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I. INTRODUGEQO

1. A egstrutura da vepsinag

A pepsina £ol a primeira enzima proteolitica  deg
crita (6chwanm, 1936) ¢ uma das primeiras obtidas em estadn cris
taiina(l), Apesar disso o estudo de sua egstrutura ¢ medanismo
de aglo esta bastante atrasado em relaglo ao de sutras enzimas,
€ apenas recentemente alguns grupos do pesquisadosres voltaram a
dar-lhe maior atencdo,

A composicds da pepsina em aminodcidog (&) caracte
riza-se pala pressenga de grande nimero de resfiduss de aminoaci-
dos dicarboxilicos ¢ rarss bdsicas: ss resfduos de Zeidoas aspar
tico & glutamico constituem clrea de 20%, enquantos gue os resi-
duss de arginina, lisina ¢ histidina ropresentam apenas lﬁu% ao
nimers total de residuos. A pepsina também se caracturiza por
possuir uma grande proporgds de aminodcidns com  cadelas late-
rais apala?as(j . A sua mdolécula se constitue de uma cadela sip
ples de 321 res{duds de aminodcids>s(®)  eom tris pantes digsul-
fets intramolecularss devidas as trgs cilstlinas pras&ntes(Bsa).

0 alto nimers de resfduss de doidae aspartics e
glutamico, bem como 2 preésenca de um radlcael fosfats esterifica
do em um dos rosiduss de serina(B), conforem a pepsina um carag
ter bastonte deido. O seu ponto isseldtrics ¢ abaixs de 1,08( )
¢ 0 da pepsina desfosforilada & em pH 1,7(7).

Com rcspeito a conformacds da moléeula da pepsing
em  solucfo aquosa é interessante potar a sun  grande - re-
sisténcia a alguns dos agenics desnaturantes comung comd uréia,
guaniding, tlourdiia e meio 4cido(8-14), 1545 indica que deve ser
bedquena a contribuican de estrutura do tipo alfa-hélice para a
conformacdo da pepsina(3:14), pe1o emprégo de métodos espectro-
fotométricos foram cvidencindas pontes de hidrogénis intramale-
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culares entre cadeias laterais de aminodcidos dicarboxilicos e
da tirosing(10i11510) | poeq tipo de interagao, todavia, deve
contribulr muito pouco para a manutencdo da estabilidade da mQ
lécula da pepsima(3). Por outro lado, o estudo da atividade o-
tica e da dispersfo dtica rotatdria da enzima indica que sua
molécula deve apresentar, em solugdo aqguosa, uma ccnformagﬁo
néo casual, mas favorscida e esyecificaa mantida multo prové~
velmente por interacdes do tipo hidrofdbico(3),

0 pepsinogénio, precursor inativo da pepsina, é
também uma protefna de cadeia simples de aminogcidog (16) com
trés pontes dissulfeto, uma fosfoserina e a extremidade C-tar-
minal idéntica a da pepsina. Entretanto o zimogénio possue na
sua porgio Neterminal L2 resfduos de aminoscidos a mais do que
a pepsimacz). A hidrdlise parcial do pepsinogénin, - catalisada
pelo {on hidrogénio e pela prdpria pepsina, libera um polipep-
tideo da extremidede N-terminal e a proteina catallticamente g
tiva (11,17,18), o polipeptideo liberado possue 9 das 10 1isi-
rnas, £ das 3 histidinas e 2 das U argininas da nolécula do zi-
mogénio(2), a1 concentragdo de residuos de aminodcidos Dbési-
cos nésse polipeptfdeo levou Herriot(14) 4 propor a hipdtese
de que o polipeptidco bdsico encobriria a regifo do centro ati
vo da enzima que seria rica em resfduos de aminodcidos deidos
através de interagdes de tipo eletrostitico. Batretanto, como
a ativagio do pepsinogénio ¢ acompanhada de uma - considerdavel
mudanga na conformacio da proteina(g), ¢ muito provivel que sg
Ja essa mudanga o alteragdo responsavel pela ativacgio do zimo-
génio, e ndo apenas um "desmascaramento" do centro ativo antes
"cneoberta! pela porgdo N-terminal do pepsinogénio.

2. Bspecificidade

A pepsina catalisa a hidrdlise de varias protefl-
nas comds a ovalbuminauf»;a ca&ei’na(dO)9 a hemogiobima(al)ﬁ aal,
bumina do sdro bovina(Zl’dZ), a insuliﬂa(agﬂﬁ“)? a elastinal®>)

(26}

o fibrinogenio , & outras, Nao hidrolisa, entretants, pro-

teinas do tipo da protamina<2f)5 rica em aminoacicdos basicos.



A enzima tambem possue atividade peptidasica, catalisando a hi
drélise de varios peptideos sintéticos como o benziloxicarbo-
nilmeglutamiluLutirogina(2 g 0 benziloxicarbonil-L-glutamil-
L-fenilalanina®9), o N-acetil-L-fenilalanil-L-fenilalanina3®
0 NmacatilmLuﬁirosilmLutirosiﬁa(31)? o Neacetil-L-fenilalanil-
Lmtiyasima{sz)? o0 N-acetil-L.fenilalanil-L-3,5. dibromotirosi-
na(35), o éster metflico do dcido glicil-glicil~L-fenilalanile
meemilalanma@a)9 e outros. Além das atividacdes proteolitica
¢ peptidasica a pepsina ¢ ainda capaz de hidrolisar esteres
sintéticos como o éster metilico do dcido henziloxicarbonileL-
histidilmparamnitrauimfenilalanilmbeta—fenilmLmlético(55)e
Analisando-se os trabslhos s5bre a especificidade
da pepsina sdbre prot@iﬂas(EB’za’ﬁé) ¢ sObre peptideos sintéti
cog (28-31,37) pode~-se tabular as ligag3es peptidicas mais sus-
ceptiveis a hidrilise catalisada pela pepsina (Tabs. I ¢ II).

TABELA

D A e S R R

Ligacdes veptidicas susceptiveis & hidrdlise péptica

IS

As mais susceptiveis Ls menos susceptiveis

Leu.Tir, Leu.Glu, Glu.sp®®  Glu.Glu, Glu.Leu, Tir.Glu(2l)
Leu.Val, Tir.lLeu Fen.?ir(zz) Fen.Val, Glu.Lis, Glu.Ala(as)
FenaFen(2392a957 Leu.Tir, G1i.Fen(23)
Glu,Tir, Glu.Fen(29)
Tir.Tip(31)

De modo geral pode-se observar que pelo menoss um
Gos resfduos de aminodcidos das 1jzac3es peptidicas mais sus-
ceptiveis possue cadela lateral apolar (Tabs., I e II). A4 feni-



TABELA II

]

Aminodcidos das ligacBdes

peptidicas mais susceptiveis

o HCmC = N CH, . ..
Lo
R ¢ 9 R
*(+++)  Fen Tir (+++)
{(+++) Ley Glu (++)
(++)  Glu Fen (++)
(+) Tip Val (++)
(+) Gli Leu (++)
Egp (+)
Lis ()
Ala ()

# (+++) muito frequente, (++)
frequents, (+) pouco fre-
quente, () muito pouco fra

guente.

co residuos para cada lado da ligagio peptfdica susceptivel(

1alanina(36937) ¢ a leuecl-
n2{30) 550 oz aminodcidos que
mals contribuem com a carboxd
la pare a formagfo da ligagdo
peptidica susceptivel, enquapn
to que sAo varios os aminodcl
dos que contribuem conmumente
com o radical aming. Hd exem-
plos, todavia, de  ligagdes
peptidicas susceptiveis a hi-
drdlise péptica e que nio pog
suem nenhum dos residuos com
cadcia lateral apolar. Entre-
tanto, no caso de gubstratos
protéicos, ¢ interessante no-
tar que ha uma significativa
seorréncia de aminodeidos com
cadeias laterais hidrofdbicas
na reglfo que compreende cin-

36)

*

3. Bfeito do pH sdbre a atividade péptica

A . . * 5 »

A pepsina se caracteriza por agir dtimamente en
pHE baixo, tanto s3bre substratos protéicos nativos ou desnaty
rados, como sdbre peptideos sintéticos. No caso de substratos

protéicos, o pH 3timo da protedlise péptica varia conforme a

proteina atacada, & mesmo alteoragdes quimicas ou da conforma-

¢io do substratd podem causar mudancas do pH dtimo (Tab. III).
O pH 4timo da hidrdlise péptica de peptideos sintiticos varia
de 2 a 4,5 de acdrdo com a estrutura do substrato (Tab. IV)., O
pH Stimo da hidrdlisc do éster sintético, descrita por Inouye
e Fruton >’ , & igual a U,0.

Desde os primeirds trabalhos sdbre a pepsina va-
rias hipdteses forem proprstes para explicar a necessidade do
baixo pH para a melhor agfo enzimica., Uma das hipdteses de



TABELA TIIT

pH Stimo da atividade péptica sdbre varias protefnas

Substrato oH Stimo Referéncia
&lbUﬁlﬂu ¢o s8ro boving nativa 1,7 (21)
idem, desnaturada por gleall 1,8 (21)
idem, dssnaturada por dcidd 1,7 a 3,2 (21)
idem, desnaturada por calor 240 a 2,8 (38)
idem, desaminada 1,5 (38)
svalbumina, nativa 0,7 a 0,9 (39,40)
idem, desnaturada por acids ou calor 1,5 a 1,7 (39,4L0)
hemoglobina, nativa 1,5 a 2,0 (21,39)
idem, desnaturada 2,0 a 2,5 (21}
beta-lactoglobulina 1,5 2 2,0 (39)
caseina 1,5 a 2,5 (39)
fibrinogénio 2,9 (26)
edestina 5,1 (26)

TaBols IV

P otimo g2 atividade péptica sdbre vAriss peptidess sintéticos

Sub Lrata ph atha Referéncias
*CBA»Gluﬂilr . (28)
CBZ-Glu.Fen . (29)
Ac-Fen.Fen . (30,31)
hCm‘lF Tip (30,31)
CBz-Tir,Fen

Acwﬁen Tir

Chz-His Fen.Fen
CBZ-His JFen . Fen~0-Et
CBZz-His JFen Tri-l-£t

* % #

;:—;‘:wmms\ump—lsr
& L3
OO C O OO

¥CBZ = benziloxicarbonil-; Ac = acetil-
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grande receptividade £oi a de Northrop(il-4é) que propis a aw-
tragfo eletrostatica entre a pepsina, que se comportaria como
um 5nion5 ¢ O substrato, que s¢ comnortaria como cation, em pH bal
X0, De fato, Tisclius ¢ cols.(é) demonstraram que o ponitad isog
létrico da pepsina deve ser mchor do gue 1,08, pois nestec pH e
acima déle a enzima migra nd camp> elétrico comd um Anisn. Por
outro lado, a maiosria das proteinas que s8> substratss da pep-
gina apresentam ponts> isoelétrico acima de 4,0, Portanto, nas
regides de pH em que se da a atividade péptica, os substratos
protéicos teriam predominantemente cargas positivas,

Existem, ndo obstante, algumas evidéncias experi-
mentais que contrariam a hipdtese da atragdo eletrostdtica en-
tre a enzima e o substrato. A desfosforilacdo da pepsina pro-
duz um aumento do seu ponto isoelétrico para 137(5> sem provo-
car alteragles da sua atividade sSbre a hemoglobina ou sdbre o
N-acetilmfenilalaniluL-diiodotirosina(7), e sem modificar o pH
dtimo da sua agdo sdbre a ovalbumina(u7)9 apesar das cargas g
letrostaticas globais da pepsina intacta .e da desfosfaorilada
serem diferentes, A hipltese de Northop também nio pode ser a-
polada pelas verificacfes de que hé hidrdlise péptica de peptf

deos sintéticos que nio possuem grupos carregados positivamep
't;e (28-’3&) N

Ura outra hipdtese para justificar o baixo pH em
que se observa a atividade péptica é a de que a pepsina agiria
preferencialmente sdbre substratos desnaturados e gue O passo
limitante da protedlise seria uma mudanca da -« conformagdo 4o
substrato favorecida pelo pH dcido(39,48) Essa hipotese é ana
loga a anteriormente proposta para o caso da atividade proteo-
litica da tripsina‘l9-52) g qual realmente age melhor sbbre
substratos desnaturados do gque sdbre substratos nativos(38),

No caso da pepsina ha varias evidéncias experimen
tals que favorsceriam essa hipdtese. Os valores de pH otimo vg
rificados para a atividade da pepsina sdbhre proteinas desnatu-
radas ¢ sObre peptideos sintéticos s&o mais altos do que os ve
rificados sbbre prote{nas nativas (Tabs. III ¢ IV), O Zeido




caprilico ¢ outros 4cidos graxos, que inibem a desnaturagfo de
proteinas(5395a) também inibem a protedlise da albumina €5 sb
ro bovino(35356) | 4 peta 1actoglabu1ina ¢ pouco susceptivel 2
adesnaturacdo por acido ¢ a protedlise pcptlca(39 Qa) Schlamo-
witz e Pctarson(al) verificaram que os valores de pH Stimo da
protedlise péptica da albumina do 8570 bovino ¢ da hemoglobina
"nativas' sdo céreca de 2 unidades mais haixos do que 08 obser-
vados para o5 mesmos substratos desnaturados por urexa, uréia
mals alcali ou urdia mais acido. Esscs aubores acharam, assim,
gque o pH Stimo da agdo da pepsina sdbre a protefina preV1a e to
talmente desnaturada seria bem maisr do que sdbre a protefna
nativa. Bntretanto o estudo da agdo da pepsina sdbre o8 subs-
tratos desnaturados acima mencionados foi feito na presenca de
uréia durante a protedlise, Assim, o grande aumento do pH Sti-
mo por éles observado poderia ser devido a presenca de ureia
durante as reagSes enzimicas e nfo a desnaturagéo do substrato
protéico. Para examinar esta possibilidade Tahin e Palva(uO)eﬁ
tudaram o efeito da uréia sdbre a protsdlise péptica da ovalbuy
mina, que € um substrato facilmente obbtido no estado cristali-
no e cuja desnaturagdo ¢ irreversfvel (de acdrdo com o crité-
rio da insolubilidads da protefna desnaturada no ponto isoelé-
trico). Bsses autores verificaram gue a uréia provoca um aumeg
to do pH Stimo da atividade péptica sdbre a ovalbumina nativa
ou préviamente desnaturada por calor, acido on pela prépria u-
réla (Figs. 1 e 2). o caso da ovalbunina desnaturada por u-
re;as a remo¢do do agente desnaturante por didalise ou por dily
i¢8o antes da reagdo enzimica mostrou que o grandes aumento do
pH Stimo sé ¢ observado em presenga da uréia (Tab. V). O aumep
to do pH 9timo mostrou uma dependéncia linear em funcldo da cop
centragdo da uréia presente durante a reacdo enzimica (Fig.3).

Acredltdmas, portanto, que o aumento do pH Jtimo
das reac¢les enzimicas observadas por Schlamowitz e Peterson tg
nha sido causado pela presenca da uréia durante as reagdes &
néo devido a uma extensa e completa desnaturac¢do do substrato
protéico como pretendiam aquéles autores.
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Fig. 1 - Efeito do_pH sbbre a pro

tedlise péptica da ovalbumina na-

tiva e desnstursda na presgnea ou
auséncia de uréia 5 M,(cf . Ref.LO)

0,y ovalbumina nativa; o0, ovalby
mina desnaturada por acidej (3, oval
bumina ¢esnaturada por acido, mas
a reacdo cnzimica foi realizada
7o
na presenca de urela 5 M; v, velp
cidade inicial da reagao.
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Fig., 2 - Bfeito da presenca da uréia sSbre a dependéncia do pH
da protedlise péptica da ovalbumina previamente desnaturada por
uréia (cf. Ref. 40). A molaridade da uréia presente em cada rg
agdo estd indicada no grafico; v, velocidade inicial da reagdo.
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TARELA ¥

T e e

Efcito da uréia sdbre a protedlise péptica da ovalbumina

(¢f. Ref., LO)

¢ .. Uréia prascnte na : s
oubstrato raagdo 6321mica pE  otimo
nativo , o 0,7 & 0,9
desnaturado por acido 0 1,6
idem, por calor 0 1,6
idem, por ur@ia 1,72 M o* 1,6
idem, por urcia A,72 M 0,62 M* 1,8
idem, por urdiia l,72 M h,72 M 245
idem, por acido 5,0 M 2,6
idem, por calor 5,0 2,6

rr % S AR A Y S G N SRR PR LA

i - R ey

*  Apos desnaturacdo a uréia f£oi afa%tgdﬁ por di“liSC

*¥% A concentracdo de uréia fol consc guidg por diluicfo da oval
bumina apos a sua desnaturagfo por uréia 4,72 M.

. Objetivos déste trabalho

As observagdes acima discutidas mostram que o0s va
lores do pH dtimo da agdo da pepsina sdbre proteinas desnatura
das sdo realmente mais altos (geralmente de 0,5 a 1,5 unidades)
do que para as mesmas proteinas no estado nativo. Contudo é&ste
fato nfo é suficiente justificativa para a hipdtesc de que a
desnaturacio do substrato protdico seja o passo limitante da
aglo enzimica, mosmo porque nio ha, aparentemente, diferenca
entre substratos nativos ou desnaturados quanto 3 sua susceptl
bilidade & protedlise péptica (ver Fig, 1 e Ref. 38).

Com a finalidadc de adquirir melhor compreensio da
importancia do pH para a atividade protecolitica da pepsina es-
tudamos o efeito do pH sdbre a constante de Michaelis ¢ sdbre
a velocidade maxima da protedlise péptica da ovalbumina nativa

. \ n Fe
¢ da ovalbumina previamente desnaturada por scido. Procuramos
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também obter dados relativos an ofeito da temperatura sdbre a
cinética da protedlise péptica da ovalbumina notiva e da deshg
tureda por dcido. & partir désses dados determinamos a encrgia
de ativagdio da reaglo enzimica, tanto em funcdo da velocidade
inicial como da velocidade méxima, e os valores da energia Lli-
vre, entalpis e cntropia do associagfo entre a pepsina ¢ a oval
bumine nativa ou desnaturadsa. Baseando-nos nas cvidéncias eXps
rimentals obtidas, procuramos estudar o tipo de associagio g
xistente entre a popsina ¢ o ovalbumina, a importancia do pH
para a cinética da reacio enzimica e analisar as hipdteses que
nelhor descreveriem o mecanismo da protcdlise péptica da oval-
bumina.



IT - MATERIALZIS E METODOS

1. Pepsing - A enzima usada fol uma preparagdo duas vézes crig
talizada, obtida da "Nutritional Biochemicals Corporation™. As
solugSes agquosas de pepsina 2,8 x lO”u M foram sempre prepara-
das minutos antes de cada reagdo enzimica. Em tddas reacdes
descritas neste trabalho a concentragdo final da pepsina fol
de 2,8 x 1077 M,

<. Ovalbuminag nativa - A ovalbumina usada foi preparada e re-
cristalizads duas vezes segundo o método descrito por Keckwick
e Caﬂnaa(57>u Antes do seu uso como substrato da pepsina a o-
valbumine ers dialisada por 2/} horas contra dgua destilada. 4
concentragho da protelna dialisada fol determinada espectofotg
métricamente em 280 nm. O valor usgado pars a absortividade  mo-
lar {(para 1 cm de espessura de solucdo) fol de Z,85 x 10“(58),
e o péso molecular adotado foli de a5.000<59).

3. Ovalbumina desnsturada - A proteina nativa foi desnaturada
a I N s ¥
por permanencia em pH 1,2 durante lf horas a temperatura ambiepn

te. Como a proteina desnaturada é insoldvel no seu ponto iso@e
1étrica(60>
deterninada diluindo-se aliquotas da soluglo de ovalbumina em
volume 4O vezes maior de tampdo acetato 2 M, pH 11,75 (contendo
sulfato de magnésio 0,5 M. Apds a filtrac&o em papel VWhatman

s A velocidade ou a porcentagem de desnaturagdo fol

n? 1 ou centrifugacdo a concentragido da proteina solidvel (nati
va) era determinada pela absorbancia do filtrado ou sobrenadag
te em 230 nm, Consideravamos a ovalbumina como desnaturada
quando mais de 98% da protefna presente era insolidvel em pH
by 75

Para a determinagdo da energia de ativacdo da deg
naturagdo acida da ovalbumina, estudamos a varlagdo da concen-
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tragfo da protefna soluvel em pH L,75 em funcdo do tempo, em dj
ferentes temperaturas. Em todos os casos estudados o logaritmo
da concentragio da ovalbumina nativa variou lincarmente com o
tempo, e a constante de velocidade do nrocesso de primeira or-
dem fol calculada a partir do coeficiente angular da reta obtl
da pelo método dos minimos quadrados. & oenergla de ativaglo
foi obtida do coeficients angular da reta (obtida pelo método
dos quadrados minimos) gque expressava a dependéneia entre o 1o
garitmo da constante de velocidade da desnaturacio da ovalbumi
na em fungdo da recfproca da temperatura absoluta (equagdo de
Arrhenius).

Lo Beagdn enzimics - O pH ¢ as concentragBes das solugSes  da

enzima € do substrato, em cada reagfo, foram ajustados pela a-
digao de quantidades determinadas de dcido clorfdrico, hidrdxi
do de s3dio ou dgua. As solugfes da enzime e do substrato eram
mantidas num banho a temperatura desejada (& 0,05C) até obter
o equilibrio térmico, apds o que a reagho ora iniciada pcla
mistura das duas solugSes. Quando o substrato era a ovalbumina
nativa e o pll da reagfo devia ser préximo ou abaixo de 1,0 mig
turava~se a solugdo de enzima com a do substrato em pH u,S e 1
nicilava-se a rea¢fo pela adigfo de volums pr%viameﬂte determi-
nado de solugdo de acido cloridrico para se obter o pH deseja-
do. U pH de cada reacdo estudada foi determinado pela medigfo
cletrométrica de uma mistura de reagio enzimica veplicada espe
cialmentc para ésse fim. As reages foitas em pH 3,0 e L,5 fo-
ram realizadas na presenga de solucfo tampdo de citrato 0,2 M,
Nenhuma mudanga significative do pH da mistura de reagio foi
observada durante o perfodo das reagSes estudadas.

Tddas as reagdes estudadas foram interrompidas pg
la adigfio de¢ igual volume de acido tricloroacético 1,22 M. Lo-
g0 em seguida colocava-se cada mistura, por um minuto, em banho

I . - ¢ o~ .
com agua fervente para melhor precipitag da proteina naoc di-

a0
gerida, Deixava-scresfriar naturalmente até a temperatura ambi
ente e filtrava-sc. Apds a filtracis em papel Whatman n® 1, dg

terminava-se, om £75nm, & absarbincia ¢o filtredsn., ou sein.dos
3 2 2 3
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produtos da protedlise sollveis em dcido tricloroacético 0,61
M, Para cada reagdo enzimica fol feita uma mistura  idcntice,
porém com adigfo de solugdo de enzima apds a do deids tricloro
acético; a leitura da absorbAncia do filtrado (obtids cnaloga-
mente como o degerito acima) em 275 nm cra tomada como a absor
bancia do temps zers da reagdo. A velocidade inicial foi avali
ada pelo ineremento da absorbancia por minuto, determinads na
porgio linear iniclal da curva do tempo da reacao, e . foi ex-
pressa por (/NA/min),

maxima (Vway) da reacdo enzimica - O efeito da concentragéo do

ubstratos sdbre a velocidade da protedlise péptica da ovalbumi
na nativa ou desnaturada fol analisado segundo a teoria de Mi-
chaelis e Menten(®l), pelo método de Lineweaver e Burk(®2) | og
valores de Ky e Vyuy foram determinados a partir das constan-
tes da equagdo da reta ajustada, pelo método dos minimos qua-
drados, a dependéncia entre as reciprocas da velocidade iniciw
al e da concentracio do substrato.

6. Determinacio do efeito da temperatura sdbre a reacio enzimi

ca - Determinamos a velocidade inicial, a velocidade maxima e
a constante de Michaelis da reacdo em diferentes temperaturas.
& energla de ativagfo foi calculada a partir do coeficiente ag
gular da reta, obtida pelo metodo dos minimos guadrados,que ex
pressava s dependéncia entrec o logarftmo da velocidade inicial
ou da velocidade maxima em fungdo da reciproca da temperatura
abaoluta {squacfo de Arrhenius). Anélogamente? calculamos a eg
talpia normal da formacgdo do complexo enzima-substrato a par-
tir do coeficiente angular da reta, obtida pelo método dos mi-
nimos quadrados, que expressava a dependéncia entre o logarit-
mo da constante de assoclac@o entre a pepsina e a ovalbumina e
a reciproca da temperatura absoluta.

7. Medig3es pH-métrices e _espectrofotoméiricas - As medigBes

de pH foram efetuadas num pH-metro Beckman modélo G, com pre-
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cisdo para 0,01 unidade de pH. O aparélho eta padronizado com
a solugao tampdo de biftalato de potassio 0505 M pH 4,00 (a
25°C). As determinacdes cspectrofotométricas foram efetuadas
no espectrofotdmetro Beckman modélo DU, usandowse cubas de sf-

lica com 10 mm de cspessura.
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IIT-RESULTADOS

1. Efeito do pH sdbre a protedlise péptica da ovalbumina

Com a finalldade de investigar a influéncia do pH
sdbre a associagdo entre a enzima e o substrato e sdbre a de-
composicido do complexo cnzima-substrato, estudamos o efelto da
concentracido do substrato sdbre a velocidade da protedlise pép
tica da ovalbumina nativa e da ovalbumina desnaturada em dife-
rentes pll (Fig. L1). & dependéncia ds velocidade maxima e da
constante de Michaelis em fungdo do pH, observadas nas Figuras
5 & 6, estd indicada nas Tabelas VI e VII ¢ na Figura 7.

ifcito do pl sdhre o constante de Michaells (K,) e a velocida-

de méxima (Vyay) da protedlisc piptica da ovalbumina _nablvs

R

pH KleOLL (M) V;na}{ (GA/min)
0440 1,09 (& 0,0l)* 0,538 (+ 0,008)*
0,60 0,90 (+ 0,0L) 0,703 (£ 0,003)
0,70 1,08 (£ 0,02) 0,708 (& 0,006)
0,90 1,00 (* 0,09) 0,505 (+ 0,006)
2465 1,21 (+ 0,29) 0,011 (£ 0,0005)
3,00 0,95 (+ 0,26) 0,0048(+ 0,0002)
1450 0,90 (* 0,19) 0,0003(4 0,00003)

- e

ST A

* O nimero entre paréntesis indica o desvio padrio, obtido do

erro padréo da estimativa do inftercepto

angular de cada rota (Fig, B).

osu - do

cocficiante
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Fig, 5 - Efcito da concentracio da ovalbuming nativa sd
bre a velocidade da protedlise péptica em varios pH. Va

riagdo da rceiproca da velocidade inicial (exprossa pe-

lo incremento da absorbancia por minuto) em fungdo «da

réciproca da concentracio do substrato, a .qual foi de
5x1077 a 33{10"”’ M. Temperatura = 289C,
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10,0}

pH 3,1

2
(51 Lx1o-lart)

Fig. 6 - Efeito da concentracdo da ovalbumina desnatu-
rada sbbre a velocidade da protedlise péptica em  va-

rios pH. Variagdo da reciproca da velocidade inicisl em
funcdo da rcciproca da concentragfo do substrato, a

qual variou de

a 2x10°% M. Temperatura=28°C.
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Fig. 7 - Dependéncla da velocidade maxima da nrotg
Slise péptica da ovalbumina em fungfo 40 pH. (cf.

Tabelas VI ¢ VII); O, ovalbumina nativa; O, oval
bumina Gesnaturada. Temperatura = 28°C.
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TABELA VIT

Efeito do pH sdbre a constante de Michaslis e a velocidade maxi
ma_da protedlise péptica da ovalbumina desnaturada

pH Kplot () Vioy (O4/min)

1,00 1,10 (+ 0,22)* 0,275 (% 0,007)"
1,20 1,00 (+ 0,12) 0,588 (+ 0,026)
1,50 0,95 (+ 0,08) 0,775 (& 0,033)
3,10 1,13 (+ 0,21) 0,238 (+ 0,008)

- 7 RPN

* 0 nlmero entre parentesis indica o desvio padrdo, obtido do
erro padrido da estimativa do intercepto ou do cocficlente
angular de cada reta., (Fig. 6)

Os valores da constante de Michaelis em funcgdo do
pH, tanto da protedlise péptica da ovalbumina nativa como da
desnaturada, nfo diferiram significativamente do walor médio
de Ky = 1,02(x 0 11}x10—u M para o substrato nativo e de Ky =
1,05(x 0,0?)xlo"& M para o substrato desnaturado. A velocidade
maxima, todavia, variou muito em funcdo do pH, principalmente
no caso da ovalbumina nativa. Esta observagfo sugere que acong
tante de Michaelis deva ser aproximadamente igual a constante
de dissoclagdo (Kg) do complexo enzima~substrato. Com efeito,
na reagia da enzima(E) com o substrato (8) para a formacdo do
complexo (ES),

k k
1
E 4 5 gme2 S 3;
K.,

a constante de Michaelis ¢ relacionada com as trés constantes
de velocidade pela expressfo:
k., + ¥.
. 2 !
¥ P O —

Mo ,
Ky
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6, para uma determinada concentragdo da enzima a velocidade ma
xima depende apenas da constante k3 Vo ax= k3{ ]tst l) 0 fato
de Km se mostrar praticamente inalterada enguanto k3 foi consi
deravelmente afetada pelo pH, indicaria que ko deva ser multo

maior que kg e portanto, "
c
K, & == = K

m 5
ky

c. Bfeito da temperatura sdbre a protedlise péptica da ovalbu-
mina

U efeito do temperatura sdbre a acdo da pepsina
sdhre a ovalhﬁmiﬁa nativa e a desnaturada fol estudado com a
finalidade de se obter dados sbobre a validade da hipdtese de
que a desnaturagfo seja o passo limitante da protedlise pépti-
ca. As fliguras 8 e 9 mostram o efeito da temperatura shbre a
velocidade inicial da reacfo enzimica. A influénecia da tempera
tura sdbre a velocidade mdxima da protedlise foi estudada pels
efeito da concentragfo do substrato sdbre a velocidade da rea-
¢80 enzimica em vérias temperaturas (Figuras 10 a 12 ¢ Tabela
VIIiy.

TABELA VITT

Variacio da velocidade maxima da protedlise péptica da ovalbl-

mina em func8o da temperatura

Cvalbumina nativa Ovalbumina desnaturada
Temperatura V., (£ 4/min) Temperatura Vpay (O A/min)
20,0 0,340 (+ 0,026)* 19,0 0,173 (+ 0,007)*
25,0 0,530 (% 0 ,035) 29,0 o 1% (% 0.018)
30,0 0,763 (* 0 033) 33, 3 0,476 (% 0,006)
3530 1 130 (+ o 015 uo 0,675 (t 0, 006 )
* 0 numero entre paréntesis indics o desvio paoraa, obtido do

érro padrfo da estimativa do iatercepto de cada reta (Pigs. 10
€ 11) com eixo das ordenadas.
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Fig, 8 « Bfeito da temperaturs sdbhre a velocidade inicial

da_protedlise piptica da ovalbumina nativa. Variagdo do

logaritma dscimal da velocidade lnicial em fungéo da re-

ciproca da temperatura obsoluta, cntre 294 ¢ 3139K.  Os

velores da energla de ativagﬁa encontram-gse na Tabsla X,

A concentragdo da ovalbumina nativa foi de Egﬁxlﬁ“u M. O
pHl de cada reacfo sstd indicado no grafico.
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Fig. 9 - Bfeito da temperaturs sdbre a velocidade
inicial da protedlise péptice da ovalbumina desng
turada. Varlagfo ds logaritmd decimel da velocidg
de inicial em fungis da rceiproca da tenperatura
absoluta, entre 298 ¢ 313°K. pH 1,65. 0 valor da
energia de ativacad encontra-se na Tabela X, L8
concentrachs da ovalbumina desnaturada fol de -
EgﬁxlO”u M.
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10,08 -

0 0,25 0,50 0,75 1,00 1,25
51 0 lart)

Fig. 10 - Efgito da concentracdo do substrato sdbre a ve

locidade da protedlise péptica da ovalbumina nabiva em

diferentes temperaturas. Variacfo da reciproca da veloci

dade inicial em funcio da rec{proca da concentragio do
substrato, pH = 0,80,
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Fig. 11 - Efeito da concentracio do substrato sbbre

a protedlise da ovalbumina desnaturads em diferen-

tes temperaturas. Variagdo da reciproca da velocida
de inicial em funcBo da reciproca da concentracéo
do substrato, pH = 1,65,
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Fig. 12 - Efecito da temperatura s3bre a velocidade maxi-

ma. da protedlise da ovalbumina. Variac&o do logarftmo de

cimal da velocidade midxima em fungéo da recipraca da tem

peratura absoluta, entre 292 a 313°K. (O, ovalbumina na-

tiva, pH 0,80; 0O, ovalbumina desnaturada, pH 1,65. Os

valores encontrados para energias de ativagido  acham-se
na Tabela X,
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Para permitir a comparacio dos valores da energia
de atlvagdo da reacdo enzimica com o da desnaturacéo acida do
substrato estudamos também a influénecia da temperaturs sébre a
velocldade da desnaturagdo da ovalbumina em pH 0,60. Nas tempg

raturas por nds estudadas a

TABELA IX desnaturagéo 8e Compgrtou CO~

. a ocesso de primeira orden
ifeito da temperatura sdbre a Mo Process prL

constante de velocidade (k) da ¢ os valores obtidos d?S ?On&
tentes de velocidade sdo da-

dos na Tabela IX. A partir de

desnaturacdo da ovalbumina em

pE 0,60,

um grafico de Arrhenius, com
tais dados (Fig. 13) obteve
se a energia de ativacao igual

Temperatura kK % 103 (min™t)

(OK) a 33,9 (& 3,6) Kcal/mol,a qual
25,0 7 o estd de acdrdo com os valores
%g:g gg em pHe mais altos(60:63) g
hﬁaquw“ 130 _ valores encontrados para a e-
Concentragdo inicial de ovalby pergla de ativagfo da proted-
mina nativa: £,5x10"4 M, lise péptica da  ovalbumina

sao dados na Tabela ¥.

IABELA X

Energia de ativagio da protedlise péptica da ovalbumina

o o e

T I LS AL s e s o

‘ | Energia de ativagio (Kcal/mol)
Ovalbumina pH Py - Bara Vony
0,55 12,0 (+ 1,l)* -
Nativa 0,560 12,6 (£ 2.7) -
0,80 13,5 (& 2,5) 13,7 (x 1,0)
1,00 11,9 (# 1,0) -
Desnaturada | 1,65 10,1 4 148) 12,7 (& 1,

¥ 0 nimero entre paréntesis indica o desvio padrfio, obtido do
erro padrad do cosficlente angular da reta utilizada para de-
terminar a energls de ativacao de cads processo.
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Fig. 13 - Efeito da temperatura sSbre a vg

locidade da desnaturacdo da ovalbumina em
pH 0,60. Variagdo do logarftmo decimal da
constante de velocidade de primeira ordem

(k) em fungfo da reciproca da - temperatura

absoluta, entre 298 ¢ 313%K, A - concentra-

¢80 inicial da ovalbumina nativa 7Foi de
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3, Efcito da temperatura sObre a associacfo entre a enzima e o

substrato

0 efeito da concentracio do substrato sdbre a ve-
locidade da reacio enzimica em varias temperaturas, descrito -
anteriormente (Figuras 10 e 11), permitiu determinar o efeito
da temperatura sdbre a constante de Michaelis da  protedlise
peptica da ovalbumina nativa e da desnaturada (Tabela XI).

Admitindo se que a constante de Michaelis da acdo
da pepsina 56bre a ovalbumina nativa ou desnaturada representa
a constante de dissociccdo do complexo Enzima-substrato; con-
forme nossa conclusfc auterior (pag. 22), a respectiva constap
te de associagio serd Kogs = Kp~l. A partir do efeitu da tempg
ratura sdbre o valor de K,gg (Tabela XI e Figura 144) fol deter
minada a variacfo da entalpia normal (DHP) da assoclagdo en-
tre a enzima e o substrato., A variagfo da energia livre normal
(£G0) para a mesma reagdo, a 289C, fai obtida do valor de Ky
para essa temperatura e a variagdo da entropia normal :(£)89),
a 280C, foi determinada a partir dos valores OG° e (HY, Os
valores désses parametros termodindmicos sncontram-se na Tabe-
la XII.

TABELA  XI

Variacfo da constante de Michaelis da protedlise péptica da o-

valbumina e da congtante de associancfo entre a enzima ¢ o subs

trato em funcfo da temporatura

e

Ovalbumina nativa OQQibumina desﬁaturada
Temp. Ky x 104 K _ _x107d Temp. K, x 104 K. ..x10"H
(9C oo i 85" man 1)
20,0 2,00(%0,19)* 0,50(%0,05) 19,0 1,L47(x0,13) 0,68(+0,08)
25,0 1,043(x0,25) 0,69(+0,10) 29.0 0.,97(30,09) 1,03(20,09)
30,0 1,00(%0,11) 1,00(*0.11) 33,3 0,85(+0,08) 1,20(%0,12)
350 0,88(x0,23) 1,13(40,23) 10,0 0,74(+0,05) 1,35(40,09)

* 0 nimero entre parantlszs indica o desvio padréo, obtide do
arro d? estimativa do coefieciente angular de cada reta (Figs.
16, 11
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Fig. 1~ Efeito da temperatura sbbre a constante de

associacdo entre a enzima ¢ o substrato. Variacdo do

logaritmo decimal de Kggg em fungio da reciproca  da

temperatura absoluta; ©, ovalbumina nativa; ®, oval
bumina desnaturada.

TABELA XTT

[3GO, AHO ¢ /080 da associacho_ entre a pepsina e a ovalbu-
mina A 285C

[ErTp—— At

. K, o310l NGo {OHO H8o
Qvalbumina ML) (Keal/mol) (Keal/nol) (cal/9/mol)
Nativa 0,98(+ 0,10)* .5,5(+0,5) 10,0(42,3) 51 (+ 8)

Desnaturada  0,97(% 0,07)  -5,5(30,3) 6,5(+1,1) 4O (+ L)

* O nimero entre paréntesis indica o desvio padrdo de cada esti
mativa ecalculado para cada caso.
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IW.-DISCUSSZAO

1. Efeito do pH sdbre a protedlise péptica da ovalbumina

A acgdo enzimica da pepsina di-se dtimamente em so
lugBes dcidas. De um modo geral, o anion do dcido ndo tem gran
de efeito sdbre a velocidade ou sdbre o pH éStimo da protedli
se<19). Entretanto, nas reacdes em que a pepsina catalisa a hi
drolise de altas concentragbes de proteinas, exigindo maiores
quantidedes de dcido para abaixar o pH do meio, o Anion  pode

causar inibigdo da protedlise péptica(éu’65).

As principais hipdteses que tentam explicar a ne-
cessidade de baixo pH para a atividade péptica baseiam-se na
influéncia do pH sdbre a associacdo entre a enzima e o subg
trato. Isto vale tanto para a hipdtese da atracio eletrostiti-
ca entre a enzima e © substrato (Northrop) como para a hipdtew
se de due haja necessidade de desnaturagdo prévia do substrato
protéico. As evidénelas até agora acumuladas nio favorecem a
hipotese de Northrop, e permitem mesmo afasti-la definitivamep
te tanto quanto a carga global da enzima ou do substrato (pag.
6) como quanto a carga do centro ativo da pepsina. Com efeito,
ndo observamos inf'luéncia significativa do pH sdbre o valor da
constante de Michaelis da protedlise péptica da ovalbumina, en
quanto que a velccidade maxima variou muito em fungdo do  pH
(Tabs, VI e VII), indicando que Ky = Ky (pdg. 22). Isto sugere
que a assoclacado da enzima com o substrato para formar o com-
plexo especifico nio dependa da ionizacio de algum JEQReRETY! do
centro ativo, & que o efeito do pH sohre a protedlise seja s0-
mente sd0bre a reagdo de decomposicdo do complexo enzima-subs-
trato originando os produtos. A observagdo de que a forma da
curva da atividade em fungdo do pH nic depende da concentragdo
do substrato (Fig. ll) € um argumento adicional ndsse senti-
do .

Nossos resultados quanto ao efeito do pH sdbre Ky
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) Vmax diferem multo dos apresentados por Bull e Currie(67)que
descrevem uma dependéncia entre o Ky e o pH da protedlise pép-
tica da ovalbumina. Estes autores encontraram, para a constap
te de Michaelis, valores que variaram de 6,,%!:1()"'5 a 8,3x10'h M
em fungfo da variagdo do pH entre 1,34 e 2,80, a 300C, e de
3g9uxlo”u a 5,82x10“u M em fungdo da variagdo do pH entre 2,00
a 2,85, a U5°C. Provavelmente a divergéncia entre os nossos re
sultados e os daqueles autores geja devida ao fato de terem
éles trabalhado em condi¢des que propiciavam a desnaturacgio do
substrato durante a protedlise e, principalmente, porque usa-
ram concentracbes de substrato relativamente altas (1,1x107

1,32x10™7 M) pois a atividace da pepsina sdbre a ovalbumina &
muito alterada pelo emprego de concentracdes de substrato supg
riores a 2,5x107" M, A& Figura 15 mostra que hd uma aparente i-
nibi¢do da protedlise por excesso de ovalbumina, provavelmen-
te causada pelas altas concentragSes do fon cloreto provinien-

te do dcido eloridrico empregado para abaixar o pE das solue
o505 (6

Além das evidéncias experimentais déste trabalho,
ja citadas, mostrando que o pH ndo tem efeito sdbre o valor da
constante de Michaelis da protedlige péptica da ovalbumina, pa
rece-nos que 0 mesmo ¢eva ocorrer com outros substratos. De fa

(68)

to, Cann e Klapper evidenciaram, por metodo eletrofarético?
a formag8o de um complexo ES cspecifico entre a repsina e a al
bumina do sdro bovino, durante a protedlise em pH 5,35  (bem
mals alto que o pH Stimo da atividade enzimica). A constante
de equilibrio medida para a oOlssociaggo désse complexo, em pH
5,35, £2i igual a constante de Michaelis para a atividade enzf
mica no pP Stimo proximo a 2 ;0. Anteriormente havis sido veri-
flcado( 69) que a pepsina e a ovalbumina formam um complexc in-
goluvel em pH 4,0, ¢ é bem possfivel que éste complexo tambam
corresponda ao compiexo ES espec1f1009 embora isto nfo tenha
sido demonstrado experimentalwente. Cutra verificag¢do pertinep
te é a de que a constante de Michaelis da atividade esterasica
da pepsina medlida em pH 2, ;O néo direre signiricativamente da
medida em pH 1,0, enquanto que a constante de veloc16&oe da dg
camposigao(kg)de LS varia muito em fungdo do pH 35), Isto indj

ca que, também para a atividade esterasica da pepsina, o pH tg
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Fig. 15 - Variac8o da recfproca da_velocidade da pro-
tedlise péptica da ovalbumina nativa em funcio da re-
eiproca da concentracao do substrato. Aparente inibj
¢éo por altas concentragles de substrato (cf. Paiva e
Bergsten referéncia 6ly). Temperatura = 370
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ria efeito apenas sdobre K3 g gque Km = Kgo Um outro exemplo de

reacdo enzimica em que o efeito do pH & apenas sdbre a veloci-

dade de decomposicdo do complexo ES e para a qual, portanto,

Kp # Kg é 0 da hidrolise d?7gs%§§ met{lico do acido hidrociani
b

co pela alfa-quimotripsina

Usualmente se interpreta o efeito do pH sSbre a a
tividade enzimica considerando-se a ionizago de @ois grupos
do centro ativo, admitindo-se que a atividade da enzima depen-
da de um déles se apresentar protonado € 0 outro na forma da
base conjugada. Assim, cada ramo da curva da variacdo da ativi
dade enzimica em fung@o do pH dependeria, em dltima andlise, da
curva de titulagfo de cada um daquéles dois grupos. Tal ioniza
¢80 poderia ser importante para a formacdoc do complexo enzima-
substrato, ou para a reacdo de decomposigio désse complexo, ou
para ambas reac¢les. Tratando da maneira usual o efeito do pH
sobre a atividade péptica, poderfamos sugerir que os dois gru-
pos importantes para a catalise seriam duas carboxilas, e que
a forma ativa apresentaria uma delas ionizadas ¢ a oubra proto
nada. Como a atividade péptica ocorre em pH baixo o estado de
ionizagéo de grupos com cargas positivas ndo deve influir, ted
ricamente, sobre a catalise., Admitindo-se que 0 pH & importan-
te apenas para a reacdo de decomposicdo do complexo pepsina-
ovalbumina (ES), podemos limitar nossa andlise do efeito do pH
sdbre a protedlise péptica as seguintes reacdes:

ES
+H+ I [__ H+

ESH s BKH + P (1)
S

ESH

z

Chamando, respectivamente, de Ky e XKy as constantes de dissoc)

agao da forma monoprotonada e diprotonada do complexo ES te
remos:
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Ko = |ES|{H*|/[BSH] e Ky = [ESH||H*]/|ESH,]| (2)

e fazendo-se um tratamento de estado de fluxo constante tere-

(72}

mos; para cada velocidade em funcgHo de cada pH
equagdo de Michaelis-Menten:

; segundo a

ks B

) <1+{H+]/Ka + K/ [H ) (1#Ky/ S T)

(3)

v

sendo k., a constante de velocidade da decomposicdo do complexo
ESH e [E}t a concentracio total de enzimaj; no pH dtimo a velo-

cidade maxima (Vgax) sera atingida quando tdda a enzima presen

. : o O - .
te estiver na forma ESH e entéo V. k§ [Ejt. Dessa forma a

velocidade méxima aparente (V) variara em funcfio do pH se-
gundo a seguinte equagdo:

yo 7
v max max (LL)
max 1+ K, Ka[H+]+[H*]2 + K Ky
1+ - ¢ —
K, [Et]

A partir da equagdo (l}) pode-se calcular que a concentracdo hi
drogenidnica correspondente ao pH dtimo, [H*]O? sera:

[H*], = VKK (5)

Pode~se obter experimentalmente Ka e Kb a partir ds curva da
dependéncia entre a velocidade maxima e o pH(YB’Ta) empregando

-se as equagdes (4) e (%), e sabsndo-se que V aparente podg

max

ra adquirir o valor da metade da Vgax quahdo a  concentragio
hidrogenidnica obedecer a seguinte condicdo:




e D +

LA VmaX.Ka[H ] oy “
= o isto e

R a0

(115 - ] ) [ET] + [EY)E = o -

A equag@o (7) tem duas solugBes reais para [Ht], &s quais cha-
maremds de [H+}l e [E7],. Estes dois valores representariam as
csncentr&gﬁes hicdrogenibnicas em gue se verificam valores de
Vmax iguais a metade Ca Vgax regpectivamente no ramo esquerdo,
€ no raemd direlto da curva da dependencia da veloscidade maxima

em fungdo do pH. A soma de [H+]1 e [E7], serd:

[¥]) + (8%, = K, + L[E] (8)

Lsta eyuagdio permite calcular K a partir de [H"‘]l5 11, &
[H+Jo obticos experimentalmente, e a equagio (5) permite obter
nos Ky a partir de [H*}O e K,. Dessa forma calculamds, aproxi-
madamente, oz valores de Ka & Kb ¢ 05 respectivos pKa € pr,
¢a atividade péptica sdbre diferentes substratos.

A Tabsla XIII mostra os valores de Ka & Kb obti-
dos da Cependénecis entre a atividads ¢ o pH obscrveda tanto em
nossds resultacos como nos relatados por varioss ouftros autores
com diferentes substratoss protéicos ou pentidens sintéticos.
Para isgd £2i necesssrio realizar interpolagdes e extrapola-
¢des com 08 dados experimentais das referéncizs citadas nessa
Tabela, de modo que 2g valores de pE, e pKy al apresentacdos dg
vem ser Conelderacos apenas cOomo aproximac3es. Anesgar disto, o
exame de tals valores sugere gue o pE 5timo5 observado com di.-
ferentes substratcs ¢ em diferentes concigdes, varia a custa
da variacglo do Py, vieto gue a maioria dos valores de py es-
t80 nproximos de pH=L enquanto cue o pr varia c¢egle 1,2 ate
8,0, Esta grande variagao ¢o pr indizaria gue o remd direito

da curva da depencéncia da atividade em rungds do pH ndo repre
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senta a titulagdo de um grupo ionizavel do centro ativo da en-
zima pois ndo se poderia esperar variacao t&o grande do pK deg
se grupo causada apenas pelas diferencas de substrato ou modi-
Ticag8es do solvente nas observaclk s citadas. Outra evidéncia
favoravel a esta interpretacdo é a verificacgdo de que o pH Jdtj
mo da atividace péptica sdbre a ovalbumina se desloca muito na
presenca de crescentes concentragdes de uréia (Fig. 2) sem va-
riagéo significativa ds atividade no pH Stimo. Se os valores
de pKy e pKy estimados representassem constantes de dissociagdo
de dois grupos ioniziveis de ES a teoria 12 prediz que deverd
amos Oobservar um grarde aumento da atividade no pH dtimo a me-
dida que o pKy, se distanciasse do pKg.,

Tais evidéncias sugerem que a catdlise péptica pog
sa depender de uma carboxila do centro ativo embora o pKg indi
que se tratar de um grupo bastante écido, e que provévelmente,
08 valores encontrsdos para 0 pKy ndo correspondam a titulacéo
de um grupo ionizavel definido.

2. Efeito da temperatura sdbre a protedlise péptica da ovalbu-

ming

A pepsina age dtimamente em pHs mais altos sdbre
substratos protéicos desnaturados ou sdbre peptideos do que s
bre substratos protéicos nativos, Varios autores (21,47,39,L8,
25 tomam €sse fato como base para a hipdtese de que o passo
limitante da protedlise péptica deva ser a desnaturaco acida
do substrato., Para analizar essa hipdtese estudamos o efeito
da temperatura sdbre a velocidade inicial, sbbre a veloclidade
méxima e sdbre a constante de MiclLaelis da prote3dlise péptica
¢a ovalbumina nativa ou préviamente desnaturada por acido. Nog
sos dados confirmam um aumento de cérca de 0,80 a 1 unidade de
pH do pH Stimo da reagdo enzimica s3bre o substrato desnatura-
do em relacdo ao substrato nativo, porém, 0s valores da ener-
gla de ativagdo da protedlise péptica tanto da ovalbumina nati
va como da desnaturada previamente por acido sdo significativa

mente préximos, ¢ bem menorcs Jo que o valor encontrado para a
energia de ativagio da desnaturagio de ovalbumina em pH 0,6
(Tab L) X) 2




Al

N&o encontramos diferenca significativa entre os
valores da energia de ativacdo da protedlise da ovalbumina em
fungio da velocidade inicial ou da maxima, tanto para o subs-
trato nativo como para o desnaturado (Tab., X). Além disso, a
28°C os valores da constante de Michaelis da protedlise pépti-
ca da ovalbumina nativa e da  desnaturada, respectivamente
iguais a 1,02 (% 0,11) x 1074 M e 1,03 (& 0,07) x 107l M, tam-
bém nio diferem significativamente. La mesma forma, ndo encon-
tramos diferenca significativa entre os valores de OHO, GO e
(359 da reagBo de assoclacdo entre a pepsina e a ovalbumina na
tiva ou desnaturada (Tab. XII). 4 verificaglo de que k2> kB
(pég. 22) indica que a energia livre de ativagdo da reagdo de
dissociacao do complexo enzima-substrato (CBG;) seja bem menor
do que a da reac¢do de sua decomposiclo orviginando os produtos
(i}Gg). O valor de é)G%, estimado a partir da velocidade maxi-
ma da reagdo por nds observada a 28°C, foi de 19,7 kcal/mol.
Bstes dados, juntamente com a observacdo do valor de -5,5 kcal/
/mol para a variagfio de energia livre da associacdo da enzima
com substrato (OHG

ags

ca na Fig. 16. A observacglo desta figura mostra que a energis

) estio representados da forma esquemati-

livre de ativagfo da associacgfo da enzima com -0  substrato
(AAG;) deve ser muito menor do que 1U4,2 kcal para kyo- k3. Co-
mo a energia livre de ativagdo da desnaturagdo da ovalbumina
¢ maior do que 22 keal/mol éste processo ndo poderia estar in-
clufdo como um passo limitante da associacds entre enzima e o
substrato. Por outro lado, o simples fato de que k> kg ja in
dica que a reac¢do de assoclagdo da enzima com o substrato ndo
deve ser um passo lLimitante do processo enzimico total.

3. Formacgo do complexo pepsina-ovalbuning

A Tabela XII mostra que os valores negativos de
{GY para a associag8do da pepsina com & ovalbumina nativa ou
desnaturada resultam de uma predominancia dos valores positi-
vos de ()89 sdbre os valores também positivos de AOHO, Isto &
analogo a0 que 0Corre nas interzelss nidrefdbicas, comd as ve
riflcadas entre as cadelas latera.s arclores de aminoécidos(TBD
sugerindo gue as f@rgas responsavelis pela interacdo entre enzima

¢ 0 substrato possa ser do tipe hidrofdbico. Essa suposicfo eg
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ta de acdrdo com a hipdtese de Tang(36’76) de que o primeiro
passo do mecanismo da protedlise péptica seria uma interagdo
hidrofébica entre a enzima e o substrato protéico. Bste tipo
de Interacdo entre a pepsina e a ovalbumina nio deve ser excly
sivo para éste substrato e deve afetar diretamente a regido do
centro ativo da pepsina. De fato, alcoois alifaticos inibem cop

petitivamente a atividade da pepsina sdbre a hemoglobina e g~
bre a benziloxicarbonil-L-glutamil-L-tirosina, provavelmente
por interagBes hidrofdbicas entre o alcool alifdtico e a enzi-

ma, e quanto maior a cadeia lateral do dlcool maior € a inibi-
géo(76 . O benzeno € cérca de 2 a 2,5 vézes mais soldvel em so
lugédo aquosa de pepsina do que em Agua pura 77) & provoca uma
inibigdo de 4O a 70% da atividade proteol{tica devida a gossi
vel interacio hidrofdbica com o centro ativo da enzima'l8’, &

N-acetil-L.fenilalanina jpibe competitivamente a atividade pep

tiddsica da p@psina(31’33)g e peptideos contendo D-fenilalani-
na (portanto recistentes a hidrdlise catalisada pela pepsina)

sdo inibldores competitivos tanto da atividade peptidasica ¢
mo da esterdsica>?), 0 éster metilico do 4dcido N-acetil-D-fe-
nilalanil-D-tirosina é inibidor competitivo da hidrdlise pépti

ca da N-acetil-L-fenilalanil-L-tirosina, independentemente do

o(79)

res das constantes de inibicfo verificadas com 2s compostas a-

. E interessante observarmos que, de modo geral, os valg

cima ciltados sdo aproximadamente iguais aos das constantes de
Michaelis das respectivas reacgles enzimicas em auséneia de ini
bidor,

A inibicfo da atividade péptica por dcidos graxos
tem sido usada como um argumento em defesa da hipdtese da ne-
cessldade da desnaturacBo prévia do substrato protéico pois os
acidos graxos protegem as proteinas contra a desaaturagéo(bé).
Entretanto, achamos que &ste fato favorece a hipdtese de asso-
ciag8o hidrofdbica entre a enzima e o substrato protéico, seja
ele nativo ou préviamente desnaturado. Com efeito, as cadeias
alifdticas dos acidos graxos pocem ligar-se por interagles hi-
drofdbicas com as cadeias laterais apolares de resfiduos de ami

(80)

nodcidos de protefnas ; € 0s 8cidos graxos protegem as pro-
’ -~
teinas contra a desnaturacdo apenas quando em peguenas concen-

tragBes, pois, em concentragdes malores os mesmos 4cidos gra-
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tro ativo da pepsina e na demonstragdo de que ha farmagfo tan-
to da acll-enzima como da aminauenzima(go’gl) (isto €, a pepsi
na ligada, respectivamente, com a carboxila e com a amina da
ligagdo peptidica do substrato susceptivel a hidrdlise pépti-
ca), propuseram um mecanismo de agao enzimica envolvendo a reg
¢do do substrato com um possivel anidrido de duas carboxilas

60 eentro ativo da enzina:
H

[ . nepsina -+ R-ﬁmNMR' = : pepsina
0=C C=0 0 Oz(! é:O
N | |
R‘ c!) HN [ 4
\\ R-C=0
. U, 0
o, Py
HoN-R '€ \
AN " 3R~COCH
J—— S r - PEPS ina (,.....mw SN ,w.w‘:’ R r I peps ina
Oxa\ L C=0 0=C Cc=0
0 | ™ OH |
g NoRY Nkt
H H

4 hidrdlise da aclileenzima seria segulda de um a-
taque nucleofilico do grupo carbonil da amino-enzima pela car-
boxila vizinha, de modo andlogo ao que ocorre na hidrdlise 8o
deido ftaldmico 92
res estimados para o "pKyp" do ES em diferentes condigles (Tab,
XIII) n8o podem ser atribuidos a um grupo carboxflico definido,
parece-nog por isso que se deva procurar outras hipdteses s

s regenerando o anidrido., Contudo os valo-

bre o5 mecanismo de ag¢do da pepsina que possam explicar melhor
o ramo direito das curvas de atividade em funclo do pH, Tais
hipdteses deveriam permitir explicar nossa verificagfo de que
o fon hidrdnio se comporta como um ativador da atividade pépti
ca nos pHs acima do Stimo, e como um inibidor n8> competitivo
em pHs abaixo do dtimo.

A interagdo hidrofdbica entre a pepsina e cada um
dos diferentes substratos ocasiona, posslvelmeniﬁes na regiao




x08 tornam-se potentes agentes desnaturantes(Bl).

. Mecanismo da protedlise péptica da ovalbumina

Nossos resultados e os da literatura, levam-nos a
acelitar que o primeiro passo para o mecanismo da  protedlise
péptica da ovalbumina deva ser a formacdo do complexo especifi
co através de interagdes hidrofdbicas entre cadelas laterais gz
polares de resfduos de aminodcidos do centro ativo da pepsina
com 0g Ca ovalbumina, seja o substrato nativo ou desnaturado
préviamente por &cido. Apds a formagdo do complexo especifico,
0s passds seguintes seriam os correspondentes 3 reagéo hidrolf
tica propriamente dita cuja compreensdo estara baseada funda-
mentalmente no conhecimento dos grupos do centro ativo da pep-
sina responsével pela reagio enzimica.

Sabe-se que resfduos de tirosina com a hidroxila
fendlica livre sio importantes para a atividade péptica{82’83),
porém a maioria dos trabalhos referentes a elucidagdo do cen-
tro ativo da pepsina procuram demonstrar a existéincia e im-
portancia de residuss de dcido aspartico e glutimico no centro
ativo: a) o difenildiazometano, reagente de carboxilas, reduz
a atividade proteolitica e peptiddsice da pepsina, e se for ip
cubada com o pepsinogénio &ste perde a sua capacidade de se
transformar em pepsina ; porém é curioso notar gue a veloci
dade da inativacéo da pepsina por aquéele reagente ¢ aumentada
na presenga de certos peptideos susceptiveis a hidrdlise pépti
ca(3a); b) o éster metilico do diazoacetil-DL-norlsucina, ha
presenga de fon clprico, esterifica um resfduo de aminodcldo

dicarboxilico causando inativac¢ao da eﬂzima(BS); ¢) Erlanger e

cols.(86?87), através de varios métodos, demonstraram a impox
téncia de um res{duo de dcido aspartico para a atividade da
pepsina e isolaram um pentapepifdeo com aminodcidos vizinhos 3
quele residuo com a seguinte composigﬁasGliz,Asp,Ser,Glu; d) o
brometo de parabromofenacila esterifica a beta-carboxila de um
res{duo de dcido aspirtico causando uma inativacio da pepsina,
reversivel pela remocéo do feagente<88),

(89)

Bender ¢ Kezdy e Clement e'Snyder(79), basea-

dos principalmente na existéncia de grupos carboxilicos no cep
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de contacto entre o substrato e o centrs ativo da pepsina, uma
organizagdo do solvente que produziria mudancas consideravels
da atividade dos fons hidrbnio nessa regifo. F sabido, por e-
xemplo, que a mobilidade dos protons hidrogénio na agua crista
lina é cérca de cem veses malor do que na dgua 1fquida(93). A
creditamos, portanto, que deva merecer consideracio a hipdtese
de que o ramo direito das curvas de atividade péptica em fun-
gao do pH dependa do grau de organizagdo do solvente na regldo
de contacto cde ES, o que poderia explicar os diferentes pHs &-
timos observados com diferentes substratos em diferentes condi
¢Ses e mesmo a diferenca existente entre o pH dtimo da ativida
de péptica s5bre substratos protéicos nativos e os da protedli
se péptica de substratos desnaturados.




V-RESUMDO

A composicdo de aminoacidos da pepsina caracteri-
za-se pelc grande numero de resfduos dicarbox{licos e de resf-
duos com cadelas laterais apolares, e de raros residuos bdsi-
cos. Devido a isso, e a presenga de uma fosfoserina, a enzima
apresenta ponto isoelétrico menor do que 1,08, A atividade en~
zimica da pepsina (tanto a proteolftica como a peptiddsica, c2
mo a esterdsica) déd-se Otimamente em pHs 4cidos. & protedlise
péptica de substratos nativos da-se em pls dtimos mais baixos
do que os da protedlise péptica de substratos desnaturados &
também mais baixos do que os verificados para a hidrdlise pép-
tica de peptideos sintéticos on de ésteres sintéticos. Uma das
hipéteses para explicar a necessidade dos halxos pHs para a mg
lhor agdo catal{tica da pepsina baseia-se na. possivel atracgéo
eletrostatica entre a enzima, que em meio acido se comportaria
como um anion, e o substrato protéico, que em meio 4cido se
comportaria como um cation (pois geralmente o ponto isoelétri-
co dos substratos ¢ acima de 4,0). Outra hipdtese é a de que o
passo limitante da protedlise péptica seria a desnaturacdo do
substrato, favorecida pelo pH dcido. Estudamos neste trabalho
0 efeito do pH e da temperatura sdbre a cinética da acdo da
pepsina sobre a ovalbumina nativa ou previamente desnaturada
por acldo. Fol demonstrado que o pH nio tem efeito significati
vo s8bre o valor encontrado, a 289C, para a constante de Micha
elis (Kp) da protedlise péptica da ovalbumina nativa (1,02 #«
0,11)x10~UM) e da ovalbumina desnaturada por &ecido (1,03 =
0,07)x10°4 M) enquanto que a velocidade mdxima da reacgdo enzi-
mica varia muito em funcic do pH. Bste fato indica que Ky é
praticamente igual & constante de equilfbrio da dissociacdo de

ES (K¢) e que a constante de velocidade de decomposicio (k3)
de ES deve ser bem menor do que a constante de velocidade da
sua dissociagdo (k,). 0 estudo do efeito da temperatura sbdbre
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a égﬁo da pepsina sébfe a ovaibhminag nio mostrou diferenga
siénificati%ﬁ entre a energla de ativacdo da reacio enzimica
sdbre o substrato nativo e sdbre o substrato desnaturado, Por
ou%ro lado, a energia de ativacdo do processo de desnaturagac
dcida da ovalbumina é cérca de trés vezes maior do que a da re
agdo enzimica. Bstes resultados indicam que o passo limitante
da agfo proteolitica da pepsina deva ser a reacgio de decomposi
Gao entre a enzima e o substrato. Os valores estimados para

HGo, OHC e DO, para a associagéa da pepslna com ovalbumi-
na nativa ou desnaturada, indicam que as principais fdrgas de
interagdes entre a enzima e o substrato, para formarsm o0 com-
plexo espec{fico ES, devem ser do tipo hidrofdbico.

A andlise de curvas da dependéncia da atividade
da pepsina sObre diferentes substratos e em virias condigdes,
em fungdo da variagfo da pH, sugeriu que diflcilmente os ramos
direitos das referidas curvas representem, em Gltima analise,a
curva de dissoclacdo de uma carboxila do centro ativo da enzi
ma. Isto sugere que se deva modificar o esquema proposto por
Bender e outros para o mecanismo da hidrdlise catalisada pela

pepsina.
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