em 1948, SCOTT e POWELL, baseados nos estudos de
STRAUB (1935), estabeleceram um metodo mais sensivel para me-
dicdo da atividade, metodo que consistia na titulacac do Aci-
do fumarico com permanganato de potéssio; porém, somente a
partir de 1950, quando RACKER (1950) publicou um metodo  es-
pectrofotométrico, altamente sensivel para medigao de veloci-
dade inicial, é que foi possivel desenvolver estudos cineti--
ces precisos com fumarase. Esse método baseou-se nas proprie-

dades de absorc¢ao da luz ultravioleta por compostos de dupli-

ce liga.
Efeito de anions

Anions tem um efeito acentuado na atividade de fu
marase. Esse efeito varia de intensidade com o tipo de anion,
susa concentragéo e pH. MANN e WOOLF {(1930) trabalharam com

celulas lavadas de Escherichiacoli e verificaram gque sulfato

inibiu ligeiramente a transformagéo de acido fumarico a acido
malico, enquanto fosfato e citrato ativaram fortemente essa
reacio. CLUTTERBUCK (1928), QUASTEL (1931), DAVYDOVA (1947) -
tambem verificaram que fosfato age como ativador da Teacao
catalisada por fumarase extraida de tecidos animais.

MASSEY (1953-a) verificou a influencia de anions
inorganicos na atividade da fumarase de coragido de suino.fons
fosfato, em concentragoes de O a 6ml sob pH 6,35 e a 2500, a-

giram como ativadores da reag¢ao; na faixa de concentragao en-
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tre 6 a 80mM, a velocidade maxima permanenceu constante e,
em concentragoes acima de 80mM, ions fosfato atuaram como ini
bidores da reagao.

Outros anions como sulfato, selenato, arsemato,ar
genito, citrato e borato foram estudades, verificando-se que
todos aceleraram a velocidade da reacao. fons monovalentes co
mo cloreto, brometo, iodeto e tiocianato agiram como inibido-
res da reagao, mesmo gquando na presenca de tampao fosfato.

ALBERTY (1954-b) verificou gque a velocidade ini-
cial maxima, de acordo com MASSEY (1953-a), foi independente
da concentragao de fosfato na faixa entre 5 a 50mM, sob pH
6,50, Porém, quando analisou a influéncia de fosfato em ter-
mos de Km para malato, verificou que fosfato em concentracao
acima de 5 mM agiu como inibidor competitivo, ac passo que
em concentragao abaixo de SmM, fosfate agiu comc ativador.

Quando utilizou fumarato como substrato, os resul
tados foram um pouco diferentes, ou seja, em altas concentra-
coes de fumarato (acima de 100mM) verificou que a velocidade
inicial maxima foi independente da concentracao de fosfato. A
baixa concentragao de substrato (faixa abaixo de 1mM), a velo
cidade inicial maxima foi diretamente proporcional a concen——
tragao de fosfato na faixa de 5 a 50mM sob pH 6,50. A constan
te de Michaelis, para valores de pH abaixo de 8,00 foi direta
mente proporcional a concentragdo do tampao fosfato na faixa
de 5 a 13%mM.

MASSEY (1953%3-¢) estudou o efeito de uma série de
acidos mono, di e tricarboxilicos na atividade de fumarase de
coragao de sulno. Verificou que uma seérie de sais sddicos de
acido D-malico, transaconitico, citrico, mesaconico, maleico,
adipico, glutarico, succinico, malonico, tartarico, I- - hi-

droxi- - Sulfato proprionico e glicina agiram como inibido-
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res competitivos da fumarase. Tiocianato e sal sodico de Aci-
do acetileno dicarboxilico agiram como inibidores nao competl
tivos. Verificou ainda que uma série de compostos monocarboxi
licos como sais sodicos de acido acético, butirico, crotonico,
acidos aceto acético, nao apresentaram qualquer efeito inibi
dor da acao enzimica.

Baseando-se nos resultados obtidos nesse traba--
lho, estabeleceu que a combinagao do enzima com o substrato,-
ou do enzima com o inibidor, e de natureza puramente idnica,
ou que e necessaria pelo mencs uma atragao inicial de nature-
za ionica para que a combinagao ocorra. Considerando-se que
08 inibidores competitivos possuem dois grupamentos carboxili
cos, a semelhanca do que ocorre com os substratos, e gque o¥:
acidos monocarboxilicos nao sao inibidores, ¢ autor chegou a
conclusao de que devem existir no centro ativo dois grupamen-
tos carregados positivamente, gue se ligam aos dois grupos -
carboxilicos do substrato ou do inibidor.

Outra evidencia indicou a existéncia de mais dois
grupamentos fracamente carregados no centro ativo, um de natu
reza acida e outro de natureza basica. Baseando-se nessas con
clusoes, especulou sobre o mecanismo da reacgao e fez a se-
guinte suposgigao: quando se considera fumarato como substrato,
supde-ge que 0S Erupamnentos carboxilicos dos carbonos 1 e 4
sejam primeiramente unidos por atragao idnica aos grupamentos
positivos, no centro ativo da molecula de fumarase. Em segui-
da, os carbonos 2 e 3 do substrato sofreriam um efeito de po-
larizagac por grupos acldico fraco e basico fraco da molécula
do enzima, tornando-se capazes de receber uma molecula de
égua, na forma de H' e OH™, para formar ¢ complexo fumarase=L-
malato. Mecanismo analogo, porem em sentido inverso, poderia

ser aplicado para explicar a formagao do complexo fumarase-fu
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marato.

Efeito do pH

A investigac¢ao do efeito do pH em reagoes enzimi-
cas permite o estudo de grupos ionizéveis, que sac envolvidos
no centro ativo. MASSEY (1953%-a) fez o primeiro estudo sobre
efeito do pH na cinetica da reacao de fumarase, em uma faixa
extensa de pH (5,0 a 8,5). Investigou a variacac da atividade
do enzima com o pH na presenga de uma serie de diferentes a-
nions e obteve, em cada caso, graficos simétricos em forma
de sino.

Esses graficos, de acordo com a teoria de MICHAE-
LIS e DAVIDSHON (1911) e MICHAELIS e PECHSTEIN (1914), sao ob
tidos quando a atividade enzimica & determinada por dois gru-
pos ionisaveis, um acido e um basico, na regizo do centro ati
V0.

MASSEY (1953-a) observou que numerosos anlons po-
livalentes, tais como fosfato, citrato e sulfato, alteraram a
atividade no lado alcalino da curva de pH, enquanto inibicao
por anlons monovalentes, tais como cloreto, brometo e tiocia-
nato, alteraram no lado acido. Sugeriu entdo que o efeito des
ses ions, tanto ativando como inibindo a reac¢ao, poderia ser
explicado em termos do seu efeitc na ionizacao de grupos aci~-
dos ou basicos, na regiao do centro ativo.

Em estudos posteriores, MASSEY (1953-c) se em-—
penhou em identificar os grupos jonizaveis atraves do efeito
do pH na constante de Michaelis (Km) para fumarato e malato e
na constante de inibicgao (Ki) para uma serie de inibidores -
competitivos. Depois de calcular Km ou Ki em diferentes pHs,

fez graficos de —logKI[l ou —1ogKi contra pH. Esses graficos,de
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acordo com a teoria de DIXONW (1955-a), podiam revelar as consg
tantes de ionizagao (pKs) dos grupos ionizaveis e, consequen-
temente, sua natureza.

A interpretacao do grafico segundo Dixon & a se-
guinte: quando a inclinacao da reta & zero, significa que o
numero de cargas no complexo enzima-substrato e igual ao nﬁmg
ro de cargas do enzima livre mals o substrato, nessa faixa de
pH. Uma inclinag¢ao negativa igual a 1 significa que o enzima
livre e o substrato contem uma carga negativa a mals do que o
complexo enzima-~substrato. A reciproca ¢ verdadeira para uma
inclinagac positiva. Mudanga de uma inclinacao para outra re-
presenta constante de ionizacgao.

Considerando que Massey trabalhou numa faixa  de
pH acima de pK conhecido do substrato, qualquer mudanga de in
clinagac representaria o pK do grupo no enzima livre ou do
complexo enzima~-gubstrato. Esses estudos revelaram un grupo
no enzgima livre com um pK na faixs de 6,0 a 6,7. Sabendo- ge
que histidina & o Ynico aminoacido com valor de pK nessa re-
giao, Massey sugeriu que esse e o grUupo ionisavel que ocorTe
no centro ativo da fumarase.

ALBERTY et al (19%4-b) nac puderam confirmar 0
trabalho de Massey porque gréficos de -logKm "versus" pH nao
permitiram obter reta com inclinag¢ao definida, ou mudangas de
inclinacao como MASSEY (1953-c) obteve. Chegaram a conclusao
de que € dificil aplicar a teoria de Dixon para fumarase, em
presenca de solugao tampao fosfato (como Massey usou), uma
vez que fosfato age como inibidor. Aqueleg autores mostraran
que, ao inves de se colocar em sistema de coordenadas, K
"versus" pH, e possivel obter informacdes sobre os pKs dos gru
pos no centro ativo, fazendo-se graficos de velocidade maxi-

ma em funcao do pH. Nesse caso o usc de fosfato nao apresenta
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nenhum inconveniente, uma vez que velocidade maxima (vmax) e
independente da concentragao de fosfato a baixas concentracgdes.
Entretanto, obtem-se pK para o complexo enzima-substrato, mas
nao para enzima livre como quando se usaram valores de Km no
grafico. Todavia, ALBERTY e MASSEY (1954-a) derivaram uma e-
quagao, baseada na teoria de MICHAELIS e DAVIDSON (1911) e
MICHAELIS e PECHSTEIN (1914), para curvas de atividade de pH
em forma de sino. Nos termos da equagao aparecem pKa e pK,, do
complexo enzima-substrato. Essas constantes podem ser calcula

das no grafico de Voax Contra pi. MASSEY e ALBERTY (1954) mos

X

traram gque realmente gréficos de Vma "versus" pH para fumara

X
se produziram curvas simetricas em forma de gino, para as
quais aplicaram a-equag¢aoc de ALBERTY e MASSEY (1954-a). Por
esse tipo de célculo, 0s valores de pKa e pr obtidos para o
complexo enzima-substrato foram 7,3 e 8,5 respectivamente, -
guando se uscu malato, e 5,8 e 7,6 respectivamente, quandc se
ugou fumarato como substrato. Obviamente os dois subsgtratos -
malato e fumarato influiram de maneira diferente nos valores-
de pK do enzima livre. Considerando gue nao foi possivel de-
terminar, por esse método, os valoreg de pK para ¢ enzima 1i-
vre, 0s autores naa puderam chegar a uma conclusao definitiva
sobre a natureza dos grupos ionisaveis.

Dados mais completos a respeito das constantes de
ionizagao foram obtidos por FRIEDEN e ALBERTY (1955), gue es-—
tudaram a variagao de vmax com pH, determinando os pKs 4o com
plexo enzima-substrato. Da variagao de K com o pH, calcula--
Tam oS pKé do enzima livre. Tampoes acetato foram utilizados
para controlar o pH, ao inves de fosfato, afim de se evitarem
agueleg inconvenientes apresgentados por fosfato na determina-
cao de K, a diferentes pHs (ALBERTY - 1954-b). Os valores -

das constantes de ionizacao para o enzima livre foram 6,2 €
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©,8 para pKa e pr, regspectivamente. Egses valores foram os
mesmos, tanto para malato como para fumarato, o que constitui
um importante resultado, no sentido de evidenciar que o mesmo
local ativo no enzima liga fumarato e malate. Og valores para
as constantes de ionizagao do complexo enzima-substrato foram
5,5 ¢ 7,3 para pKa e pr, respectivamente, gquando fumarato -
fol o substrato ¢ 6,6 e 8,4, respectivamente, quando malato -
fol substrato. Esses valores sao semelhantes ou mais baixos
do gue os obtidos por MASSEY e ALBERTY (1954) com tampao fos-
fato, mostrando que a natureza do tampao tem algum efeito na
determinagao da constante de ionizacao.

FRIEDEN (1955) determinou as constantes de ioniza
gao a diferentes concentracées de tampao acetato e verificou
gque as constantes foram independentes das concentragoes desse

tampac.

Efeito da temperatura

O efelito da temperatura foi estudado sob dois as-
pectos:

a) sobre a velocidade da reacao;

b) sobre a constante de equilibrio.

a) Sobre a velocidade de reagao: atraves do estudo -
do efeito da temperatura sobre a velocidade da reagao e posqi
vel ecalcular a energia de ativacao (A).

SCOTT e POWELL (1948-b) estudaram a influéncia da
teﬁperatura ne velocidade inicial da reagao catalizada por fu
marase de cora¢ac de novilho, utilizando ambos os substratos,
fumarato e I~malato (0,iM). O pH 7,90 foi mantido constante.a
energia de ativacac foi c¢alculada para fumarato igual a 8.100

cal/mol e, para malato igual a 12,200 cal/mol.
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MASSEY (1953-b) estudou a influéncia da temperatu

ra, sob diferentes valores de pH, na velocidade inicial da -
reagao, utilizando soluc¢oes de L-malato e fumarato O,0167M. -
Calculou as valores da energia de ativagao atraves da equa-
cao de Aprenhuis e verificou que, para L-malato, houve pequena
variagao da energia de ativagao nos diferentes pHs utilizados.
Os valores encontrados foram: para pH 7,94, A = 13.100 cal/
mol; para pH 7,50, A = 14.000 cal/mol; e para pH 6,35, A =
15.600 cal/mol, Para fumarato, a energia de ativagao foi alta
mente dependente do pH, porém permaneceu constante (8.000cal/

mol) sob pH 7,05 e para uma faixa de temperatura de 10 a 40°¢,

b) Scbre a constante de equilibrio: SCOTT e POWELL -
(1948-b) estudaram a variacao da constante de equilibrio com
a temperatura (10 a 4000), Do grafico obtido em fungao do

logK "yersus —%— foi determinada a entalpia,‘_ZS = 2560 cal/

eqg
mol.

BOCK e ALBERTY (1953) trabalhando com fumarase de
teeido esardiaco de suino, determinaram a variacao da constan-
te de equilibrio comn a temperatura numa faixa de 5 a 4000, pH
7,3 e obtiveram ZXII:n596O cal/mol.

MASSEY (1953~b) tambem estudou a variacao da cons
tante de equilibrio sob diferentes temperaturas (5 a 40°C), -
pHs 6,35 e 7,3, e calculou /\ = -3600 cal/mol cujo valor esté

bem de acordo com ¢os dados obtidos pelos autores supracitados.
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3 - MATERIAL E METODOS

MATERIAL

Utilizou-se tecido cardiaco de bovino (Bog  tau-
rus, Linn) obtido imediatamente apds o abate do animal, por
golpe occipital. O coracao inteiro fol removido e transporta-
do, em banho de gelo, para o laboratorio, onde imediatamente
foi lavado com agua destilada, gelada, para eliminagao do
sangue. Em seguida, removeram-se o pericérdio e o endocardio,
de modo a se obter, tanto quanto possivel, apenas tecido mus-
cular. Este fol seccionado em peguenos pedagos, gue foram la-
vados com agua destilada, separados em lotes de aproximadamen
te 100g cada, embrulhados em papel aluminizado e guardados no

congelador (-10°C) para uso gquando necessario.

METODOS

Extragao

A extracao fol feita pelo metodo de MASSEY (1952),
utilizando-se %00,0 ml de solugac de NagHPO4°12HQO 0,01M pa-
ra cada 100g de tecido. O homogeneizado fol centrifugado a
1.800 x g durante 30 minutocs, em centrifuga refrigerada a 0°c.
O precipitado foi desprezado e o sobrenadante (extrato  cru)

foi submetido aos tratamentos proprios da fase de purificagao.

Purificagég

A purificacao foi feita pelo metodo de MASSEY -

(1952), com modificacdo. Este método envolve os geguintes pro
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cessos:
a) abaixamento do pH do extrato cru;
b) fracionamentos com sulfato de amonia;
c) cromatografia em coluna com gel de fosfato de

caleio.

Neste ultimo processo e que reside a principal di
ferenga entre o metodo descrito por Massey e o utilizado no -~
presente estudo. Massey utilizou o gel de fosfato de caleio
misturando-~o, em volumes crescentes, a preparac¢ao de enzima e
para eluir a fumarase adsorvida realizou varias extracdes com
solugac tampaoc fosfato 0,1M, pH 7,3%. Em vez disto, o gel de
fosfato de calcio foi colocado em coluna cromatogréfica e 0
enzima, eluido através de fluxo continuo do tampio fosfato -

0,15M, pH 7,0.

Antes de relacionar a sequencia dos tratamentos -
utilizados para purificagao do enzima, serao feitas algumas
consideracoes sobre a metodologia utilizada nestes diferentes

tratamentos:

Fracionamento com sulfato de amonia

Utilizou-se sulfato de amonia, sélido, espec{fico
para métodos enzimaticos (tratado com EDTA), finamente pulve~
rizado. Ao sistema, mantido em banho de gelo e sob  agitagao
magnética, acrescentou-se vagarosamente sulfato de amSnia, de
modo a evitar formagao de espuma. O gistema permaneceu duran-
te 15 minutos em repouso e, em seguida, foi submetido a cen-
trifugacao durante dezr minutos a 1.000 x g. As fragOes sobre-

nadantes e o precipitado resultantes da centrifugacgao foram
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designadas como "S" e "p" respectivamente.
0 grau de saturagdo com sulfato de amonia (m/v) -

foi calculado segundo a tabela de DIXON (1953-D1).

Tratamento com gel de fosfato de calcio

0 gel fosfato de calcio foi utilizado em coluna
cromatografica, preparado pelo metodo de TISELIUS (1956). Um
milimetro da suspensac correspondeu a 65mg de massa seca do

gel.

Preparo da coluna cromatografica

Em coluna com medidas internas iguails a 26 cm de
altura por 2 cm de diametro, foi colocada uma mistura, em sus
pensao, de 30 ml de gel de fosfato de calcio e %,0g de celulo
se em po lavada com agua destilada. A celulose, assim prepara
da, fol acrescentada ao gel com a finalidade de aumentar sua
porosidade e acelerar ¢ fluxo.

Testes previos foram realizados e verificou-se -
que foram necessarios 227,50mg de gel (massa seca) para  ad-
sorver engzima contido em 1,0 ml de preparagao. Apds a coloca~
¢cao do gel na coluna, deixou~se 2 horas em repouso para decan
tacao das particulas de hidroxiapatita + celulose. Em seguida,
para estabelecimento do equilibrio, foram passados pela colu-
na 200 ml de agua destilada e 80 ml de solugao tampao fosfato
0,051, pH 7,0, em camara fria (4°C), onde se desenvolveu a

cromatografia.

Eluigao de proteinas da coluna de gel de fosfato

de calcio



_23..
Eluigao de proteines da coluna de gel de fosfa-

to de calcio

A eluigao de proteinas, dentre as quais fumarase,
foi realizada utilizando-se solu¢odes tampoes fosfato de dife-
rentes forgas ionicas e de mesmo pH (p8 = 7,0).

Um sistema de sifonamento automatico permitiu =
transferencia, em fluxo continuo, das solugdes tampoes a colu

na previamente conectada ao coletor automatico de amostras.

Determinagao da forga ioniea da solugao tampao pa

ra eluir fumarase

Ensaios foram realizados a fim de se determinar -
qual a concentragdo da solugdo tampac fosfato necessaria e su
fieiente para elulr o enzima adsorvido pelo gel de fosfato de
caleio, pH 7,0. Constatou-se, pelos resultados, que solugdo -
tampao fosfato pH igual 7,0, 0,15M eluiu o enzima, enquanto
solugoes do mesmo tampao, porém sob concentragoes de 0,10M e
0,20M, eluiram apenas as demais proteinas.

A ordem de passagem de solugdes tampdes pela colu
na fol a geguinte:

1 « polugao tampao fosfato 0,10M, pH 7,0: volume

suficiente para eluir 34 fragoes de 2,00 ml
cada uma;

2 « solugac tampao fosfato 0,15M, pH 7,0: volume

suficiente para eluir 35 fragoes de 2,00 ml;

% - solugao tampao fosfato 0,20M, pH 7,0: volume

sufieiente para eluir 35 fragoes de 2,00 ml

cada uma,
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Sequencia adotada para purificacao de fumarase

Abalixamento do pH do extrato c¢ru - o pH do extra-

to cru igual a 6,50 sofreu abaixamento para 5,20 com solugao
tampao acetato 1,0M, pH 4,0. O sistema foi centrifugado a
1.800 x g durante 10 minutos, obtendo-se o precipitado que se
convencionou denominar ”pl” e que fol ressuspenso em 10,0 ml
de solugao tampao fosfato 0,05M, pH 7,0. O sobrenadante  foi
caracterizado como ”Sl”o

Fracionamento com sulfato de amonia - O fraciona-

mento com sulfato de aménia foi feito em duas etapas:
a - fracionamento de ”Sl”, de O a 38% de satura-
GAO.
b -~ fracionamento de ”Sg”, de 28 a 58,5% de satu-

racao.

a - Fracionamento de "S,", de O a 28% - a0 sobre-
nadante ”Sl“ foram adicionados 228,0 gl de sulfato de amdnia,
massa que correspondeu a saturacaoc de 38% (m/v). Obtiveram-se
por centrifugagac o procipitado ”pl” que se desprezou € 0 S0-
brenadante ”82”0

b - Fracionamento de "S,", de 38 a 58,5% de satu~
ragac - Massa igual a 380,0 gl de sulfato de amonia (38 a -
58,5% de saturacao) foi acrescentada a preparagao "S,", obten
do-se por centrifugagac ¢ precipitado HPBH ressusSpensc em so-

lucao tampac fosfato 0,05M, pH 7,0.

Dialise de Dy - 0 precipitado ”p3” foi coloca-
do em saco proprioc para dialise, previamente lavado com agua
destilada durante 30 minutos. A dialise se processou contra -

solugao tampao fosfato 0,05M, pH 7,0, durante 12 horas, ha-
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vendo substituicao do tampaoc apos as trés primeiras horas. A
dialise foi realizada em camara fria a AOC, sob agitagao pelo

uso de sgitador wagnetico. Ao final fez-se medic¢dao do volume

e ™" 1
d P
Cromatografia de p, dialisado ~ A coluna cromato-
e
grafica, previamente preparada, foram colocados 3,0 ml de

"pa" dializado. A seguir procedeu~se & eluig¢io de proteinas -
da amostra, utilizando-se, através de fluxo contirud, 75 ml
de solugao tampao fosfato 0,10M, pH 7,0 e, em seguida, com o
mesmo tampao 0,15M (75 ml) eluiu~-se fumarasé,

As fragdes eluldas da coluna de gel de fosfato
de cdlcio, que apresentaram maiores atividades enzimicas, fo-
ram misturadas e fracionadas com sulfate de amonia O - 68,5%
de saturagao (m/v). Foram obtidos por centrifugagao o precipi
tado caracterizado como ”pa,”(*), ressuspenso em 2,0 ml de
solugao tampao fosfato 0,05M, pH 7,0, e o sobrenadante "S',",

que foi desprezado.

2¢ fracionamento com sulfato de amonia - o fracio

namento foi realizado em duas etapas:
a) fracionamento de ”p‘5” de O a 38% de saturagao;
b) fracionamento de "S'," de 38 a 68,5% de satura
cao.

a - Fracionamento de ”p'B" de 0 a 38% -~ a preparacac "

T 1 f T
p'y" foi
submetida a fracionamento com sulfato de amonia (O a 38,5%)

de saturac¢ao, obtendo-ge por centrifugagao o precipitado -

(*) Letras p e S com indice "linha", designam, Tespectivamente,
as fragoes precipitado ¢ sobrenadante obtidos por fraciona-
mento com sulfato de amonia, depois da cromatografia.
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"p'," que foli desprezado e o gobrenadante "8,
b - Fracionamento de "5'," de 38 a 68,5% - o sobrenadante 8'y
foi fracionado com sulfato de amonia (38 a 68,5%) de satu
ragao, obtendo-se o precipitado ”p'5”, ressuspenso em -

1,50 ml de solugac tampac fosfato 0,05M, pH 7,0, e o go-

brenadante ”8'5”0

Dosagem de proteinas

Proteinas foram dosadas por tres diferentes métow

dosg:
a - Metodo do biureto.
b -~ Metodo do microbiureto.
¢ - Metodo espectrofotométrico.

a - Método do biureto - pelo metodo do reativo de

biureto, segundo GORNALL (1949), foram dosadas as proteinas -
das seguintes preparacgoes: extrato cru Sl’ P1s Pps Py dialisa
do. Antes de se aplicar o método propriamente dito, as  pro-

teinas foram precipitadas com acido triclorocacetico, a 10%.

b - Metodo do Microbiureto - pelo método do micro

biureto segundo ITZHAKI (1964), foram dosadas as proteinas -

das seguintes preparagdes (p'z), (p',), (p'g)-

¢ - Méetodo espectrofotometrico -~ pelo metodo es-

pectrofotométrico estabelecido por WARBURG e CHRISTIAN (1941)
foram dosadas as proteinas de todas as smostras eluldas da eo

luna de gel de fosfato de calcio.
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Medicao da atividade enzimica

A atividade enzimica foi medida em espectofotome-
tro Beckman, modelo DB-G, ao comprimento de onde de 300 nm,em
cubeta de silica de 1,00 cm de passagem de luz., Uma aliguota
de 0,10 ml de enzima foi colocada diretamente na cubeta con-
tendo solugao de acido fumario 0,019M e solugao tampao fosfa-
to 0,0576M, pH 7,%0. As medigcGes foram feitas a temperatura ~
ambiente de 20°C aproximadamente. Em sistema de coordenadas -
foram colocadas os valores de densidade optica "versus" tem-
po. Considerando que o grafico obtido e linear apenas no iqi
clo e que deflete gradualmente com o tempo, a velocidade inl
cial foi calculada tragando-se a trangente da curva, sendo ze

rc a origem.

Unidade de atividade

Foi considerada como unidade de atividade a quan-
tidade de enzima capaz de mudar a densidade éptica de 0,01 por

minuto, em pH 7,30 e a 20°C medida a 300nm.

Estudo cinético

0 estudo cinetico com fumarase foi desenvolvido -
utilizando-ge 0,1 ml de preparac¢ao do enzima, fragao P'g (ob-
tido ao final da purificagao), solucdes de fumarato de sddio,
e L-malato 0,0l9M}tamp§o foasfato 0,0576M, pH 7,30, a 20°¢ (a-
proximadamente). Qualquer variac¢ac das condigoes acima estabe

lecidas sera indicada oportunamente no texto.
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Influencia da concentragio de substrato na veloci

dade inicial da reagao - iVerificou-se a influen-

cia da concentracao do substrato utilizando-se fumarato e I~

2

malatc em concentragoes que variaram de 2 x 107“M a 1 x 10_5M

2M a2 x 10—5M, regpectivamente.

e de 2 x 10”7
A determinag¢ao das constantes de Michaelis, para
ambos os substratos, foi feita pelo processo grafico de LINE-

WEAVER-BURK (1934), seguindo o seguinte raciocinio:

! K
= +
Vi Vmax _vﬁax S
1
Quando o = 0, tem~-se que:
1
I SR WU SR N
Vnax © Viax ey 5
No grafico, quando 3‘ = 0, tem-se na intersec--
1
cao - —f@— .
m

Influéneia da concentracao do enzima na velocida-—

de inicial da reacdo - Verificou-se a influencia

da concentragao do enzima utilizando volumes crescentes (10 a

200 ul) de enzima tendo como subsbtrato fumarato de sodio.

Tnfluéncia do pH na velocidade inicial da resgao-~

Verificou-se a influencia do pH utilizando-se solugao tampao
fosfateo 0,0576M, obtida pela mistura das solugoes de NaHgPO4
e K,HPO,, em proporgoes que permitiram obter os diferentes -

pH(8) numa faixa de 5,0 a 9,0.

Inibicac de fumarase por citrato de sodio - O es~

tudo da inibicso de fumarase por citrato de sodio 0,05M (con-
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centracao final)foi realizada utilizando-se os substratos fu-

marato (2 x 10"2M alx 10‘3M) ¢ L-malate (2 x 1072 a 1O"BM)¢
A constante de dissociagaoc do complexo enzima-ini

bidor (Ki) foil calculada partindoe da formula para inibigao -

competitiva:
i max S Ki :max
onde:
I = concentrac¢ao do inibidor
K. = constante de dissociacao do complexo enzima-
inibidor.
0 ponto de intersecg¢ac na abscissa temos 3: = 0
i
Portanto:
K (1 +——)
. i 1
Vmax S ;max
1 1
B8 4
K (1 + ® )
i
é = é‘ onde X € a constante aparente de Mi-
chaelis na preseng¢a do inibidor a con-
tragac usada.
Portanto:
K (I)
K =K +-—J%?———-
P m i
Ky (DD
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Influencia de temperatura na velocidade  inicial

da_reagao - Verificou-se a influencia da temperatura utilizan
do-se fumarato como substratc. O sistema foi colocado em ba-
nho-maria durante tempo suficiente para equilibrio das tempe-
raturas dos respectivos banhos (20, 25, 30, 35, 40, 45 e
50°C). Em seguida foi adicionado 0,10 ml de enzima e imediata
mente colocada a cubeta no espectrofotametro para medigao da

atividade.

Determinagac da energia de atividade (A) - Fm fun

¢cao da velocidade da reacgao, determinada sob duas diferentes
temperaturas, pode-se calcular a energia de ativagao (A) da

reagaco. Segundo Arrenhius:

n A

K
2 =A 1 1
108, Ky - TR ('Tl - Te )

Log, = log;, X 2,3026; R = 1,987 cal/grau/mol.

N - A (Ll o1,
810 X T 723026 x 1,987 Ty T,

Colocando-se em sistema de coordenadas logK '"'ver-

sus” —%—, tem-se uma reta cuja tangente do angulo e igual a

A A
- TETR%6 x 1,087 T &S5
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Determinacao da constante de equilibrio da  rea-

gao catalizada por fumarase - A constante de equilibrio fol -

determinada a temperatura de 2500, usando-se fumarato e L-ma-
lato em concentracdes que variaram de 1,9 x 107°M a 9,5 x 1077
M. O sistema foi colocado em banho maria (25°C) e ao final de
40 minutos, tempo suficiente para a reagéo atingir o equili--
brio, fez-se a leitura em espectrofotémetroa

Embora o ponto de equilibrio deva ser o mesmo ,par
tindo em ambos os sentidos da reagao, foram utilizados 0s subs
tratos, fumarato e L-malato, para se comprovar, experimental-
mente, esse valor.

Para a reagao:

Pumarato = H2'O 1_-—-—_..:___——-3 L—malato

I:Malato l
E;marafgw [E20|

Considerando que a absorvencia e proporcional a

cq

concentragao de fumarato presente, podemos escrever:
Concentracac de fumarato no equilibrio = As

Concentracao de malato no equilibrio = Ay - Ay

onde:

Ai - absorveéncia inicial (a zero hora), guando fumarato foi
substrato; quando malato foi substrato, uscu-se o valor
para a concentragao de fumarato equivalente,

Ay = absorvencia final (quando a reacao atingiu o equilibrio).

Desde que a concentracao de agua Se mantem constante du-

rante a reag¢ac, por CONveEngao:
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[:Hgo J =1

Substituindo-se na formula, temos:

Substituindo-se os valores de A; e 4., determing—~
dos experimentalmente, foi possivel calcular o valor da cons-

tante de equilibrio,

Determinagao de [}HES - a partir da constante de

equilibrio, foi calculado ZfSED (energia livre) através da se

[j Malato J

[;FumaratolJ

guinte equacgao:

AF =N + m1

No equilivrio /\F = 0, portanto - AFO = RT 1,

- o) B
Keq ou /NF = 2,%026 x RT log Keq

Determinagao de Z&If)(entalpia) para reagao - De

terminou-se a constante de equilibrio sob diferentes tempera-
turas (25, 30 e 35°C) e calculou-se a energia total da reagao

(éﬁﬁo) a partir da equacao estabelecida por Van't Hoff:

d1 X A\ =
= ?

dt RT

Integrando-se a equagac, tem-se que:



K ZX‘HO 1 1 =

2
Log, —m— = - ( - )
no Ky R T To
10 E 575 T T,

Colocando-se em gistema de coordenadas 1ogKeq (q§
terminados sob diferentes temperaturas) "versus" _%,, obtem-

se uma reta cuja tangente do angulo e igual a
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4 - RESULTADOS

A extragao do enzima com solugao de fosfato de
sodio bibasico (Na,HPO,.12H,0) 0,01M (MASSEY, 1952), mostrou
gser bastante adegquada, uma vez que o precipitado resultante -
da primeira centrifugac¢ac do homogeneizado foi desprezado por
nao apresentar qualquer atividade enzimica. A fim de se asse-
gurar a inexistencia de qualquer atividade enzimica, na fra-
cao desprezada, foram feitos testes de extracac com solugoes

de NaEHPO4,12H20, 0,03 e 0,05M e que resultaram negativos.

Purificacao

Variagao do pH - O extrato cru apresentou pH

6,50. Ajuste do pH para 5,20 com solucao tampao acetato, 1,0M,
pH 4,0, permitiu eliminar fragao de proteinas admitidas como

impurezas. 0s resultados estao colocados na tabela I, podendo-
se observar que a fragao ”Sl” congervou a atividade enzimica -
em Telagao ao extrato cru e que foi pequena a eliminagao de

proteinas (fragao ”pl")o



Tabela I - Dados relativos as fases de extracso de fumarase e abaixamento de pH do extrato

cru para 5,20 com tampoes acetato 1,0M, pH 4,00,
pracio | VOLUME | Gnies [PROTEINA T e et P |ATIVIDADE| FATOR DE | % DE
Iﬂl Ul’lid_., / ml mg / Iﬂl mg Unid. ESP- PURIFICAQAO RECUPER.
Fxt. cru| 280 20,00 12,75 | 3 570,0| 5 600 1,5 1,00 100
5, 2741 20,0 11,45 | 3 137,3| 5 480 1,74 1,11 97,85
Dy 6 - 43,4 260,41 - - - -

_gg_
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Fracionamento com sulfato de amoénia - apresentam-

se a segulr os resultados dos ensaios reaslizados para se de-
terminar qual a melhor faixa de saturacao com sulfato de amo-
nia para fracionar proteinas, dentre as quals fumarase.

Ensaio realizado com ”Sl” mostrou gque a faixa de
saturacgao com sulfatc de amonia, compreendida entre 26 a 58%,
permitiu separagac do enzima em estudo. Em funcao desse Tesul
tado foram escolhidas as seguintes faixas de saturacao (Tabe-
la II).

Tabela II -~ Determinacao dos limites de saturacao com sulfato

de amonia, para fracionamento de fumarase.

TOTAL DE
- () 580, lyormE l arTvrpans | AT IV IDADE | pronpTNa | PROTEINA
FRAGAQ ml | ENzIMTCA | TOLAL oo md ng
%(m/v) Unid.

p, | 0-32|1,2 11,00 13,20 17,12| 20,54
Dy |32 - 53,4 1,3 | 180,00 234, 00 30.64] 4P 43
by |5%,4-68,2| 1,8 80,00 144,00 29.68| 53,42
por| 0 - 38 | 1,2 16,00 19,20 21,52 25,82
b, 38 - 53,4| 1,4 | 165,00 | 231,00 | 25,68 35,95
D, |53,4-68,2| 1,8 76,00 136,80 30,48 54,86
* - Volume final da suspensao do precipitado em solucgao de

tampao fosfato 0,05M, pH 7,30,

Og resultadeos da tabela IT mostraram que existiu
pequena atividade enzimica nos precipitados obtidos por fra-
cionamento com sulfato de amonia nas faixas de O a 32% e de
0 a %8%.

A maior parte do enzima se precipitou nas faixas
de 32 a 5%,4% e de 38 a 5%,4%. Em ambas, o total de atividade
enzimica foi praticamente igual, porém, o teor de proteinag -

precipitadas nesta faixa (38 a 53,4%) foi menor do que naque-
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la (32 a 53,4%). Concluiu-se, portanto, que a atividade espe-
cifica da fragao ”pg,” foi maior que a da fragao ”p5”° Obser-
vou-se tambeém que as fragoes "p," e Py, " (53,4 - 68,2%) a-
presentaram atividade enzimica e teor de proteinas relativa--
mente altos,

Esses resultados permitiram cencluir que os limi-
tes de saturacao com sulfato de amonia deveriam estar situa-
dos a partir de 38% e o limite mais alto, um pouco além de
53, 4% .

Seguindo essa linha de orientagao, novas prepara-
goes foram feitas e utilizadas as concentragoes de sulfato de
amonia, dentro dos limites apresentados na tabela IIL.

Tabela III - Determinacao dos limites de satura¢ao com sulfa-

to de amonia, mais eficientes para fracionamento

de fumarase.

PRACHO (M24) 250, |vorums | arTvipape | ATIVIDADE | prorprys | TOTAL DE
%(m/v) ml ENZIMICA Jnid. mg,/ml ne

2 0 - 38 1,1 18,00 19,80 20,72 22,79
Py |38 - 53,4 1,4 | 186,00 260,40 26,40 37,06
Dz |38 - 58,5 1,4 | 243,00 340,20 31,20 4% .68
P3wi28 - 63,5 1,5 | 216,00 224.,00 36,24 54, 36
Py [53,4-72,5{ 1,9 64,00 121,60 29,28 55,6%
Dy [58,5-72,51 1,7 21,00 35,70 28,88 49,09
Dyn|63,5-72,5] 1,5 10,00 15,00 23,36 35,04

Observou-se, pelos resultados apresentados na ta-
bela III, que o precipitado "pa.” (38 a 58,5%) apresentou ati
vidade especifica mais alta que as demais fragoes, ou seja,

do que "pz" (38 a 53,4%) e "pz." (38 a 63,5%).
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Congiderando que houve pequenz precipitacao do
enzims na faixa de 58,5 a 72,5%, assim como na faixa de 0O a
38%, de acordo com a tabela IT, concluiu-se que os limites de
saturacac com sulfato de amonia gue permitiram o meilhor fra-
cionamento de fumarase foram 38 a 58, 5%.

Nova preparac¢ao do enzima foi realizada, desde a
fagse inicial de obtengao do extrato cru, ate fracionamento -
com sulfato de amonia, nas faixas de saturagao de O a 38% e
de 38 a 58,5%, obtendo-se purificacao da ordem de 3,87 vezes

como se pode observar na tabela IV.

Dialise - A fracio "p;" foi dialisada contra so-
lugoes tampoes fosfato 0,05M, pH 7,0 , a fim de torna-la pas-
sivel de receber o tratamento seguinte da marcha de purifica-
¢ao, isto &, cromatografia.

Nessa fase as preparagoes sofreram perda de ativi
dade enzimica, da ordem de 20% em sua atividade especifica,Eg
ta situag¢ao se manteve, mesmo quando se utilizou, durante a
dialise, solugao de 2-mercaptoetancl 6nM {concentragao final)

o que poderia criar condigoes de melhor protegao ao enzima.

Cromatografia de “pif dialisado - As proteinas =~
contidas na amostra de HPBH dialisado, colocado na coluna cro
matografica, foram eluidas pelas respectivas solucdes tampdes
conforme o exposto em "Metodos" B representado no grafico ne
1,

Pode-se observar que solugao tampao fosfato 0,10M
eluiu fragao relativamente alta de proteinas, atingindo um
teor maximo ao nivel do 252 tubo. Fm seguida, solugao tampao
fosfato 0,15M eluiu pequena ffaqéo de proteinas, dentre as

guais fumarase, uma vez gue as amostras, correspondentes aos



Tabela IV - Dados relativos a extracao e purificacao de fumarase atée a fase de fracionamento

com sulfato de amonia

rracio | VOLUINE (W) 5504 | ppryrpape |ATIVIDADE) prorpina | IOTAL DB\ soryipape| wamor s
ml ENZIMICA | ypig mg ,/m1 o ESPEC. (PURIFICAQAQ
. g
Ext.cru| 284 20,00 5680 13,00 |3 692,00 1,5% 1,00
S, 276 20,00 5520 12,18 |3 261,68 1,64 1,07
D3 7 1%8-58,5% | 270,00 1890 45,50 318,5 5,93 5,87
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tubos de numeros 59 a 69, apresentaram atividade enzimica(ob-
servar grafico n2 1). A medida que aumentou a atividade enzi-
mica, houve decréscimo no teor de proteina dessas fragdes, au
mentando a atividade especifica e, consequentemente, o nimero
de purificagao, calculado em funcaoc da atividade especifica -
(1,60) do extrato cru obtida nesse experimento.

Das amostras apresentadas na tabela V, foram reto
madas € misturadas, para dar continuidade ao experimento, ape
nas aquelas que apresentaram teores mais altos de purificagao

e que corresponderam as fragdes dos tubos n2s 63 a 68,

Fracionamento por precipitacao com sultado de amé

nia - 0s eluidos dos tubos 63 a 68, por terem apresentado os
melhores niveis de purificagao, foram misturados e submetidos
a precipitagao por (NH, )80, em condigoes de concentragoes -
crescentes de O a 68,5% (m/v) conforme jé& descrito anterior--
mente. O precipitado ”p'5” apresentou 88,9% de atividade enqi

mica total existente antes do fracionamento.

22 Fracionamento de 'p'," com gulfato de amonia -
-

38 _a ©8,% de saturagao - a fragao "p',", que corresponde a

faixa de saturacao 0 a 38% apresentou pequena atividade en
zimica. O precipitado "p'c" resultente do fracionamento  com
sulfato de amonia, na faixa entre 38. a 68,5% de saturagao -
apresentou cerca de 63,5% da atividade total e purificagao 1i

geiramente maior que duas vezes, nesta etapa (Tabela VI).



Tabela V ~ Atividade de fumarage nas fracoes eluidas da coluna de gel de fosfato de calcio.

B0 | VOLUME | ATTVIDADE | Tomar - | PROTELmA | TRTRe0S £GPR0 10 FATOR IE
No ml Unid./ ml Unid. ng/ml ng Unid. /mg | FURIFICAGAO
59 2,00 5,00 10 0,201 0,402 21, 87 15,54
60 2,00 6,00 12 0,185 0,370 22,4% 20,26
61 2,00 6,00 12 0,178 0,356 33,70 21,05
62 2,00 6,00 12 0,172 0,344 3488 21,80
63 2,00 2,00 14 0,151 0,302 46,35 28,96
I 2,00 9,00 18 0,129 0,258 69,76 43,60
65 2,00 11,00 P2 0,108 0,216 101, 85 6%,62
66 2,00 10,00 20 0,087 0,174 114,94 71,83
67 2,00 8,50 17 0,079 0,158 107,59 67,24
68 2,00 6,50 13 0,085 0,170 76,47 47,79
69 2,00 3,50 7 0,078 0,150 6,66 28,04

e



Tabela VI - Atividade enzimica dos precipitados obtidos por fracionamento com sulfato de

amonia, depois da cromatografia

rragio | w)2%0% | vorums | arzvipape | ATIEIPADE 1 provmfwa | TOTAR DB\ arovipaps
%(m/v) ml. Unid. /ml Unid. mg /ml oy ESPEC IFICA

p's 0 - 68 2,0 45,90 91,80 0,522 1,044 87,93
p'y | O - 38,5 1,5 2,60 3,90 0,109 0,163 23,85
P'5 38,5-68,5 1,5 28,90 58,35 ©,208 0,512 187,01
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A tabela VIT contem os resultados obtidos da ex-

tragao e purificagao de fumarase relativos a 100g de  tecido
(coragac de bovino).

O enzima obtido nesse grau de purificac¢fo e que -

foi utilizado para desenvolvimento do estudo cinético.

Estudo Cinético

Influencia da concentracac do substrato na veloci

dade inicial da reagao - A concentragao dos substratos, utili

zada nos ensaios de rotina, foi igual a 0,019M, suficiente pa
ra saturar o enzima, como se pode observar nos graficos 2 e
4,

As constantes de Michaelis deberminadas peloc pro-
cesso grafico de Tineweaver-Burk, apresentaram os seguintes -
valores:

para fumarato: K, igual a 2,0ml, grafico ne 3;

para L-malato: K igual a 6,7mM, grafico no 5.

Influercia da concentracao do enzima - Pode- se

observar pelo gréfico correspondente (n® 6) que a velocidade

inicial da reagao ¢ proporcional a concenbtracao do enzima.

Efeito do pH - O pH otimo para fumarase Ffoi igual

7,0 (grafico n2 7)

Inibicao de fumarase por citrato de sodio - Ci=-

trato de sodio inibiu a reagao de fumarase através rea¢ao com
- » /! 3
petitiva, como se pode observar nos graficos correspondentes:

n® 8 para fumarato e n2 9 para L-malato.



Tabela VII - Fases da extracao e purificacao de fumarase de coracao de bovino (Bos taurus

Linn)
rRacio | VOLUME|ATTVIDADE| M 1T 0aP® proTRTNA | TO 0= B ATIVIDADE | FATOR DE % DE
¢ ml  |Unid./ml | ;o33 mg/ml ng - |PSPECIFICA | PURIFTCAGAD | RECUPERAGAO
Ext.cru| 284,0[ 20,00 5680 12,50 {3 5%0,00{ 1,60 1,00 100
84 280,01 20,00 5600 11,28 [3 158,40 1,77 1,10 98,5
Py 7,0| 280,00 1968 46,60 | 326,20| 6,00 3,75 34,5
pydial.| 13,4 110,00 1474 22,32 | 299,08] 4,92 3,07 25,95
Fracoes
eluidas
coluna | 12,0/ 8,66 | 103,92 0,100 1,20] 86,60 5%,93 8,08
P'B 2,0 45,90 91,80 0,522 1,04 87,93 54,95 7,19*
P 1,5 38,90 58,35 0,208 0,%12| 187,01 116, 88 U, 55+
l

* multiplicade pelo fator 4,46, porque apenas 5,0 ml do volume total de p5

dialisado (13,4 ml) foram colocados na coluna.
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As constantes de dissociacaoc (Ki) foram calcula--

das pela formula

L&D

1 K -K
p m

conforme apresentada em "Metodo".

mos:

tem-ge:

- para fumarato:

K = 2mM
m

K_ = 10mM
P

I = 50mM

Substituindo-se esses valores na formula de K,,te

2 x 50
Ki = T)-——:-—Z— = 12,51’0M
Ky = 12,5mM

- para L-malato:

K, = 6,7
K. =

. 25mM
I = 50mM

Substituindo-se esses valores na formula de Ki’

=
0

65,7 x 50
i T 5 o6,y - 182

K. = 18,3

Influencia da temperatura - A atividade enzimica

sumentou com a elevacdo da temperatura, até 40°C. 4 45°C hou-

ve diminuicdo na velocidade inicial da reagao e a 50°C o enzi

ma perdeu completamente a atividade. Grafico correspondente -

(ne 10).
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Determinacao da energia de ativacao (A) - A ener-

gia de ativacao "A" foi calculada conforme a equacao de Ar-
renhius apresentada em "Métodos'". Pelo gréfico ne 11, foi posg
sivel determinar o valor do angulo ¢ .,

tg . o 4,075

1 750 x 4,575 -

A =.8006, 25 cal/ml.

-A

-4

Determinacao da constante de equilibrio - As

constantes de equilibrio determinadas pela formula

i~ 7 r

(vide "Metodo)

para as diferentes concentragoes de fumarato e de L-mglato,as
sim como os valores dos termos de equacao, encontram-se nas
tabelas VIII e IX, respectivamente.

Tabela VITI - Determinacao da constante de equilibrio a 2500,

utilizando--se solugoes de diferentes concentra-

coes de fumarato.

PUMARATO A, A, K,
Conc. (M)
1,9 x 107° 0,939 0,187 4,02
1,66 x 1077 0,82% 0,161 4,11
1,42 x 107 0,698 0,1%6 4,1%
1,18 x 1072 0,576 0,11% 4,09
9,5 x 1072 0,468 0,004 3,98
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Tabela IX - Determinacao da consgtante @g_eguilibrio a 2500, -

pH 7,30, utilizando-se solucoes de diferentes con

centracoes de L-malato.

MALATO A A K.,
1,9 x 1072 0,9%9 0,186 4,04
1,66 x 1072 0,823 0,163 U, Ol
1,42 x 1072 0,698 0,1%6 4,13
1,18 x 1077 0,57 0,112 414
9,5 x 1077 | 0,468 0,093 i,0%

A constante de equilibrio foi congiderada como =

sendo a media dos valores obtidos, ou seja, Keq igual a 4,07,

Determinagdo de /\ F°: A emergia livre da reagdo

QCSZFO) foi determinada pela formula:
- /\F® = 2,3026 x RT log K,
como apresentada em "Método".
Keg = %107
R = 1,987 cal/grau/mol (constantes dos gases)

~ I\ g
-N F°298
-\ F°298

fl

2,%026 x 1,987 x 298 x log 4,07
820,96 cal/mol
- 83%0,9 cal/mol

it

it

"

Determinagao de £§“§E ~ Os valores das eomstantes

de equilibrio determinadas sob diferentes temperaturas estao

eolocadas na tabels X.
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Tabela ¥ - Determinagao das constantes de equilibrio, sob di-

ferentes temperaturas, pH 7,30 utilizando-se como

substrato solucao de fumarato O,019M.

L I
Temperatura Keq
°¢
25 4,02
50 3,79
55 3457
_

Pelo grafico (no 12) foi possivel calcular a tan-

gente do anguloos

Substituindo-se na formula

t, DN = - , Tem-se
& 4,575
o _ s
= A H™ = tg 49575
- A H° = 480 x 4,575

]
o]
i

= = 2196 cal /mol.
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GRAFICO M2 1 - ELUICAO DE FUMARASE E OUTRAS PROTEINAS DA COLUNA DE GEL DE FOSTATO DE CALCIO
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GRAFICO 32 2 - EFEITO DA CONCENTRAGAO DO SUBSTRATO NA VELOCIDADE INICTAL DA REAGAO UFILIZANDO-SE
SOLUGOES DE FUMARATO E TAMPAO FOSFATO 0,057eM, - pH 7,30, 20°¢c.
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GRAFICO K2 3 - EPEITO Ti CCNIENTRAGIO DE SUBSTRATO NMA VELOCIDADE INICIAL DA REAGAO URILIZANDO-SE SOLUGOES IE
FUMARATS E A A0 FOSTATO ©,0576M, pH 7,30, 20°C. DE ACORDO COM LINEWEAVER-EURK (1934).



{ unidades ds atividada )

vi

3,0 ~

- -}
1]
2,0 -
o
1,0
T T . -
o 5 10 I5 20

[+ |

GRAFICO Ne 4 — EFEITO DA CONCENTRAGAEO DE SUBSTRATO NA VELOCIDADE INICIAL DA REAGAO, UTI-
LIZANDO-SE SOLUGOES DE L-MATATO E TAMPAO FOSFATO 0,0576M, pH 7,30, 20°C.
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GRAFICO N2 5 — FFEITO ~4 COKCENTRACAO DO SUBSTRATO W4 VELOCIDADE INICIAT DA REAGAO UTILIZANDO-SE
SOLUCSES DE L-MALATO E TAMPAO FOSFATO 0,0576M, pH 7,30, 20°C. DE ACORDO COM
LINEWEATTR-BURK (19%4).
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GRAPICO W2 & . EFEITO DA CONCENTRAGEO DO EXNZIFA MA VELOCIDADE INICIAL DA REAGEO,
UTIDIZANDO-SE SOLUGOES DE FUMARATO 0,01SK e TAIPAO FOSFATOC 0,0576M,
pH 7,30, 20°C.
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GEAFICO N2 7 - EFEITO IO pH NA ATDIVIDADE DE FUMARASE UTILIZANDO-SE SOLUGGES DE FUMARATO
0,019 e TAMPEO FOSFATO ©0,0576M, 20°C.
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GRAFICO Ne 8 - INIBIGEO DE FUMARASE FOR CITRATO DE 26DIC 0,054 (o—o-—0) E, I AUSENCIA DE CITRATO BDE S0DIC
(¢—s———2), UTTLIZAYNDO-SE SOLUSOES [E FUMARATO E TAMPAO FOSFATO 0,0576M, pH 7,30, 20%. DE-
ACORDO COM LINEWEAVER-BURE (1924).



0,40 -

0,30 +

0,20 -

0,10 -

_——

1 T
o 5o oo 200 300 400 500

i

. . ]

GRAFICO H® 9 - INTBIGEO DE FUMARASE FOR CITRATO DE SODIO 0,051 (o—p o) E, Ef AUSENCIA DE
INIBIGAO (e—s——s)}, UTILIZANDO-SE SOLUGOES DE L-iMALATO E TAMPAOD FOSFATO
0,0576M, pH 7,30, 20°C, DE ACORDO COM LINEWEAVER-BURE {(1934).
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GRAFICO N2 10 - EFEITO DA TEMPERATURA NA

ATIVIDADE DE FUMARASE, UTI
LIZANDO-SE SOLUGOES DE FU-
MARATO 0,019M E TAMPAO FOS
FATO 0,0576M, pH 7,30.
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GRAFICO N2 11 - EFEITO DA TEMPERATURA WA VELO-
CIDADE DA REACEO CATAT,IZADA POR
FUMARASE, UTILIZANDO-SE SOLU-
GOES DE PUMARATO 0,019M, TAM-
PEO FOSFATO 0,0576M, pH 7,30.
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GRAFICO Ne 12 - EFEITO DA TEMPERATURA NA CONSTANTE

DE EQUILIBRIC, UTILIZANDO-SE SOLU-
CBES DE FUMARATO 0,019M e  TAMPAO
FOSFATO 0,0576M, pH 7,30.
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5 — DISCUSSAO

Fxtragac e purificacao

O metodo por nos utilizado para extracao e purifi
cagao de fumarase de coragao de bovino foi baseado no proces-

so utilizado por MASSEY (1952), com modificacéo.

As fases iniciais do metodo, ate ajuste do pH do
extra o cru para 5,20 com tampao acetato 1,0M, pH 4,0, obede
ceram a metodologia utilizada por aquele autor. Massey obte~
ve por esse processo precipitacao de 86 a 90% de proteinas -
que nao fumarase, uma vez que o precipitado nao apresentou -
qualquer atividade enzimica.

Frieden tambem utilizou abaixamento do pH inicial
mente para pH 6,0 com tampao acetato 1,0M, pH 4,60 eliminando
proteinas que nao fumarase. Em etapa seguinte, prosseguiu 0
abaixamento do pH para 5,30 com 0 mesmo tampao, obtendo preci
pitagao de teor relativamente alto de fumarase.

O regultado que obtivemos pelo abaixamento do pH
do extrato cru para 5,20 fol a precipitagao de apenas 10% de
proteinas sem atividade enzimica.

Como se pode observar, os resultados obtidos por
aqueles autores diferem entre si, assim como o resultado que

obtivemos nac esta em concord necia com og de Massey e Frieden.

Fracionamentos com sulfato de amoOnia

A fase subsequente da purificagao foi fracionamen
t0 do enzima com sulfato de amonia (38 a 58,5% de saturacgao),
gue permitiu purificar o enzima 3,75 vezes. Esse resultado -

foi gemelhante ao obtido por MASSEY (1952) que utilizou sulfa
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to de amonia (45 a 60%) de saturacao, para fracionamento dag
proteinas, e obteve purificagéo igual a 3,8 vezes em relacao
a0 passo imediatamente superior.

FRIEDEN (1953) achou mais conveniente utilizar -
sulfato de amonia na faixs de 35 - 68% de saturagao, obtendo
purificag¢ao aproximadamente igual a 8 vezes. Resultado seme-
lhante foi obtido por XKANAREK (1964) gque utilizou sulfato de
amonia na faixa de 35 a 55% de saturagao e obteve purificagao
igual a 8,6 vezes.

A faixa de saturagao com sulfato de amonia por
nos utilizada (38 g 58%) foi semelhante a utiliéada por KA~
NAREK (35 a 55%). No entanto, esse autor obteve resultados me
lhores de purificagdo, nessa fase, possivelmente devido a di-
feren¢a dos tratamentos previamente realizados com a prepara-

¢ac do enzima.

Instabilidade do enzima

Durante a didlise contra tampao fosfato 0,05M, pH
7,0, houve perda de aproximadamente 20% da atividade enzimi-
ca. MASSEY (1952) tambem submeteu a dialise a preparacio  do
enzima, obtida apds o fracionamento com sulfato de amonia, e
nao obteve qﬁalquer perda de afividade do mesmo.

Como nos referimos no capitulo "Resultados", uti-
lizamos 2-mercapto-etanol (6mM), na molucao tampao da dialise
gue poderia criar condigoes de protegao ao enzima, pela pre-
senca de grupamentos - SH. Entretanto, nac houve nenhuma me-
lhora na obtengao dos resultades, no sentido de se diminuir -
essa perda de atividade,

MASSEY (1953-¢) utilizou varios compostos bloquea

dores do grupamento -3SH, tais como, lodoacetato, p-cloromercu
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ribenzoato, iodoacetamida e outros, porém, nio obteve &feito
inibidor da acdo enzimica de fumarase. Esse resultado sugeriu
segundo 0 autor, que grupamentos -SH nac participam direta--
mente da atividade.

ROBINSON (1967) utilizou compostos blogueadores -
do grupamentoc -SH e constatou inibigao do enzima, tanto mais
alta quanto maior o numero de grupamentos tiol modificados.Ve
rificou tambem que a reagio foi bastante lenta e que inibicao
total ocorreu somente depois de 40 horas. Observou que ¢ blo-
gqueamento dos grupos -SH foi mais lento em fumarase no estado

nativo (enzima ativo) do que em fumarase tratada com ureia 8M,
ou seja, completamente inativa e com as quatro cadeias polipe
pitidicas totalmente dissociadas.

Esses resultados mostraram gque os grupamentos -
tiol nao estaoc associados ao centro ativo do enzima mas estao
embutidos em regides hidrofobas da molecula de proteina, Po-
rém, permanece ainda naoc completamente esclarecida a fungao
especifica desses grupamentos na molécula de fumarase. Sabe-
se, entretanto, que eles sao importantes na atividade da rea-
¢ao, uma vez gque Robinson, nesse experimento, conseguiu reati
var, com 2-mercaptoetanol, ate 88% de uma Teagao de fumarase
inativada por p-cloromercuribenzoato.

Congiderando gue utilizamos esse compostc em nos-—
s0 experimento, o fato de nao podermos constatar diminuigao -
da perda de atividade do enzima, parece mesmo indicar a exis-
téncia de outro fator responsavel pela instabilidade.

Como se pode observar na tabela VII, em cada pas-
so da purificagao, principalmente nas fases de fracionamento
com sulfato de amonia (Sl a pz) e de cromatografia, houve per
da acentuada da atividade enzimica. Acreditamos que além das

perdas de enzima que normalmente ocorrem durante o fracicong--

2
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mento, houve tambem perda de atividade po ingtabilidade  do

enzimg.

Cromatografia em coluna com gel de fosfato de calcio

O processc de purificagao de fumarase com gel de
fosfato de calcio utilizado por MASSEY (1952) permitiu purifi
car o enzima 3,1 vezes em relagao a etapa anterior de purifi-
cacao.,

0 processo por nos utilizado através de cromato--
grafia em coluna, com esse gel, se mostrou muito mais eficien
te, uma vez que permitiu purificar o enzima 18 vezes aproxima
damente. Esse resultado provavelmente teria sido ainda me-
lhor se o engima nao tivesse perdido parte de sua atividade,
(65%) em relagdo a fase anterior, possivelmente por instabili

dade.

Estudo cinetico

Mecanismo da reacao

Os primeiros estudos cinéticos de fumarase {SCOTT
¢ POWELL, 1948b)(JACOBSON, 1934) foram baseados na equagac da

. ] Rl ( - Ll »
velocidade da reagao, para as reagoes reversiveis de primeira

ordem,
&y
K5

onde K, e K, sao constantes de velocidade de primeira ordem,
para reagoes gue ge realizam em ambos os sentidos, ou seja,
para a direita e para a esquerda; F e M repregentam os subs—-

tratos fumarato e L-malato. Essas constantes poderiam ser re-
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lacionadas para a constante de equilibrio como:

Entretanto aqueles autores nac puderam demonstrar
tal reagao, sugerindo que tao simples mecanismo nao era o cor
reto.

Segundo BOCK e ALBERTY (1953), o mecanismo mais
simples, de acordo com o qual a reacao de catalizag¢ao poderia

ocorrer, seria:
F+E g4/ EX g3 M+E (3>

onde E representa o enzima livre e E X, o complexo enzima-subs
trato. Esse mecanismo e realmente uma combinag¢ac das reagoes

gue se verificam em ambos os sentidos:
5 + F e FX ——=aP + F C4)

onde S e P representam o substrato e produtoc de uma reagao ca
talizada por enzima. MICHAELIS e MENTEN (1913) e mais  tarde
BRIGGS e HALDANE (1925) estabeleceram uma expressao para a ve
locidade desse tipo de reagao, em termos da concentragao  do

substrato e constante de wvelocidade:

Vmax, 5

Km + B

onde v & velocidade inicial da reagao, V,_. e velocidade maxi

na, Km a constante de Michaelis e S concentracao do substrato.

LINEWEAVER-BURK (193%4) expressaram essa equagao -

de uma forma malis conveniente, ou seja, tomando as reciprocas
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de ambos os membros:

K

1 m 1
= + (6)
v Vmaxg = v

maxe.

que permite de um modo mais simples determinar Km, experimen—
talmente, atraves de um gréfico (uma linha reta) que relacio-
na velocidade reciproca e concentragao reciproca do substrato.

Examinando-se os graficos 3 e 5 ve-se que a 1i-
nha que relaciona a velocidade e concentracac do substrato e-
xistiu tanto para fumarato como para L-malato. Portanto os da
dos cineticos estao de acordo com o mecanismo da equagao (4),
para ambos os sentidos da reagao, e sugerem que a equagao (3)
pode mais especificamente representar o mecanismo da reagaoc.

Qutra maneira de verificar se o mecanismo da Iea-
cao ¢ aquele representado pela equacao (3) e atraves da equa-
cao de Haldane.

HALDANE (1925) derivou uma expressao adequada pa-
ra calcular a constante de equilibrio de reacgoes do tipo mos-

trado em (3), onde:

onde VM e KM sfo velocidade maxima e constante de Michaelis
obtidas com malato comc suhstrato; VF e KF sa0 velocidade ma-
xima e constante de Michaelis obtidas com fumarato como subs-
trato.

Essa relacdo torna-se dificil de ser verificada -
experimentalmente para muitos enzimas que catalizam reagoes,
cujo ponto de equilibrio é deslocado para a direita. Entretan
to, reagdo cabtalizada por fumarase € um bom sigtema para veri

ficar a equacio de Haldane, uma vez que @ ponto de equilibrio
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¢ aproximadamente 80% da conversdo de fumarato & malato.

De nossos dados:

Ky = 6,7aM Ky, = 2,0mH
K
M
_KET = 5,55
Vg
"Vﬁ_ = 1,19 (gegundo Bock e Alberty)

Keq = 2,35 x 1,19 = 3,99

Esse resultado (3,99) esta bem de acordo com a
Keq determinada experimentalmente, onde o valor encontrado -
foi 4,07, confirmandc que a relagac de Haldane foi obtida.Por
tanto os dados sugerem que o mecanismo da reacao (3) € o pro-
vavel.

Fm retrospecto, talvez SCOTT e POWELL (1948b) pu-
dessem ter obtide o relacionamento entre a constante de equi-

1ibrio e a constante de velocidade de acordo com a equacao{(2),

se tivessem usado concentragdes mais baixas dos substratos. A

(U]

baixa concentragao de substrato o termo K+ 8 K, & equar

¢ao de Michaelis (5) tornar-se-ia:

vmax @

Km

Fm outras palavras, obter-se~ia a reagao da pri--

reira ordem (v 8) conforme se esperava. Entretanto a insen
. . . F - . , ~ . -

sibilidade dos metodos utilizados na epoca nao permitiu fazer

estudos a concentrag¢oes muito baixas de substratos.

Congtantes de Michaelis

Os valores gue encontramos para as constantes de
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Michaelis (K = 2mM; K, = 6,7mM) podem ser comparados aqueles
obtidos por BOCK e ALBERTY (1953) (KF = 1,37mM; Ky = 4,8mM), -
por MASSEY (1953%a) (Xp = 2,25mM; Ky = 4,5mM), medidos em con-
dicces similares.

Os valores calculados para aparente Km, tanto pa-~
ra malato como para fumarato, sao validos estritamente para
as condigoes sob as quais foram medidos; aompara¢Oes nac po-
dem ser feitas sob diferentes condigoes.

Por exemplc, © Km e modificado pelo pH como mos-
tra MASSEY (1953-b) para ambos os substratos, mas especialmen
te para fumarato. O K ¢ tambem dependente da forga ionica do
tampaoc, seja ele fosfato ou nao.

ATBERTY (1954b) mostrou que Km para fumarato e ma
lato sao diretamente proporcionais a concentragac de tampao -
fogfato, na faixa de 5 a 132%mM. Isso mostra que, por extrapo-
lagao, a concentracao nula de fosfato, a afinidade do enzima
para fumarato e malato & muito maior do que a indicada pelos
valores de Ko obtidos com tampao fosfato, na faixa abaixc de
0,1mM.

FRIEDEN (1957) calculou esses valores acuradamen—
te, usando tampao tris-~acetato 0,005M. Considerando que aceta
to e inibidor competitivo muito mais fraco que tampao fosfato,
justificam-se os valores encontrados pelo autor: KM igual a
10ulM e KF igual a 2,4uM, dados cerca de 1.000 vezes abaixo da

queles obtidos com tampao fosfato 60mlM.

pH Gtimo

0 pH otimo igual a 7,0, por nds encontrado, esta
bem de acordo com o pH 6,95, encontrado por MASSEY (195%b),em

condigoes similares, ALBERTY (1954b) encontrou pH Otimo igual
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a 6,80 utilizando tampao fosfato 13%mM enquanto ALBERTY -
(1954a) obteve pH otimo igual a 6,70 utilizando tampao fosfa-
to 3%mM.

Entretanto, a semelhanga do que acontece com K 10
pH otimo & influenciado pelas condigdes sob as gquais € medido.
MASSEY (1953%a) por exemplo, mostrou que fosfato e muitos ou-
tros sais inorganicos tem um consideravel efeito na curva de
pH. Nesse experimento Massey mostrou que, na auséncia de sais
inorganicos, o pH otimo foi 5,60 guando se utilizou fumarato
de sodio como substrato. Fosfato e um nimero de outros anions
polivalentes causam um aumento elevado na atividade no lado - ‘
alcalino da curva, resultando na mudan¢a do pH 6timo para um
pH mais alcalino.

0 fato da curva de pH ter sido obtida em forma
de sino pode ser explicada em termos da teoria de MICHAELIS e
DAVIDSOEN(1911) e MICHAELIS e PECHSTEIN (1914), segundo  as
quais a ionizacaoc de dois grupos, um acidico e outro bésico,~
determina a atividade do enzima. De acordo com essa teoria, a
atividade otima e obbtida a valores de pH onde e maxima a dis-
sociagao dos dois grupos responsaveis pela atividade.

Entretanto, como MASSEY (1953b) sugeriu, a teoria
nao elimina a possibilidade de que mais de um grupamento aci-
do ou basico esteja envolvide; teoricamente dois ou mais gru-
pamentos com valoreg de pH semelhantes poderiam produzir o -
mesmo tipo de curva. MASSEY e ALBERTY (1954) determinaram os
valores de pKa igual a 5,7 e pr igual a 7,7, respectivamente,
para o complexo enzima fumarato na presenca de tampao fosfato
650mM,

Identificagao dos grupos de ionizagao nao foi fei
ta, mas a evidencia sugere que eles possuen um grupo carboxil

g imidazol, respectivamente.
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Inibig¢ao por citrato

Nosscs dados mogtraram (gréficos n2g 8 ¢ 9) que
citrato foi um inibidor competitivo da fumarase para os subs-
tratos fumarato e L-malato. Os dados estao portanto de acordo

com ¢ modelo:

Fum + Enz Z——=—% Enz - Fum/Enz - malato &——=— Enz + mal

+ +
cit cit
N oK, "Nox;
Enz-cit Eng~cit

0 inibidor combina com o enzima livre mas nao com
o complexo enzima-substrato. Citrato pode combinar no mesmo -
lugar com o substrato natural ou pelo menos num lugar muito
proximo ao centro ativo. Por essa razdo nio € possivel a com-
binacao do inibidor com o complexo enzima-substrato, nem do
substrato com o complexo enzima inibidor. MASSEY (1953c) veri
ficou que muitos acidosdi e tricarboxilicos, inclusive citra-
to, sAo inibidores competitivos. Considerando que acidos mono
carboxilicos nac teéem nenhum efeito, inclusive o monometil de-
rivadc de fumarato. O autor sugeriu gque fumarase contem dois
grupos carregados positivamente no centro ativo que liga 0
substrato. Alem disso, apenas acidos dicarboxilicos, que pos-
gsuem os grupamentos CO0™ separados por uma determinada distég
cia semelhante a do acido fumarico, é que podem combinar com
0 engima.

As constantes de dissociagao (K;) do complexo en-
zimg-inibidor foram 12,5mM na presenca de fumarato, e 18,% mM
na presenca de malato. O fato desses valores terem sido prati

camente iguaig evidenciou que o mesmo centro ativo no enzi-
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ma foi envolvido pelas reacoes em ambos 0s sentidos. Este re-
sultado importante significa que tanto fumaratc como  malato
combinam com O enzima no mesmo cenbro ativo.

FRIEDEN e ALBERTY (1955) tambem evidenciaram essa
situagao quandoc obtiveram valores de pKa semelhantes aos de
pr, utilizando fumarato ou L-malato.

MASSEY (1953¢) encontrou K; para citrato igual a
20mM, a pH 7,30, valor favoravelmente comparavel ac que en-
contramos. Notou que certos acidos tricarboxilicos, como o ci
trato, comportam-se como inibidores mais fortes (valores de
K; mais baixos) do que os acidos dicarboxilicos. Uma possibi-
lidade e que tres pontos de ligagdo ocorram com o acido tri-
carboxilico, para explicar sua maior afinidade para o enzima.

Entretanto, esse fato nao tem maior importancia -
no caso, uma vez que os verdadeiros substratos possuem ape-

nas dois pontos de ligacao.

Fnergia de Ativagao

0 valor encontrato por nos foi 8.006 eal/mol e
esta de excelente acordo com ¢ valor encontrato por SCOTT e
POWELL (1948b), para fumerase de coragao de novilho, e por
MASSEY (1953b) para coragao de suino. Os valores encontrados

por esses autores foram 8.100 e 8.000 cal/mol resgpectivamente.

Constante de equilibrio da reagao

Considerando que o enzima nao alterza o ponto de
equilibrio de uma reacaoc, mas somente diminui o tempo para -
que ela alcance o equilibrio, evidentemente o enzima nao deve

alterar o valor dessa constante.
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Muitos valores sao encontrados na literatura: por
exemplo, 4,8~ BOCK e ALBERTY (1953); 4,0% - SCOTIT e POWELL -
(19488); 3,1 - (BORSOOK e SCHOTT (1931); 4,6 e 4,1 — ALBERTY
(1954b); 4,1 - MASSEY (1953b). Essas diferencas, indubitavel-
mente, sac devidas a diferengas de forga icnica dos  tampoes
usados.

BOCK e ALBERTY (195%) mostraram gue a congstante -
de equilibrio depende da concentragao do tampao fosfato, mas
que a variagao de concentragac pode ser eliminada, mantendo-se
constante a forga ionica, pela adigao de cloreto de sodio. Es
ses autores determinaram a constante de equilibrio da reagdo
catalizada por fumarase de coragao de suino sob as condicdes
de pH 7,30, 25°C ¢ a uma forga ionica igual a 0,5, O valor de
Keq encontrado foi igual a 4,8.

Utilizamos tampao fosfato 0,0567M e encontramos -
Keq igual a 4,07 =& 2500, valor favoravelmente comparavel ao
4,1 encontrado por MASSEY (1953%b), que usou tampao com a mes-—
ma forca iodnica.

£ de se notar que ALBERTY (1954b) verificou que o
valor de Keq & extremsmente sensivel a concentracao de ions
(PO,) entre os niveis de 50 e 60mM, faixa dentro da qual fize
mos nossas medigoes.

Os valores das constantes de equilibrio, POT nNoS
encontrados, gquando utilizamos substratos (fumarato e L-mala-
to), em cinco diferentes concentrac¢oes, foram muito semelhan-
tes entre si. Esse regultado vem comprovar que realmente a

constante de eguillbrio e independente da concentragde do -

substrato.

Energia livre padrio ( /\ 7° )

A energia livre padrao a 25°C, da reagao foi -
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821 cal/mol, que pode ser escrita:
Fumarato + HEO 3 I=malato - 831 cal/mol

0 valor negativo significa que a energia € libera
da na diregdc da formagdo de malato. A reagdo podera entretan
to tender para a esquerda, desde que malato tenha energia de
831 cal/mol mais do que fumarato em seu estado padrao.

Esse resultado se compara bem aoc valor de = 826

cal/mol determinado por SCOTT e POWELL (1948b),.

Entalpia ( /\ H® )

O valor de 1£§ H° que encontramos foi igual a
-2196cal/mol. MASSEY (1953b) encontrou Zx H° igual a -3.600 -
cal/mol, resultado semelhante ao obtido por SCOTT e POWELL -
{(1948b) cujo valor de Zﬁlﬁp foi igual a =3560 cal/mol. BOCK
e ALBERTY (1G53) encontrabam ZB_HO igual a -3%3960 cal/mol.



6 - CONCLUSOES i

Os resultados obtidos neste trabalho permitiram -

obter as seguintes conclusdes:

Extracao e Purificacao

a) Apenas 10% das proteinas do extrato cru de co-
ragao de bovino foram suceptiveis de precipita¢ac por abaixa-
mento do pH para 5,2 com tampao acetato 1,0M, pH 4,0;

D) a melhor faixa de saturacgao com sulfato de amé
nia para fracionamento de proteinas foi 38 - 58,5%;

¢) durante a dialise de Pz contra tampao fosfato
0,05M, pH 7,0, houve perda de aproximadamente 20% da ativida-
de enzdmica, mesmo utilizando-se solugao de 2-mercaptoetanol
(émM), no tampao de dialise;

d) gel de fosfato de cdlcio utilizado em coluna
cromatografica permitiu purificar o enzima 17,6 vezes, valor
maicor ao obtido por Massey;

e) a forca idnica do tampdo fosfato necessaria pa
ra eluir fumarase adsorvida em gel de fosfato de calcio foi
0,15M;

f) o enzima perdeu grandemente sua atividade du-
rante as fases de purificacac; parte dessa perda foi devida,
possivelmente, ao fator instabilidade;

g) o numerc total de purificacdo obtido foi igual

a 116,85 vezes.

Estudo cinetico

a) Resultados obtidos do estudo cinetico com fuma

rase de coracao de bovino, parcialmente purificada, foram com
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paraveis aos resultados obtidos de estudos cinéticos realiza-
dos com fumarase cristalina obtida de coracao de suino;

b) o valor da constante de equilibrio determinada
experimentalmente (Keq = 4,07) foi semelhante ao valor da -

constante de equilibrio calculada (3,99) atraves da expressao

estabelecida por Haldane. Esse resultado permitiu deduzir so-

bre o mecanismc da reacao catalizada por fumarase:

F+ P z=—2EXgF/=2M+ E

¢) os valores encontrados para as constantes de
Michaelis foram: 2,0mM, quando fumarato foil substrato, e ©,7mlM
quando L-malato foi substrato; |

d) o pH otimo da reagao foi igual a 7,0;

e) a velocidade inicial da reagac aumentou com a
elevagao da temperatura até 40°C;

f) citrato de sodio comportou~se come inibidor -
competitivo de fumarase para ambos os substratos. As constan-
tes de dissociagao (Ki) do complexo enzima-inibidor foram K.=
12,5mM (fumarato) e K; = 18,3mM (L-malato). A semelhanca dos
valores das constantes sugere que ambos os substratos se 1li-
gam no mesm¢ local do enzima;

g) a energia livre padrao (ZSlFO), determinada a
25°C, foi igual a -830,96 cal/mol;

h) a entalpia da reagao Q{l‘HO) foi igual a
-2196 ecal/mol;

i) energia de ativagao (A) foi igual a ~8006,25

cal/mol.
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A extracac e purificacao de fumarase de  coragao
de bovino foi feita pelo método de MASSEY, com modificacaoc, -
que consistiu no uso de gel de fosfato de calcio em coluna
cronatografica para purificar o enzima. Este processo permi-
tiu purificér o enzima 18 vezes em relagac a fase anterior,ao
inves de 2,1 vezes como 0o obtido por MASSEY. O nimero total
de purificag¢ao foi da ordem de 116 vezes em relacac ao extra-
to cru. A atividade enzimica foi medida espectrofotometrica--
mente, a 200 nm.

Com o enzima purificado fol desenvolvido estudo -
cinetico que permitiu determinar:

a) que as constantes de Michaelis (determinadas -
pelo processo grafico de Lineweaver-Burk) foram iguais a 2,0
mM para fumarato e 6,7mM para L-malato, utilizados numa faixa

2

de concentragao que variou de 2 x 10" M a 1l x 10701 e de

2y az2x lO-EM, regpectivamente;

2 x 107

b) que a velocidade inicial da reacac aumentou -
proporcionalmente a concentracdao do enzima e a temperatura a
40°C;

¢c) que o pH Otimo para a reagao foi igual a 7,0;

d) que citrato de sdédio 0,05M agiu como inibidor
competitivo da fumarase. Foram determinadas as constantes de
dissociagao para ambos os substratos, fumarato (Ki = 12,5mM)e
Li=malato (Ki = 18,%mM), utilizados numa faixa de concentragao

2

que variou de 2 x 100 a 1x10° Mede 2x10°Ma 2 x

10'3M, respectivamente;

e) que energia de ativagao (A) foi igual a -8006,25
cal/mol, determinada pela equagao de Arrenhius;

f) que a constante de equilibrio da reagao deter-

minads a 2500 foli igual a 4,07;
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g) que a energia livre padréo(dél F° ) foi igual

a-8%0,96 cal/mol;
h) gque a entalpia (JZX H°) foi igual a -2196 cal/

mol.
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