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Resumo 

MELO, F.A. Interações moleculares no mecanismo de ação de 

clorocatecol 1,2-dioxigenase e da tirosina quinase FGFR2. 2010.175p. 
Tese (Doutorado) – Instituto de Física de São Carlos, Universidade de São 
Paulo, São Carlos, 2010.  

Neste trabalho foi utilizado um esquema multi-técnicas para estudar as 

interações moleculares no mecanismo de ação de clorocatecol 1,2-dioxigenase 

e da tirosina quinase FGFR2. Na primeira parte desta tese, descrevemos uma 

série de experimentos envolvendo a interação da enzima clorocatecol 1,2-

dioxigenase (1,2-CCD) com seus ligantes naturais e também com miméticos de 

membranas biológicas (micelas de surfactantes, monacamadas lipídicas e 

lipossomos). Utilizamos a técnica de calorimetria de titulação isotérmica (ITC) 

para mostrar que tanto o substrato, quanto o produto da reação inibem a 

cinética enzimática mediada por 1,2-CCD. Resultados obtidos com as técnicas 

de calorimetria de varredura diferencial (DSC) e ressonância paramagnética 

eletrônica (RPE) confirmaram que a inibição se dá devido à ligação direta do 

produto da reação no sítio catalítico da enzima. Sendo assim, nossos dados 

indicam que o produto da reação exerce um papel relevante na catálise 

mediada por 1,2-CCD, devendo ser levado em consideração para estudos 

futuros que versem sobre a regulação da atividade desta enzima. Em outra 

vertente, investigamos a capacidade de 1,2-CCD de se ligar a modelos de 

membranas. Para isso, utilizamos as técnicas de RPE, DSC e de 

monocamadas de Langmuir no monitoramento das alterações nos miméticos 

de membranas (micelas dos surfactantes SDS e CTABr, monocamdas de 

DPPC e lipossomos de DPPC e DMPC) quando da adição de 1,2-CCD. Este 

conjunto de dados aponta claramente para a existência da referida interação, o 

que pode representar, junto com a inibição por produto, outro mecanismo de 

regulação do metabolismo desta enzima dentro da célula. Na segunda parte de 

nosso estudo, utilizamos a técnica de ITC para acessar as cinéticas de 

autofosforilação de FGFR2 quinase e de fosforilação, catalisada por FGFR2 

quinase, da isoforma p52 da proteína Shc. A fosforilação reversível da cadeia 

lateral de aminoácidos é um princípio de regulação da atividade de enzimas e 



sinalização de proteínas largamente utilizado pelas células. Para tornarem-se 

ativas, proteínas tirosina quinase (PTK) autofosforilam-se hidrolisando 

moléculas de ATP em ADP em uma reação sequencial e precisamente 

ordenada. Uma vez ativas, interagem com proteínas adaptadoras, como Shc, 

que são fosforiladas pelo intermédio de PTK. Assim que é fosforilada, Shc 

torna-se apta a interagir com outras proteínas importantes no processo de 

sinalização celular para formar os complexos de sinalização primários (ESC). 

Nossos resultados mostram que o processo de autofosforilação da FGFR2 é 

governado por uma cinética cooperativa e com a ordem de fosforilação dos 

resíduos de tirosina provavelmente idêntica àquela previamente determinada 

para FGFR1. Já para a fosforilação de Shc, a cinética tende a mudar com a 

temperatura, sendo que a 10 oC ocorre segundo um mecanismo de Michaelis-

Menten, enquanto que a 15oC podemos identificar uma indefinição de 

comportamento deste sistema, uma vez que os dados podem ser ajustado 

pelos modelos de Michaelis-Menten e Hill. Já para 20 oC, vemos uma mudança 

no perfil catalítico, mostrando um certo grau de cooperatividade. Estes 

resultados, além de estabelecerem características da cinética de fosforilação 

de FGFR2 e Shc ainda não reportadas, também validam o método 

calorimétrico utilizado para determinar os parâmetros cinéticos associados 

àquele processo.  

 
Palavras-chave: Tirosina quinase, clorocatecol 1,2-dioxigenase, cinética, 
calorimetria, ressonância magnética eletrônica 
  



Abstract 

MELO, F.A. Interações moleculares no mecanismo de ação de 

clorocatecol 1,2-dioxigenase e da tirosina quinase FGFR2. 2010.175p. 
Thesis (Ph.D.) – Instituto de Física de São Carlos, Universidade de São Paulo, 
São Carlos, 2010.  

In this thesis we have used a muti-technique approach to study the molecular 

interactions relevant in the reaction mechanism of two enzymes: chlorocatechol 

1,2 dioxygenase (1,2-CCD) and tyrosine kinase FGFR2. In the first part, we 

have described a series of experiments involving the interaction of 1,2-CCD 

with its natural ligands and also with models of biological membranes (micelles, 

lipid monolayer, and liposomes). Isothermal titration calorimetry (ITC) has 

shown that both substrate and product of the reactions inhibit 1,2-CCD kinetics. 

The results from differential scanning calorimetry (DSC) and electron 

paramagnetic resonance (EPR) have confirmed that inhibition is due to the 

direct binding of product to the enzyme catalytic site. Thus, our data has 

indicated that the product of reaction plays a relevant role in the 1,2-CCD 

catalysis, and should be taken into account in studies related to activity 

regulation of this class of enzymes. In other study, we have investigated the 

1,2-CCD capability of binding to model membranes. For that, EPR, DSC and 

Langmuir monolayer have been used to monitor changes in the mimetic 

systems (SDS and CTABr micelles, DPPC monolayer and DMPC liposomes) 

upon addition of 1,2-CCD to the system. Taken together our data points to 

existence of the such interaction, which means that this behaviour, along with 

the product inhibition, could be another mechanism for regulating this enzyme 

metabolism inside the cell. In the second part of our work, we have used ITC to 

assess the kinetics of phosphorylation of both FGFR2 kinase and the p52 

isoform of Shc. The reversible phosphorilation of tyrosine residues is a widely 

used mechanism for regulating enzyme activity and protein signalling into the 

cell. To become active, Tyrosine kinase (PTK) phosphorylates itself by 

hydrolysing ATP into ADP molecules in a sequential and precisely ordered 

reaction. When active, PTK interacts with protein partners, like Shc, thus 

phosphorylating them. After its phosphorylation, Shc interacts with other 



important proteins in signalling events in order to form the so-called early 

signalling complexes (ESC). Our results have shown that the FGFR2 kinetics of 

autophosphorilation happened in a cooperative manner and probably following 

a phosphorilation order of the Tyr residues similar to that previously reported for 

FGFR1 kinase. As for the Shc phosphorilation mediated by FGFR2 kinase, it 

changes with temperature from a regular Michaelis-Menten kinetics at 10 oC to 

an unclear behaviour, adjustable to both Michaelis-Menten and to Hill model, at 

15 oC. At 20 oC, we can see that the kinetics shows some degree of 

cooperativity. These results provide the kinetic parameters for the FGFR2 

authophosphorilation as well as p52Shc phosphorilation that have not been 

reported before, and also validate the calorimetric methods as a very useful tool 

to perform kinetics studies related to kinase signalling processes. 

  

keywords: Tyrosina kinase, chlorocatechol 1,2-dioxygenase, kinetics, 

calorimetry, electron magnetic resonance  
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água para obtenção de linha de base. Neste experimento 
podemos verificar a notória sensibilidade no registro do 
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FIGURA 11 - 

 

Hidrólise do BAEE (Na-Benzoyl-Arginine Ethyl Ester) 
catalisada pela tripsina. Em (A) uma solução de 9,6 nM 

 

 



 

 

de tripsina foi equilibrada a 25°C dentro da cela de 
amostra. Após o equilíbrio térmico, BAEE foi injetado 
(seta) para uma concentração final de substrato dentro 
da cela de 171 µM. A potência térmica instrumental foi 
monitorada até a completa conversão do substrato em 
produto. A curva grossa mostra a catálise da BAEE pela 
tripsina na presença de benzamidina, enquanto que a 
curva fina mostra a catálise da BAEE pela tripsina 
sozinha. Em (B) vemos a taxa de reação em função da 
concentração de BAEE. Os parâmetros cinéticos 
encontrados neste experimento foram ∆H = -11,45 
Kcal/mol; KM = 4 µM; kcat = 16 s-1. Ki devido à 
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decréscimo quando a concentração de substrato dentro 
da cela atinge cerca de 25 µM. A figura acima mostra 
ainda o ajuste dos pontos utilizando a equação 3 de 
Michaelis-Menten (____) e também o ajuste dos pontos 
utilizando a equação 19 (____), onde levamos em 
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cada pico. Os valores encontrados são o calor total de 
conversão do catecol em substrato, ou seja, ∆Hap............. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

90 



 

FIGURA 27 - Desenovelamento da Pp 1,2-CCD na presença de ácido 
cis-cis-mucônico. Vemos que a temperatura de transição 
Tm do desenovelamento de Pp.1,2-CCD desloca-se para 
temperaturas menores quando a razão entre 
proteína/ácido diminui. A figura mostra ainda que quando 
a razão proteína/ácido é igual a 10, a variação de 
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Pp 1,2-CCD em tampão Tris-HCl (20mM Tris, 50mM 
NaCl, pH 8,0). A concentração final de SDS foi 5 mM, 
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FIGURA 31 - Espectros de RPE dos marcadores: (A) CAT-16, (B) 5-
SASL, (C) 12-SASL e (D) 16-SASL incorporados em 
micelas de CTABr na ausência e presença de 0,025 mM 
de Pp. 1,2-CCD em tampão Tris-HCl (20mM Tris, 50mM 
NaCl, pH 8,0). A concentração final de CTABr  foi 1 mM, 
contendo 0,5 mol% de cada marcador de spin.................. 
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várias condições: (A) limite rígido – rotação em torno do 
eixo z somente, (B) aumento na amplitude de movimento 
devido à inclinação e oscilação das cadeias lipídicas na 
bicamada, e (C) movimento isotrópico rápido. Figura 
adaptada de (82)................................................................ 
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FIGURA 36 - Representação esquemática de uma isoterma de 
pressão superficial (π-A)..................................................... 

 

104 

FIGURA 37 - Cinética de adsorção de Pp1,2-CCD em monocamadas 
de DPPC (A) na interface sem lipídios e (B) a diferentes 
níveis de empacotamento de lipídios................................. 

 

 

106 
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FIGURA 40 - Transição de fase de Pp 1,2-CCD determinada por DSC. 
A velocidade de aquecimento foi configurada em 60°C/h 
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FIGURA 42 - Transição de fase de vesículas multilamelares de DMPC 
na ausência (__) e na presença (__) de Pp 1,2-CCD 
determinada por DSC. A velocidade de aquecimento foi 
configurada para ser 60°C/h e a razão molar 
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FIGURA 43 - Coeficiente de dilatação térmica em função da 
temperatura da transição de fase de vesículas 
multilamelares de DMPC na ausência (••••) e na 
presença (••••) de Pp 1,2-CCD determinada por PPC. A 
razão molar lipídio/proteína usada foi de 31....................... 
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FIGURA 44 - Espectro de RPE do marcador 5-PC (fosfatidil colina) em 
vesículas multilamelares de DPPC na ausência (__) e 
presença (__) de Pp1,2-CCD. A razão molar 
lipídio/proteína foi de 40, contendo 0,5 mol% de cada 
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FIGURA 45 - Espectro de RPE do marcador 5-PC (fosfatidil colina) em 
vesículas multilamelares de DMPC na ausência (__) e 
presença (__) de Pp1,2-CCD. A razão molar 
lipídio/proteína foi de 40, contendo 0,5 mol% de cada 
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FIGURA 46 - Regulação da expressão gênica pela insulina. A via de 
sinalização pela qual a insulina regula a expressão de 
genes específicos envolve uma cascata de proteínas 
quinases cada uma ativando a seguinte. O receptor da 
insulina é uma Tirosina quinase específica, as outras 
quinases (todas mostradas em azul) fosforilam resíduos 
de Ser e Thr. MEK é uma quinase de dupla 
especificidade, que fosforila tanto um resíduo de Thr 
quanto um de Tyr em MAPK. MAPK é às vezes chamada 
de ERK (“extracellular regulatated quinase”). Figura 
adaptada da referência (55)............................................... 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

124 

FIGURA 47 - Diagrama esquemático da região N-terminal do domínio 
SH2 de SH-PTP2 complexada com um peptídeo derivado 
da Tyr895 de IRS-1. Figura adaptada da referência (104). 
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FIGURA 50 - Análise por eletroforese em gel SDS-PAGE 15% das 
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FIGURA 56 - Cinética de auto-fosforilação de FGFR2 quinase 
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FIGURA 58 - Ensaio de Western Blot mostrando que FGFR2 quinase 
foi fosforilada após o experimento de cinética. (1) a 
fração de quinase que foi tratada com CIP antes do 
experimento cinético, (2) fração de quinase antes do 
tratamento com CIP. As bandas (4) e (6) representam 
alíquotas em duplicata de quinase logo após a realização 
do experimento de autofosforilação, enquanto que as 
bandas (3) e (5) são os seus respectivos controles........... 
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FIGURA 60 - Cinética de fosforilação de p52Shc mediada por FGFR2 
quinase realizada na temperatura de 10 oC. No painel 
superior vemos a variação da potência térmica 
instrumental após injeção de 10 µL de ATP à 25 mM 
dentro da cela de amostra contendo 0,1 µM FGFR2 
quinase e 10µM p52Shc. No painel inferior vemos a 
curva cinética calculada da isoterma acima juntamente 
com melhor ajuste usando-se o modelo de Michaelis-
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FIGURA 61 - Cinética de fosforilação de p52Shc mediada por FGFR2 
quinase realizada na temperatura de 15 oC. No painel 
superior vemos a variação da potência térmica 
instrumental após injeção de 10 µL de ATP à 25 mM 
dentro da cela de amostra contendo 0,1 µM FGFR2 
quinase e 10µM p52Shc. No painel inferior vemos a 
curva cinética calculada da isoterma acima juntamente 
com melhor ajuste usando-se o modelo de Michaelis-
Menten (__) sobreposto ao modelo de Hill (__)................. 
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FIGURA 62 - Cinética de fosforilação de p52Shc mediada por FGFR2 
quinase realizada na temperatura de 20 oC. Podemos 
notar que não é possível ajustar os dados segundo o 
modelo de Michaelis-Menten (__). No entanto, podemos 
ver um bom ajuste dos dados pelo modelo de Hill 
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Um dos principais objetivos da bio-físico-química contemporânea é conseguir 

entender as bases moleculares dos fenômenos de especificidade e reconhecimento entre 

proteínas e ligantes. Proteínas podem reconhecer e ligar-se de forma reversível a pequenas 

moléculas alvo de baixo peso molecular, outras macromoléculas e a estruturas 

supramoleculares. Sendo assim, a caracterização destas interações consiste em investigar 

a inter-correlação entre função, estrutura, cinética e energia do sistema sob condições 

físico-químicas bem definidas (1).  

Interações entre proteína-proteína, proteína-ligante e proteína-lipídio são apenas 

alguns exemplos de sistemas biológicos onde uma grande variedade de métodos 

experimentais é usada para a determinação direta e indireta de quantidades dinâmicas e 

termodinâmicas que governam o processo de interação destas biomoléculas (2-9). Uma vez 

que praticamente todas as reações químicas envolvem mudanças na entalpia, as técnicas 

calorimétricas são de aplicabilidade universal na determinação dos parâmetros 

termodinâmicos de uma reação com grande precisão. As principais técnicas calorimétricas 

disponíveis hoje são calorimetria de titulação isotérmica (ITC), calorimetria de varredura 

diferencial (DSC) e calorimetria de perturbação por pressão (PPC), sendo que, com estas 

técnicas, é possível atualmente se medir diretamente as variações de entalpia devido às 

interações de quase todos os processos biológicos (1, 9, 10) e dentro de certos limites, 

dependendo do arranjo experimental, esses métodos podem, ainda, ser usados para se 

obter a constante de equilíbrio da reação de ligação KB, a estequiometria de ligação de n 

moléculas (10, 11), parâmetros relacionados à compressibilidade e expansão de 

macromoléculas durante uma transição (6, 9-12) e parâmetros cinéticos tradicionais KM e 

kcat, importantes para catálise enzimática (2, 13-18). Com a calorimetria também é possível 

se traçar o perfil termodinâmico de uma reação de ligação de uma proteína ao seu ligante, 

incluindo a variação da energia livre ∆G0 e entropia ∆S0 (1).  

Dentre os problemas biológicos acima citados podemos destacar o uso de ITC para 

o estudo de reações catalisadas por enzimas. O uso desta técnica aumentou bastante nos 

últimos anos e isso foi possível devido aos avanços no desenvolvimento dos instrumentos 

hoje disponíveis. Estudos pioneiros envolvendo o uso de técnicas calorimétricas em tais 

reações foram realizados pelo grupo do Prof. Julian Sturtevant (Yale University), cujas 

contribuições nesta área datam do começo dos anos 50. Alguns anos depois, Sturtevant 

publicou uma série de investigações calorimétricas de reações orgânicas, mostrando que 

calorimetria é uma técnica poderosa para monitorar cinética de reações (13). 

Outras técnicas que podemos destacar no estudo de sistemas de interesse biológico 

são Ressonância Paramagnética Eletrônica (RPE) e a técnica das monocamadas de 

Langmuir. Estas duas técnicas foram usadas neste trabalho para monitorar a interação de 

uma proteína com modelos de membranas. 
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A aplicabilidade de RPE é bastante diversa (19-21), mas aqui destacamos sua 

utilização como uma ferramenta altamente sensível no monitoramento de espécies 

paramagnéticas presentes durante a interação proteína com modelos de membrana e 

proteína com ligante. Uma vez que a ocorrência de espécies paramagnéticas naturais em 

sistemas biológicos é baixa, um recurso muito utilizado para contornar este problema é 

incorporar um marcador de spin no sistema biológico de interesse. Na maioria das vezes 

este marcador de spin é uma molécula orgânica que possui um radical livre em sua 

estrutura e para ser eficiente é importante que possua as seguintes características: 1) o 

radical precisa ser estável o suficiente frente às diversas condições de pH, temperatura e a 

concentração de sal normalmente encontradas em sistemas biológicos; 2) o marcador 

precisa possuir propriedades físicas únicas e distintas do sistema biólogos  de interesse e 3) 

o marcador de spin, uma vez incorporado, não deve interferir ou interferir muito pouco na 

estrutura do sistema de interesse, seja uma proteína ou um modelo de membrana. O 

marcador de spin mais comumente usado é radical nitróxido (N-O) que liga-se 

covalentemente a uma molécula repórter, como um fosfolipídio no caso de estudos 

envolvendo membranas biológicas ou um resíduo de cisteína no caso de estudos estruturais 

de proteínas (19, 20). Uma vez incorporados, os marcadores de spin serão capazes de dar 

informações importantes do ambiente físico-químico em que estas moléculas se encontram, 

como, polaridade do meio, viscosidade, estrutura e ordenamento do meio e também 

restrição ao seu movimento (19, 20, 22-24). 

As monocamadas de Langmuir são originalmente uma técnica útil para estudos da 

interação em arranjos bidimensionais de moléculas anfipáticas, no entanto esta pode ser 

usada com grande versatilidade como modelo de membrana no estudo das interações de 

lipídios com moléculas e macromoléculas diversas. Por se tratar de uma meia membrana 

propriamente dita, esta se mostra muito útil quando os processos de interação ocorrem na 

superfície do modelo de membrana (não sendo quando os processos de interação atingem 

níveis transmembrana). Utilizando composições de lipídios diversos, é possível por meio 

desta técnica, variar de uma maneira controlada a densidade de fosfolipídios contidos em 

uma área bem definida, e a dinâmica das interações entres estas moléculas é monitorada 

via medidas de pressão superficial (25-27). Uma vez que a pressão superficial está 

relacionada com a variação do empacotamento dos lipídios que formam a monocamada, a 

presença de ligantes ao sistema deve mudar sensivelmente este parâmetro devido à 

adsorção destes ligantes na monocamada.      

Problemas em Biofísica Molecular requerem muito comumente uma abordagem que 

integre diversas técnicas experimentais e/ou teóricas a fim de se obter a maior quantidade 

de informação possível de um sistema complexo como uma macromolécula biológica e seus 

ligantes. Sendo assim, o presente trabalho de tese está dividido em duas partes que 
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encontram coesão quando vistas sob a luz do entendimento de processos reacionais 

catalisados por enzimas e cuja investigação envolveu a supracitada abordagem 

multitécnicas. Este trabalho também foi o primeiro de nosso grupo onde se fez uso mais 

intensivo das técnicas calorimétricas e, por isso, é dada especial atenção a sua descrição 

em um dos capítulos subseqüentes. 

Na primeira parte, utilizamos ITC como técnica padrão para estudar a reação 

enzimática catalisada por clorocatecol 1,2-dioxigenase de Pseudomonas putida (Pp 1,2-

CCD) frente ao substrato catecol. Os resultados obtidos mostraram que a atividade catalítica 

de Pp 1,2-CCD foi influenciada pela quantidade de produto formado, o que nos levou a 

investigar o papel que o produto desta reação, ácido cis-cis-mucônico, exerce no processo 

catalítico. Para isso, utilizamos DSC para medir a estabilidade térmica de Pp 1,2-CCD na 

presença do produto da reação e RPE para investigar  a interação do produto com o sítio 

catalítico de Pp 1,2-CCD. Com a resolução da estrutura de alguns membros da família das 

dioxigenases (28-32), descobriu-se que estas proteínas possuíam uma densidade eletrônica 

na região de interface dos monômeros que era compatível com a densidade eletrônica de 

um fosfolipídio, levantando então a hipótese de que proteínas desta família seriam capazes 

de interagir com membranas. Sendo assim, utilizamos as técnicas de DSC, RPE e 

monocamadas de Langmuir para testar essa hipótese em Pp 1,2-CCD, que atualmente não 

possui estrutura resolvida. 

A segunda parte de estudos adicionada a este trabalho se refere ao período de 

doutorado sanduíche realizado na Universidade de Londres (UCL-University College 

London), onde estudamos a especificidade da sinalização mediada por uma tirosina 

quinase. Sabe-se que a fosforilação reversível da cadeia lateral de aminoácidos de Tyr é um 

princípio de regulação da atividade de enzimas e de sinalização de proteínas largamente 

utilizado pelas células (33) e por meio desta função, proteínas quinases, como FGFR2 

quinase, exercem um papel fundamental na regulação do metabolismo celular, expressão 

gênica, crescimento, divisão e diferenciação celular. As FGFs tornam-se ativas pela 

autofosforilação dos resíduos de Tyr localizados em seu sítio ativo e este processo leva à 

subseqüente autofosforilação de outros resíduos de Tyr localizados fora de seu sítio ativo. 

Este último passo é responsável pelo recrutamento de proteínas importantes para 

sinalização celular, como Shc (34, 35). Shc é, por sua vez, uma proteína adaptadora 

importante para a formação dos chamados complexos de sinalização primários (early 

signalling complexes-ESC) (36). Esta proteína é formada por uma domínio de ligação para 

fosfotirosinas (PTB-Phosphotyrosine Binding Domain) em sua região N-terminal, um domínio 

com homologia ao colágeno 1 (CH1-Collagen Homology) na região central da proteína com 

3 sítios de fosforilação (Tyr) e um domínio SH2 (Src Homology 2) na região C-terminal (2). 

Sabemos que Shc interage com quinase via domínio PTB e que seu domínio SH2 
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permanece inativo para interação com outras proteínas até que o domínio CH1 seja 

fosforilado (36). Por isso, acreditamos que a caracterização deste sistema no que diz 

respeito à interação e à cinética de fosforilação de tanto de FGFR2 quanto de p52Shc torna-

se importante para o entendimento dos mecanismos de ação destas proteínas, haja vista 

que, a sinalização anormal mediada por este sistema estaá relacionada a múltiplas 

displasias humanas e alguns tipos de câncer (34, 35). Sendo assim, utilizamos neste 

trabalho ITC para acessar com sucesso a cinética de autofosforilação da FGFR2 quinase e 

a cinética de fosforilaçao da proteína p52Shc humana mediada por FGFR2 quinase (36-39).  
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1.1 Introdução 

 

 

Pseudomonas putida é uma bactéria gram-negativa, capaz de crescer em 

uma grande variedade de substratos orgânicos. Esta bactéria vive no solo ou na 

água e exerce um papel importante em processos tais como: decomposição, 

biodegradação e nos ciclos do carbono e nitrogênio. Este organismo apresenta uma 

considerável diversidade metabólica, pois se utiliza de uma grande variedade de 

fontes de carbono, incluindo moléculas que poucos outros organismos são capazes 

de degradar. Devido à sua capacidade altamente especializada, esta bactéria 

tornou-se relevante em processos de bioremediação (40).  

Dentre as enzimas responsáveis pela diversidade metabólica de P. putida, a 

enzima clorocatecol 1,2-dioxigenase (Pp 1,2-CCD) catalisa a clivagem de compostos 

aromáticos que são o resultado de diferentes vias de degradação daquilo que se 

convencionou chamar de funil metabólico (41, 42). A reação catalisada por Pp 1,2-

CCD envolve a ativação de uma molécula de oxigênio seguida pela incorporação 

dos átomos desta molécula ao substrato (43, 44), que pode ser tanto o catecol 

quanto um de seus vários derivados (Figura 1). No caso de Pp 1,2-CCD e outras 

enzimas que pertencem à família das dioxigenases intradióis (Figura 2), os 

compostos aromáticos são clivados entre os dois grupos hidroxil encontrados na 

estrutura do catecol (45). 

 

Figura 1 – Esquema das reações catalisadas por enzimas da família das dioxigenases intradióis. 
Adaptada da referência (46).  
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Figura 2 – Representação da molécula de catecol mostrando as três maneiras que a fissão do anel 
benzênico pode ocorrer: (a) clivagem intradiol, (b) clivagem extradiol proximal e (c) 
clivagem extradiol distal. R representa os radicais que podem ligar-se à molécula, tal qual 
o íon cloro.  

 

 

As estruturas tridimensionais de alguns membros da família das catecol 1,2-

dioxygenase (1,2-CTD) foram determinadas recentemente: 1,2-CTD de 

Acinetobacter calcoaceticus (Ac 1,2-CTD) (47) e 1,2-CCD de Rhodococcus opacus 

1CP (Rho 1,2-CCD) (29, 30). Os membros desta família são homodímeros que 

possuem um íon Fe3+ em seus sítios ativos (Figura 3), sendo que a coordenação 

esférica do íon ferro é formada por dois resíduos de tirosina, dois resíduos de 

histidina e um grupo hidroxil (Figura 4). Uma diferença notável em respeito à 

especificidade ao substrato foi observada quando as atividades de 1,2-CCD e 1,2-

CTD foram comparadas. A primeira enzima é capaz de catalisar um intervalo muito 

maior de substratos do que a última (46), o que nos leva a crer que exista uma 

diferença estrutural fundamental entre os bolsões que formam os sítios catalíticos de 

1,2-CCD e 1,2-CTD. Podemos, então, supor que o sítio de ligação ao substrato em 

1,2-CCD provavelmente apresenta uma distribuição histérica e eletrônica que 

permite a acomodação do átomo de Cl presente na estrutura do substrato 

clorocatecol (48), de modo que, um sítio de ligação ao substrato de tamanho maior, 

deve ser o responsável pela capacidade de 1,2-CCD em catalisar outros derivados 

do catecol, como o metilcatecol (46, 48). 
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Figura 3 – Estrutura dimérica (αFe3+)2 da Rho Clorocatecol 1,2-Dioxigenase. Na figura podem ser 
vistos os domínios catalíticos e de dimerização (ligação), bem como a entrada de acesso 
do substrato para o sítio ativo. Figura adaptada da referência (30). 

 

 

 

Figura 4 – Coordenação de resíduos do sítio catalítico de Rho 1,2-CCD. O sítio catalítico contém um 
núcleo de Fe3+ ligado a quatro resíduos: Tyr-134, Tyr-169, His-194 e His-196. Esta 
coordenação His2Tyr2 é típica para todas as dioxigenases intradióis. Figura adaptada da 
referência (30). 

 

 



50 

 

Além do interesse pelos mecanismos de ação básicos apresentados por 

essas enzimas, os altos níveis de lixo industrial, ricos em compostos aromáticos, que 

são jogados no meio ambiente continuamente, tornam 1,2-CCD e 1,2-CTD enzimas 

bastante atrativas em estratégias de engenharia de proteínas, que tem como 

objetivo produzir enzimas mais eficientes para aplicações em processos de 

biotecnologia (49, 50). Neste caso, Schlosrich e colaboradores relataram a 

existência de vários mutantes de uma dioxigenase extradiol que apresentaram 

atividade intradiol (50). Em outro estudo (49), Caglio e colaboradores publicaram 

com sucesso que, por meio de mutações específicas, as propriedades catalíticas de 

1,2-CTD de A. radioresistens S13 foram ajustadas de forma a produzir não apenas 

enzimas com alta atividade catalítica e boa estabilidade, mas também enzimas cuja 

especificidade foi alterada de forma que a proteína passasse a catalizar também 

substratos clorados. 

Outra característica marcante que surgiu com a determinação das primeiras 

estruturas da clorocatecol e catecol dioxigenases foi a presença de moléculas 

anfipáticas em um bolsão localizado perto da interface entre os monômeros que 

formam o dímero (28-32). Desta maneira, uma questão imediata que surge deste 

resultado é se as dioxigenases intradióis possuem a capacidade de se ligar a 

membranas biológicas. Em um trabalho anterior de nosso grupo, mostramos que a 

clorocatecol 1,2-dioxigenase de Pseudomonas putida (Pp 1,2-CCD), objeto de 

estudo desta tese e cuja estrutura tridimensional ainda não é conhecida, também 

tem a capacidade de se ligar a monômeros do ácido esteárico e de fosfolipídios e 

que a presença destes diminui a atividade enzimática da proteína (28). 

No presente trabalho, damos continuidade aos estudos de nosso grupo com a 

enzima Pp 1,2-CCD desta feita abordando duas questões ainda não entendidas: 1) o 

papel das moléculas que interagem com a enzima durante o ciclo de catálise 

enzimática (substrato e produto) e 2) a possível interação da Pp 1,2-CCD não 

somente com os monômeros de fosfolipídios, mas também com miméticos de 

membranas de interesse biológico. Para isso, nos valemos de uma abordagem 

conjunta na qual utilizamos as técnicas de Ressonância Paramagnética Eletrônica 

(RPE), Calorimetria de Titulação Isotérmica (ITC), Calorimetria de Varredura 

Diferencial (DSC), Calorimetria de Perturbação por Pressão, (PPC) e a técnica de 

monocamadas de Langmuir. 
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1.2 Materiais e métodos 

 

 

Nesta seção, apresentamos uma introdução sobre os conceitos fundamentais 

das técnicas em biofísica molecular empregadas no desenvolvimento de nosso 

trabalho de tese, com especial ênfase às técnicas de calorimetria já que se trata do 

primeiro trabalho de nosso grupo onde foi feito uso mais intensivo dessas 

metodologias. 

 

 

1.2.1 Expressão e purificação de Pp 1,2-CCD 

 

 

A proteína Pp 1,2-CCD de Pseudomonas putida foi expressa em Escherichia 

coli BL21(DE3) como descrito em (51). As células de E. coli contendo o plasmídeo 

pTYBCLCA foram usadas para preparar uma cultura de células (pré-inóculo) em 

meio LB (Luria Brough) contendo 100 µg/mL do antibiótico ampicilina. A quantidade 

de 10 mL do pré-inóculo foi diluída em 500 mL de meio LB, no qual foi adicionado 

previamente 0,25 g/L de FeSO4⋅7H20  mais 100 µg/mL de ampicilina. Estas células 

foram deixadas para crescer em incubadora sob agitação de 250 rpm na 

temperatura de 37°C. As células cresceram até que se atingisse densidade óptica 

em 600nm de 0,6. Nesta etapa, a expressão de Pp 1,2-CCD foi induzida pela adição 

de 0,3 mM IPTG (isopropil-β-D-tiogalactopiranosídeo) ao meio de cultura, seguida, 

de uma espera de 5 horas na temperatura de 22oC. Após este período, as células 

foram imediatamente colhidas por centrifugação a 4.000 x g na temperatura de 4 oC 

por 10 minutos. O “pellet” formado durante a centrifugação foi ressuspendido em 30 

mL de tampão Tris-HCl (20 mM Tris-HCl, 500 mM NaCl, 20 mM PMSF, pH 8.0), e 

lisado logo em seguida por sonicação. Os restos celulares provenientes do processo 

de sonicação foram separados do sobrenadante por centrifugação a 20.000 x g na 

temperatura de 4oC por 30 minutos. Após centrifugação, o sobrenadante foi injetado 

em coluna de quitina (NBL) previamente equilibrada com o mesmo tampão utilizado 

para ressuspender as células. A coluna de quitina foi então lavada com um volume 

do tampão anterior equivalente a 10 volumes da coluna e, subseqüentemente, com 

2 volumes de tampão de clivagem (20 mM Tris-HCl, 50 mM NaCl, 30 mM DTT, pH 
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8.0). Finalmente, a proteína eluída foi exaustivamente dialisada contra tampão de 

clivagem para remover DDT. A concentração da proteína recombinante foi 

determinada por absorção na região do UV (280 nm) usando o coeficiente de 

extinção molar teórico baseado na composição de aminoácidos da proteína em 

questão (52). A pureza foi verificada por eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-

PAGE 15% (53) (Figura 5). Catecol, substrato para a reação de desoxigenação, e 

ácido cis-cis-mucônico foram adquiridos de Sigma-Aldrich. 

 

 

 

Figura 5 – Análise da purificação da enzima Pp 1,2-CCD por eletroforese em gel de poliacrilamida 
SDS-Page 15%: (1) padrão GE de massas moleculares; (2) pellet após sonicação e 
centrifugação; (3) extrato bruto - parte solúvel – após passar pela resina de purificação 
por afinidade; (4) lavagem com tampão de suspensão; (5) primeira eluição com tampão 
de clivagem e DTT – imediata; (6) segunda eluição com tampão de clivagem – após 12 
horas de descanso; (7) proteína concentrada em tampão de clivagem. 

 

 

1.2.2 Calorimetria de titulação isotérmica (ITC)  

 

 

Até a década de 1970 todas as análises biocalorimétricas eram feitas 

majoritariamente em laboratórios equipados com calorímetros de construção própria. 

Foi apenas na década de 1980 que calorímetros, incluindo os calorímetros 

diferenciais de varredura (DSC) e o ITC, se tornaram comercialmente disponíveis. O 

termo “micro-calorímetro isotérmico” é comumente designado para calorímetros que 

trabalham na escala de micro-watts e o experimento é conduzido sob condições 

(1) (2) (3) (4) (5) (6) (7) 
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essencialmente isotérmicas. Do ponto de vista do calor medido, podemos dividir os 

calorímetros em três principais grupos: adiabáticos, por condução de calor e por 

potência compensada (1). Aqui será tratado este último tipo de calorímetro. 

Basicamente um equipamento de ITC consiste em duas celas idênticas 

(Figura 6) feitas de um material condutor de calor bastante eficiente (geralmente 

Hasteloy). Estas celas são envolvidas em uma câmara adiabática cujo resfriamento 

é feito usualmente por um banho de água circulante. Um circuito termo-sensível 

detecta as diferenças de temperatura entre as duas celas e a câmara. Aquecedores 

localizados em ambas as celas e também na câmara adiabática são ativados 

quando necessário para que todos os componentes envolvidos no experimento 

estejam na mesma temperatura.  

 

Figura 6 – Desenho da cela de amostra e referência, câmara adiabática e o conjunto 
injetor/misturador. Para se realizar um experimento abaixo da temperatura ambiente 
um líquido refrigerante (água) passa por canais nas paredes da câmara adiabática e 
uma bomba externa produz vácuo dentro da câmara para prevenir condensação. 
Figura adaptada da referência (10). 

 

 

Durante um experimento de ITC, a cela de referência é preenchida com água 

ou solução tampão enquanto que a cela de amostra é preenchida com a solução de 

tampão contendo a macromolécula de interesse. Uma quantidade conhecida de 

potência térmica (< 1 mW) é dissipada no aquecedor acoplado à cela de referência. 
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Este aquecimento na cela de referência ativa o outro aquecedor localizado na cela 

de amostra, que a aquece de modo que a diferença de temperatura ∆T entre as 

celas seja igual a zero. A solução tampão contendo o ligante é titulada dentro da 

cela de amostra por uma seringa de vidro de alta precisão. Esta seringa possui uma 

agulha de material inoxidável com pequenas pás em sua extremidade. A titulação é 

automatizada por um motor de passo controlado por computador que também faz a 

seringa girar a uma freqüência constante enquanto ocorre a titulação da solução de 

ligante. Este procedimento ocorre a fim de se misturar rapidamente os reagentes. 

Durante a titulação, a reação entre os componentes vai liberar ou absorver calor, 

dependendo se a reação é exotérmica ou endotérmica, respectivamente. Para uma 

reação exotérmica, a temperatura na cela de amostra aumenta e a resposta do 

aquecedor acoplado nesta cela diminui a taxa de potência térmica fornecida de 

modo a manter o experimento em condições isotérmicas. Deste modo, a taxa de 

potência térmica, que é constantemente monitorada em função do tempo, sofre uma 

deflexão negativa indicando a quantidade de calor que o aquecedor deixou de 

fornecer para a cela de amostra. Por outro lado, se a reação entre os componentes 

é endotérmica, a temperatura dentro da cela de amostra diminui. O aquecedor então 

fornece calor para a cela de modo a compensar o calor absorvido durante a reação. 

Assim, a taxa de potência térmica observada sofre uma deflexão positiva indicando 

a quantidade de calor em função do tempo que foi fornecida para a cela de amostra 

a fim de manter as condições isotérmicas do experimento (1, 9-11). Para ilustrar, a 

Figura 7 a seguir mostra o “layout” de um experimento onde está sendo titulada 

água dentro da cela de amostra contendo água. Este procedimento é feito 

geralmente para se certificar que a cela de amostra está limpa. 
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Figura 7 – “Layout” do experimento de titulação de água contra água para obtenção de linha de base. 
Neste experimento podemos verificar a notória sensibilidade no registro do calor de 
diluição da água em água a cada titulação. Podemos ver ainda que este calor de diluição é 
exotérmico, pois a cada titulação (setas) vemos uma deflexão negativa na potência 
térmica instrumental. 

 

 

1.2.3 Cinética enzimática por ITC 

 

 

Para se entender qualquer processo bioquímico é necessário se estudar as 

reações enzimáticas que caracterizam um sistema individualmente. A principal 

abordagem para se entender os mecanismos de uma reação catalisada por enzima 

é determinar a velocidade da reação e como ela varia em resposta às mudanças dos 

parâmetros experimentais (46, 54-57). A concentração de substrato [S] é um 

importante fator de influência na taxa de uma reação catalisada por uma enzima. No 

entanto, é difícil se estudar os efeitos da concentração de substrato devido ao fato 

que sua concentração varia com o tempo no curso de uma reação em que este é 

convertido para produto. Para contornar este problema, uma abordagem simples é 

utilizada para medir a taxa inicial ou velocidade inicial, denominada por v0, onde a 

concentração de substrato, [S], é muito maior que a concentração de enzima, [E] 

(55, 57). Em um experimento típico, são utilizadas [E] da ordem de nanomolar, 

enquanto [S] deve ser 3-4 ordens de grandeza maior. Assim, o começo da reação 

pode ser monitorado de modo que nestas condições um percentual pequeno de [S] 
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(cerca de 5%) é consumido (2, 13-18, 46, 54, 56-59). O efeito da variação da 

concentração de substrato sobre v0, quando a concentração de enzima é constate, 

pode ser visto na Figura 8. 

 

Figura 8 – Efeitos da concentração de substrato sobre a velocidade inicial de uma reação catalisada 
por enzima. Esta curva foi gerada pela equação de Michaelis-Menten implementada no 
programa MicroCal Origin 7.0. Os parâmetros foram escolhidos como segue: KM = 4,3 µM, 
kcat = 0,084 s-1 e a concentração de enzima foi mantida fixa em 100 nM. Na concentração 
de substrato indicado pela linha azul, metade das moléculas de enzima está complexada 
ao substrato e a taxa da reação é exatamente metade da velocidade máxima vmax. 

 

 

Em concentrações relativamente baixas de substrato, a velocidade inicial da 

reação (v0) aumenta quase que linearmente com o acréscimo de [S]. Em 

concentrações mais altas de [S] esta velocidade aumenta cada vez menos até 

atingir uma região de “plateau” onde a velocidade inicial da reação é máxima (vmax). 

A chave para se entender este comportamento cinético está estritamente 

relacionada com a formação do complexo enzima-substrato (ES) da reação. O 

modelo cinético mostrado na Figura 8 levou grandes cientistas, como Henri e Wurtz, 

a proporem em 1903 que a combinação de uma enzima com seu substrato para 

formar o complexo ES é uma etapa necessária para catálise enzimática. Mais tarde 

em 1913, esta idéia foi expandida, por Leonor Michaelis e Maud Menten, em uma 

teoria geral para cinética de enzimas. Menten postulou que uma enzima 
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primeiramente se combina de forma reversível ao seu substrato para formar o 

complexo ES em um passo de reversibilidade relativamente rápido (Eq.1). 

� + � ���⇌�� ��                                                                        	1� 

O complexo ES então se rompe em uma reação mais lenta para produzir enzimas 

livres e o produto P da reação (Eq.2). 

�� ������ � + �                                                                     	2� 

Por ser mais lenta, a segunda reação limita a velocidade da reação como um todo, 

fazendo com que esta velocidade seja proporcional à concentração das espécies 

que reagem no segundo passo, ou seja, ES (54-57).  

Em um dado instante de uma catálise enzimática, a enzima pode ser 

encontrada em duas formas, livre (ou forma não-combinada [E]) e na forma 

combinada ES. Com o aumento da concentração de substrato existem mais 

moléculas disponíveis para formar o complexo ES, pois o equilíbrio da equação 1 é 

favorável para a formação deste complexo. A velocidade inicial máxima (Figura 8) da 

reação é observada quando todas as moléculas de enzima estão virtualmente 

ligadas a moléculas de substrato (55, 57). Esta curva que relaciona a dependência 

das velocidades iniciais v0 com a variação de [S] tem a mesma forma geral para a 

maioria das catálises enzimáticas e se aproxima de uma hipérbole retangular. Este 

comportamento pode ser expresso algebricamente pela equação de Michaelis-

Menten: 

�� = ���� ∙ ���
�� + ��� =  !�" ∙ ��"#"�$� ∙ ���

�� + ���                                              	3� 

A caracterização apropriada de uma enzima que segue o mecanismo de Michaelis-

Menten consiste em se determinar a constante de Michaelis, KM, e a taxa de 

conversão enzimática kcat. A razão kcat /KM é uma medida da eficiência catalítica de 

uma enzima. Estes parâmetros são frequentemente determinados por um conjunto 

de experimentos que envolvem medidas ópticas ou eletroquímicas. Devido ao fato 

que a maioria dos substratos e/ou produtos não possuem propriedades úteis a estes 

métodos, os estudos enzimáticos são feitos muitas vezes utilizando substratos 

modificados ou ensaios enzimáticos acoplados. No entanto, o uso de tais estratégias 

pode acarretar em erros significativos na determinação dos parâmetros cinéticos kcat 

e KM (13). Virtualmente todas as reações químicas, incluindo aquelas catalisadas por 

enzimas, ocorrem com a liberação ou absorção de calor fazendo, deste modo, a 
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técnica calorimétrica de ITC muito útil para seu monitoramento (2, 13, 14, 16, 17, 

59). 

A taxa de uma reação enzimática é obtida através da mudança da potência 

térmica instrumental fornecida à cela de amostra decorrente do calor gerado ou 

absorvido após a adição de substrato ou enzima por uma seringa agitadora. Uma 

deflexão negativa na potência térmica instrumental será vista no caso da reação 

liberar calor (reação exotérmica) e uma deflexão positiva será vista na potência 

térmica instrumental no caso da reação absorver calor (reação endotérmica). Uma 

reação química termodinamicamente favorável é guiada pelo decréscimo de sua 

energia livre (∆G=∆H -T∆S) em que a entalpia é o calor trocado à pressão constante 

entre os componentes do sistema. Deste modo, a taxa de calor gerado devido à 

conversão de substrato em produto deve ser uma medida direta da velocidade da 

reação enzimática (13, 14, 17, 18).  

A quantidade de calor total (a menos do calor proveniente dos efeitos de 

diluição) gerado para transformar n moles de substrato em produto é dada por: 

&' = ( ∙  ∆* = ���"#"�$ ∙ ��  ∙  ∆*                                             	4� 

onde V0 refere-se ao volume inicial de solução na cela de amostra, [P] é a 

concentração molar de produto gerado ao final da reação, ou seja, quando todo o 

substrato for convertido em produto e ∆H refere-se à entalpia molar da reação. 

Desta maneira, o calor gerado por uma enzima fornece imediatamente a taxa de 

reação enzimática: 

�,-ê(./0 =  1&
1- =  1���

1-  ∙ �� ∙ ∆*                                             	5� 

Se rearranjarmos a equação acima, temos que, 

�34,./1013 =  1���
1- =  1

�� ∙ ∆* ∙ 1&
1-                                           	6� 

A equação 6 nos diz que para determinarmos a velocidade de uma catálise 

enzimática devemos determinar não somente a variação de calor com o tempo 

(dQ/dt), mas também a entalpia da reação ∆H. Esta grandeza é determinada 

dividindo-se o calor total (Qtotal) gerado em uma reação catalisada pela enzima, 

quando o substrato é totalmente convertido em produto, pela concentração molar de 

substrato envolvido na reação. O calor total pode ser obtido integrando-se a área 

sob a curva (termograma): 
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∆* =  1
���"#"�$ ∙ V� ∙ 7 1&	-�

1- 1-"8∞
"8�

                                           	7� 

Se for necessário, a concentração [S] pode ser calculada em qualquer instante 

usando-se a seguinte equação, 

���" = ���� − 1
�� ∙ ∆* ∙ 7 1&	-�

1-
"

�
1-                                             	8� 

onde [S]0 é a concentração de substrato inicial (3,14,16-19,60). Para ilustrar, a 

Figura 9 mostra a isoterma obtida na hidrólise de uréia catalisada pela enzima 

uréase de H. pylori (17). 

 

 

 

Figura 9 - Reação catalisada pela enzima urease a 37°C. Em (A), a potência (ou fluxo de calor) em 
função do tempo foi medida em condições estacionárias, onde a cela do calorímetro foi 
preenchida com uma solução contendo enzima (urease) e substrato (uréia) foi injetado 
como indicado pelas setas. A concentração de enzima utilizada foi 50 pM, enquanto que a 
concentração de substrato dentro da cela foi de 88 µM. Uma segunda injeção foi feita 10 
minutos depois, onde foram adicionados mais 88 µM de uréia dentro da cela, mostrando a 
variação da potencia térmica dQ/dt com o aumento da concentração de substrato. Em (B), 
a completa conversão de substrato em produto para se obter o valor de ∆H da reação. 
Neste experimento, uma quantidade de 513 µM de uréia foi consumida por 4 nM de 
urease gerando um ∆H = - 10,4 ±0,1 Kcal/mol. O experimento também indica que não há 
inibição durante a formação do produto. Figura adaptada da referência (17). 

 

 

1.2.3.1 Considerações práticas 

 

 

A primeira coisa a levarmos em consideração quando pretendemos fazer um 

experimento de ITC é que todos os reagentes estejam em uma mesma solução 

tampão. Este procedimento é feito para evitar calores excessivos de diluição entre 

soluções tampão diferentes. Para isso, a enzima deve ser dialisada contra uma 
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solução tampão propriamente escolhida e usamos o mesmo tampão para preparar a 

solução contendo o substrato. Em alguns casos, também é possível dialisarmos o 

substrato contra o tampão escolhido. Outro procedimento importante para qualquer 

experimento de ITC é degasificar as soluções que vão preencher tanto a cela de 

amostra quanto a seringa tituladora. Este procedimento é necessário para evitar que 

o equipamento registre o calor de formação de bolhas. Para se realizar um 

experimento de ensaio enzimático por ITC é necessário quantificar precisamente as 

concentrações molares de enzima e substrato. Isto é feito na maioria das vezes por 

meios espectroscópicos, onde os reagentes possuem cromóforos e coeficientes de 

extinção molares experimentalmente determinados ou calculados. Também é 

necessário determinarmos a entalpia molar da conversão completa de substrato 

para produto, por isso é vantajoso sabermos a concentração molar dos reagentes 

com precisão. É de grande ajuda se existe alguma indicação do valor aproximado de 

KM, pois desta maneira podemos usar este valor aproximado na obtenção de uma 

curva completa de Michaelis-Menten, ou seja, alguns pontos em concentrações 

abaixo e acima de KM. Atualmente existem dois métodos disponíveis para se realizar 

um ensaio cinético: Método das Múltiplas Injeções e Método da Injeção Única. Estes 

métodos são tratados a seguir. 

 

 

1.2.3.2 O Método das Múltiplas Injeções 

 

 

Este método é usado para se estudar cinéticas lentas, em que os valores de 

KM são maiores do que 10 µM ou para cinéticas que ao longo da reação exibam 

inibição por formação de produto. Neste experimento é possível utilizar proteínas em 

concentrações na faixa de picomolar (pM) até concentrações na ordem de 

nanomolar (nM) e concentrações de substratos na faixa de micromolar (µM) a 

milimolar (mM). As velocidades de reação enzimática são determinadas medindo-se 

a mudança na potência térmica instrumental fornecida para a cela de amostra após 

a adição de substrato. Após cada titulação é possível ver picos de calor antes de a 

potência térmica instrumental ficar constante. Estes picos estão relacionados ao 

calor de diluição dos componentes envolvidos no experimento (Figura 10). A 

potência térmica instrumental rapidamente diminui aproximando-se de um novo 
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patamar de estado estacionário. A intenção neste experimento é que ele ocorra de 

modo que, após cada injeção de solução contendo substrato, a condição de estado 

estacionário, [E]<<[S], seja mantida e que não mais que 5% do total de substrato 

sejam consumidos na catálise. Tipicamente 10-30 injeções com intervalos de tempo 

de 1-5 minutos entre cada injeção são suficientes para se obter pares de (velocidade 

da reação enzimática, [S]), e então se construir uma curva catalítica. Cabe lembrar 

que para se obter estes pares de dados devemos antes determinar a entalpia molar 

de conversão total de substrato em produto (Figura 9B); a cada titulação de 

substrato dentro da cela é possível calcular a concentração molar envolvida na 

catálise e a taxa de variação constante de calor (dQ/dt) é determinada diretamente 

do termograma (Figura 10). Deste modo, a velocidade da reação para uma 

determinada concentração de substrato é obtida a partir da equação 6. Os 

parâmetros cinéticos podem, então, ser obtidos ajustando-se os dados através da 

equação de Michaelis-Menten ou pelo método dos duplos recíprocos (55, 57). Na 

Figura 10 é possível se ver um ensaio feito para obtenção das taxas catalíticas da 

hidrólise do substrato p-nitrofenil fosfato (PNPP) pela fosfatase 1 (PP1-γ) (60). 

 

 

 

Figura 10 – Potência térmica instrumental para a taxa de reação da hidrólise do PNPP por PP1-γ. 
Figura adaptada da referência (60). 
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1.2.3.3 Método da Injeção Única 

 

 

Este método requer uma quantidade maior de enzima (1-30 nM), mas é um 

método mais direto para a obtenção dos parâmetros cinéticos do que o método das 

múltiplas injeções. É indicado para reações rápidas (KM menor que 10 µM), onde 

uma única injeção de substrato (10-30 µL à 10-100 µM, dependendo da reação) em 

concentrações maiores que KM é titulada dentro da cela de amostra. A potência 

térmica instrumental é continuamente monitorada conforme o substrato é convertido 

em produto (Figura 9B e Figura 11A). O monitoramento continua até o substrato ser 

totalmente consumido e a potência térmica instrumental voltar para a linha de base 

inicial (17). A taxa da reação é graficada em função da concentração de substrato 

restante, produzindo uma curva catalítica contínua. Os valores de kcat e KM são, 

então, determinados pelo método dos duplos recíprocos (55, 57) ou ajustando-se os 

dados de acordo com a equação de Michaelis-Menten (Eq. 3). Na obtenção da curva 

catalítica são utilizadas as equações 7 e 8 para calcular ∆H e [S] em qualquer 

instante, respectivamente. A taxa de potência instrumental (dQ/dt) é obtida 

diretamente do termograma no intervalo de integração em que foi calculado ∆H e 

[S], o que leva à velocidade de reação (equação 6 e Figura 11B). 

 

 

 

 

 

 

 



63 

 

 

Figura 11 – Hidrólise do BAEE (Na-Benzoyl-Arginine Ethyl Ester) catalisada pela tripsina. Em (A) uma 
solução de 9,6 nM de tripsina foi equilibrada a 25°C dentro da cela de amostra. Após o 
equilíbrio térmico, BAEE foi injetado (seta) para uma concentração final de substrato 
dentro da cela de 171 µM. A potência térmica instrumental foi monitorada até a completa 
conversão do substrato em produto. A curva grossa mostra a catálise da BAEE pela 
tripsina na presença de benzamidina, enquanto que a curva fina mostra a catálise da 
BAEE pela tripsina sozinha. Em (B) vemos a taxa de reação em função da concentração 
de BAEE. Os parâmetros cinéticos encontrados neste experimento foram ∆H = -11,45 
Kcal/mol; KM = 4 µM; kcat = 16 s-1. Ki devido à benzamidina nestas condições foi de 16 
µM. Figura adaptada da referência (17). 

 

 

Os efeitos da inibição por formação de produto também podem ser facilmente 

monitorados pelo método da injeção única. Em uma segunda injeção de substrato, 

se a resposta de calor for à mesma obtida na primeira injeção, o produto não está 

inibindo a reação enzimática. Por outro lado, se a inibição por formação de produto 

ocorre ou se um inibidor competitivo é adicionado na reação, os efeitos causados 

pela inibição podem ser quantificados por várias injeções subseqüentes de substrato 

ou da mistura de substrato-inibidor (17, 60). 

  



64 

 

1.2.3.4 Condições experimentais do ensaio enzimático por ITC  

 

 

Os ensaios calorimétricos foram realizados em um instrumento VP-ITC 

fabricado pela MicroCal Inc. (Northampton, MA) equipado com software para 

controle e aquisição de dados VP Viewer. Os experimentos foram realizados a 25°C 

e a cela de amostra foi preenchida com uma quantidade pré-determinada de enzima, 

enquanto a seringa foi preenchida com substrato. A cela de referência foi preenchida 

com água pura. Durante o experimento, a aquisição da potência térmica instrumental 

foi feita a cada intervalo de um segundo, a velocidade de agitação da seringa foi de 

300 rpm e a sensibilidade do equipamento foi configurada para ser “alta”. O método 

usado para os ensaios enzimáticos foi o das múltiplas injeções e a quantidade de 

reagentes utilizados foi 10 nM de enzima e 1 mM de substrato ambos em tampão 

Tri-HCl (20 mM Tris-HCl, 50 mM NaCl, pH 8.0). Um segundo experimento na mesma 

temperatura foi realizado de maneira que a concentração final de substrato na cela 

fosse menor que 25 µM. Neste caso, as quantidades de reagentes utilizadas foram 

de 200 nM de enzima e 1 mM de substrato no mesmo tampão descrito acima. O 

número, volume e tempo entre cada injeção foi ajustado de forma a otimizar os 

dados em cada experimento. O calor de diluição do substrato, obtido quando 

substrato foi injetado na cela de amostra sem enzima, foi usado para corrigir os 

dados. A análise dos dados, bem como a determinação dos parâmetros cinéticos foi 

feita segundo descrito acima. 

 

 

1.2.3.5 Determinação da entalpia aparente da reação enzimática (∆Hap) 

 

 

A variação de entalpia molar aparente da reação enzimática (∆Hap) quando Pp 

1,2-CCD catalisa catecol em ácido cis-cis-mucônico foi determinada por ITC como 

se segue: a cela de amostra do calorímetro, cujo volume é de 1,43 mL, foi 

preenchida com uma solução de 3 µM de enzima em tampão Tris-HCl (20 mM Tris-

HCl, 50 mM NaCl, pH 8.0), enquanto que a seringa do calorímetro foi preenchida 

com 1 mM catecol. Após um período de equilíbrio térmico do calorímetro, a reação 
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enzimática começou pela injeção de 10 µL da solução de catecol dentro da cela de 

amostra contendo enzima. A catálise completa do catecol em ácido cis-cis-mucônico 

e conseqüente fim da reação enzimática foi indicada pelo retorno da potência 

térmica instrumental para a linha de base. A velocidade de agitação da seringa foi 

300 rpm, enquanto que a taxa de injeção de substrato na cela foi 0,5 µL s-1. A 

potência térmica instrumental (µcal s-1) foi registrada a cada 2 segundos durante o 

experimento. O calor gerado pela diluição do substrato foi determinado em um 

experimento separado sob as mesmas condições experimentais, exceto pelo fato de 

que a cela de amostra do calorímetro foi preenchida apenas com solução tampão. A 

entalpia (∆Hap) foi determinada, primeiramente, subtraindo-se o calor de diluição do 

calor total envolvido na reação enzimática e, em seguida, dividindo-se o valor da 

entalpia resultante, obtida pela integração da área sob a curva do fluxo de calor, pelo 

número de moles de substrato que foram injetados dentro da cela de amostra. 

 

 

1.2.3.6 Ensaio de inibição por produto 

 

 

A cela de amostra do calorímetro foi preenchida com uma solução 600 nM de 

Pp 1,2-CCD enquanto que a seringa foi preenchida com uma solução 50 mM de 

catecol. Ambas as soluções foram preparadas em tampão Tris-HCl (20 mM Tris, 50 

mM NaCl, pH 8,0). O experimento foi realizado a 30 oC e a reação enzimática foi 

seguida medindo-se a mudança na potência térmica instrumental após a injeção de 

3 µL de substrato dentro da cela de amostra. A reação aconteceu até que a 

completa conversão do catecol em ácido cis-cis-mucônico fosse alcançada, fato 

evidenciado pela volta da potência térmica instrumental para a linha de base. Após 

isso, uma segunda e uma terceira injeções de substrato foram realizadas. A 

integração numérica de cada pico foi feita de maneira a se obter o calor total da 

conversão do catecol em produto. Os dados foram corrigidos para o calor de diluição 

do substrato.  
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1.2.4 Calorimetria de Varredura Diferencial (DSC)  

 

 

DSC é uma técnica muito utilizada para se medir o calor absorvido ou 

transferido de uma amostra a pressão constante durante uma mudança física ou 

química. O termo “Diferencial” refere-se ao fato de que o comportamento de uma 

amostra de interesse é comparado a uma amostra de referência que durante o 

experimento não sofre mudanças físicas ou químicas significativas. O termo 

“Varredura” refere-se ao fato de que tanto a amostra de interesse quanto a amostra 

de referência são submetidas a uma variação sistemática da temperatura em um 

intervalo pré-determinado. 

Muitas moléculas importantes de baixo peso molecular não podem ser 

examinadas por DSC ao menos que estas moléculas formem agregados 

moleculares estabilizados por cooperação intermolecular. Estruturas altamente 

cooperativas como os biopolímeros (liposomos, ácidos nucléicos, proteínas) são 

estabilizadas pela cooperação de várias fatores de pequena magnitude (ligações de 

hidrogênio, interações eletrostáticas e efeito hidrofóbico) e sofrem, frequentemente, 

transição de fase como resultado de mudanças conformacionais, fusão, hidratação 

ou desidratação, agregação, desagregação ou uma combinação destes (61). Estes 

são os tipos de moléculas para as quais a análise por DSC fornece parâmetros 

termodinâmicos macroscópicos e às vezes microscópicos (quando esta técnica é 

usada juntamente com técnicas de espectroscopia). Através da técnica de DSC é 

possível se determinar grandezas termodinâmicas absolutas durante uma transição 

termicamente induzida. DSC é frequentemente utilizada para se estudar o 

desenovelamento e reenovelamento de proteínas, estabilidade térmica de proteínas 

na presença de ligantes (como fármacos), transições lipídicas, interações de 

proteínas com fosfolipídios, interação entre proteínas, detecção de domínios de 

membrana, entre outros estudos (61, 62). 

Basicamente, um equipamento de DSC para o estudo de biomoléculas 

consiste em dois pequenos compartimentos (celas) idênticos que são aquecidos 

eletricamente por aquecedores a uma taxa constante (Figura 12). Uma das celas é 

preenchida com solução que contém a amostra a ser estudada (proteína, lipossoma, 

etc.) e a outra cela é preenchida geralmente com o tampão usado para solubilizar a 

amostra de interesse. As celas são mantidas sob pressão atmosférica ou em alguns 
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casos sob pressão de gás inerte, para inibir a formação de bolhas durante o 

aquecimento. Durante o experimento, potência é fornecida pelo aquecedor principal 

para aumentar a temperatura das celas a uma taxa estacionária, enquanto que 

diferenças de temperatura entre as celas de referência e de amostra (∆T1), e entre 

as celas e a câmara adiabática (∆T2) são monitoradas (Figura 12). Através de 

circuitos de resposta, um aquecedor/resfriador localizado na câmara adiabática 

permite a esta atingir a mesma temperatura das celas e aquecedores de resposta 

localizados nas celas compensem qualquer diferença de temperatura entre as estas 

durante a varredura. Um computador controla a potência térmica dissipada nas celas 

e câmara adiabática e faz a aquisição de dados (62, 63).  

 

 

 

Figura 12 – Diagrama para um típico DSC usado para o estudo térmico de soluções diluídas de 
biomoléculas. Figura adaptada da referência (63). 

 

 

Geralmente durante um experimento de DSC, os dados de saída mostram 

potência em função da temperatura (Figura 13).  
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Figura 13 – Imagem da tela do computador durante um experimento de DSC onde as celas foram 
preenchidas com solução tampão. Na figura acima podemos ver como é feita a 
aquisição de dados durante um experimento de DSC. A diferença de potência entre as 
celas no eixo Y (DP em mcal/min) é registrada em função da temperatura. 

 

 

Os dados medidos de potência são convertidos para excesso de capacidade 

térmica molar Cp através da equação: 

1&<1-
1

=> = ?<                                                                	9� 

onde Qp é o calor absorvido pela amostra à pressão constante; t é o tempo; σ é a 

taxa de aquecimento, dT/dt; T é a temperatura; M é o numero de moles de amostra 

usado no experimento. O tempo é convertido para temperatura usando-se a fórmula 

t×σ (62). 

Durante a varredura (aumento ou decréscimo da temperatura), em um 

intervalo que não contém nenhuma transição de fase, as temperaturas de ambas as 

celas variam linearmente com o tempo na mesma taxa de aquecimento σ=dT/dt, e a 

diferença de temperatura entre as celas permanece zero. Isso se reflete de maneira 

ideal em uma linha de base reta e horizontal (Figura 13). Por outro lado, se ocorre 

alguma mudança física ou química no sistema, a temperatura da cela de amostra 

muda de maneira significativa com relação à temperatura da cela de referência. 

Assim, para manter a mesma temperatura em ambas as celas, o excesso de energia 

deve ser compensado (em forma de fluxo de calor para as celas) pelos aquecedores 

durante este processo. Por exemplo, em um processo endotérmico a temperatura da 

cela que contém a amostra diminui (neste caso o processo remove energia do meio 
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para que a transição ocorra, o que leva a um decréscimo da temperatura na cela de 

amostra) em relação à temperatura da cela de referência. Como resultado, os 

aquecedores devem fornecer mais energia (calor) para a amostra em relação à 

referência para manter as temperaturas das celas iguais. Neste caso, esta diferença 

de energia fornecida pelos aquecedores para ambas às celas reflete-se em uma 

deflexão positiva da linha de base original. No caso contrário, onde o processo se 

mostra exotérmico (a transição libera calor para o meio promovendo o aumento da 

temperatura da cela de amostra), os aquecedores devem então fornecer menos 

energia para a cela de amostra do que para a cela de referência para que ambas as 

celas permaneçam na mesma temperatura. Neste caso então, a diferença de 

energia fornecida pelos aquecedores para as celas vai resultar em uma deflexão 

negativa da linha de base original (9, 62). A transição térmica pode ser vista durante 

um experimento através de um gráfico da diferença do fluxo de calor (dQ/dt) entre as 

celas de amostra e de referência em função da temperatura, gerado pelo sistema de 

aquisição de dados do equipamento cuja intensidade do sinal é diretamente 

proporcional à taxa de aquecimento ou resfriamento (dT/dt) da amostra. A Figura 14 

mostra um caso de transição de fase de proteína clássico, onde a proteína em 

questão é a ubiquitina (62). 

 

 

 

Figura 14 – Termograma obtido de uma solução da proteína ubiquitina na concentração de 5 g dm-3. 
A taxa de aquecimento foi de 60oC h-1. No diagrama é possível verificar as definições de 
Tm e ∆Cp. Figura adaptada da referência (62). 
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Figura 15 – Protocolo típico para experimentos de DSC. Figura adaptada da referência (62).  
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1.2.4.1 Condições do experimento de DSC da interação entre Pp 1,2-CCD e ácido 
cis-cis-mucônico  

 

 

Os experimentos de DSC foram realizados em um equipamento VP-DSC 

fabricado por MicroCal Inc. (Northampton, MA). Todas as amostras foram dissolvidas 

em tampão Tris-HCl (20 mM Tris-HCl, 50 mM of NaCl, pH 8.0). As varreduras foram 

realizadas no intervalo de 10-70 °C, com taxa de aquecimento de 60 °C/h e pressão 

aplicada em ambas as celas de amostra e de referência de 22 PSI (pressão por 

polegada quadrada). A quantidade de lipídio usada nos experimentos foi de 1 mg/mL 

enquanto que a quantidade de proteína usada nos experimentos foi de 25 µg/mL. 

Para prevenir a formação de bolhas durante o experimento, as amostras foram 

exaustivamente degaseificadas antes de serem injetadas na cela de amostra do 

calorímetro. A aquisição da linha de base instrumental foi feita no mesmo intervalo 

de temperaturas preenchendo-se ambas as celas de amostra e de referencia do 

calorímetro com tampão. Os termogramas adquiridos foram normalizados pela 

concentração antes de analisá-los. 

 

 

1.2.5 Calorimetria de perturbação por pressão (PPC) 

 

 

Sabemos por experiência cotidiana que o aquecimento de um corpo leva a 

uma expansão do seu volume (64, 65) e que o caso reverso, dificilmente encontrado 

no dia-a-dia, é fisicamente equivalente, ou seja: a redução forçada do volume de um 

corpo pela aplicação de uma pressão isotrópica aumenta a temperatura deste corpo 

(6, 12). Pressões muito altas são necessárias para produção de calor mensurável. 

No entanto, com o recente desenvolvimento da técnica de PPC, é possível se medir 

pequenas variações de temperatura associadas à aplicação de pressões 

relativamente baixas (~5 bar) sobre a amostra de interesse. De uma maneira mais 

apropriada, PPC pode ser definida como sendo um novo método (recentemente 

criado pela MicroCal Inc), que mede o calor consumido ou liberado por uma amostra 

após uma mudança repentina de pressão aplicada (6, 12). O calor medido durante 

um experimento de PPC é usado para se calcular o coeficiente de expansão 
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volumétrica [αv(T)] de uma amostra em função da temperatura, e no caso de 

transição de fase, o calor é usado para calcular a variação de volume ∆V da amostra 

que ocorreu durante a transição de fase. 

Uma descrição de um experimento de PPC pode ser dada da seguinte 

maneira: seguindo um experimento de DSC, as celas de amostra e de referência 

são preenchidas com a amostra biológica dissolvida em tampão e tampão, 

respectivamente. Na maioria das vezes, principalmente quando se está trabalhando 

com lipídios, não é necessário re-preencher a cela de amostra após o experimento 

de DSC. Variações repentinas de pressão de até 5,5 bar são aplicadas sobre as 

celas do calorímetro de uma maneira controlada por computador. A pressão é 

aumentada geralmente usando um gás inerte (nitrogênio, hélio) armazenado em um 

tanque de alta pressão. Tal processo é ilustrado na Figura 16: 

 

 

 

Figura 16 – Diagrama esquemático de um experimento de PPC. A figura representa o tempo t em que 
a cela permanece em determinada temperatura T, a variação de pressão aplicada sobre a 
cela durante este tempo t e, ainda, o sinal obtido durante este processo. Figura adaptada 
da referência (6). 

 
 

A figura acima ilustra um experimento de PPC, onde três variações de 

pressão ocorridas em três temperaturas diferentes são mostradas. A parte de baixo 

da figura representa o sinal obtido através deste procedimento. Note que em um 

experimento de PPC real são feitas entre 20-100 variações de pressão para varrer 

completamente um intervalo de temperaturas de interesse. Cada procedimento para 
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se variar a pressão durante o experimento de PPC inicia-se com o calorímetro sendo 

equilibrado para o modo isotérmico, a uma dada temperatura T e com as celas sob 

alta pressão (~5 bar). Após o período de equilíbrio, a pressão sobre as celas é 

diminuída repentinamente até que o valor da pressão ambiente, no caso, 0 bar. A 

variação de temperatura da cela é compensada pelos aquecedores localizados nas 

celas de amostra e de referência do calorímetro, de modo a permanecer constante 

(Figura 16). Esta compensação dura em média 1 minuto até que o fluxo de calor 

entre as celas seja o mesmo e a potência de compensação retorne para a linha de 

base. O sinal obtido deste procedimento representa o calor liberado ou consumido 

pela amostra durante a variação de pressão. Após o completo equilíbrio desta 

primeira etapa, os controladores de pressão re-conectam as celas do calorímetro 

com o tanque de gás inerte de modo a aumentar repentinamente a pressão sobre 

estas novamente. O sinal obtido representa o calor liberado ou consumido pela 

amostra durante esta nova variação pressão. Para ambos os procedimentos 

(diminuir e aumentar a pressão sobre as celas do calorímetro repentinamente), são 

feitas as aquisições de temperatura, pressão e fluxo de calor (potência térmica) em 

função do tempo. Geralmente a aquisição dos dados é feita com filtro de tempo de 1 

s-1 (ou seja, a cada segundo o software de controle do calorímetro faz a aquisição de 

1 ponto do experimento). Os picos de calor são diferentes em relação ao sinal, mas 

em geral devem concordar entre si em valores absolutos (Figura 16). Após o 

equilíbrio, o calorímetro é automaticamente aquecido ou resfriado para a próxima 

temperatura T desejada, onde os procedimentos descritos anteriormente vão ocorrer 

novamente. Integrando-se o sinal de PPC geramos dois valores QT (calor) para uma 

dada variação de pressão. Segundo o fabricante, as variações repentinas de 

pressão podem induzir pequenas diferenças de temperatura com relação ao DSC 

tradicional e esta diferença fica em torno de ± 0,05 K. Heerklotz e colaboradores (6), 

trabalhando com transição de fase de lipídios (MLV, LUV, SUV), determinaram uma 

diferença de +0,02 K durante a liberação de pressão e de -0,04 K para o aumento da 

pressão. Todos os pontos obtidos durante o experimento são geralmente 

reprodutíveis e dificilmente efeitos de histerese ocorrem. Como estamos 

interessados em obter informações sobre as propriedades volumétricas da amostra 

de interesse, três experimentos de controle são necessários para termos valores 

precisos. Estes são geralmente água (cela de amostra) contra água (cela de 

referência), água contra tampão e por último tampão contra tampão. Os resultados 
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destes controles são ajustados por funções polinomiais e então subtraídos do 

experimento principal de modo a obtermos o coeficiente de expansão térmica em 

função da temperatura, αV(T), da amostra de interesse. Na Figura 17 é mostrado um 

experimento de PPC mais real durante o qual as celas foram preenchidas com água 

deionizada. Os cuidados no preenchimento das celas com água são idênticos aos 

adotados durante um experimento de DSC. Na verdade, o experimento de PPC 

pode ser realizado usando para isso a água que foi usada para coletar a linha de 

base no experimento de DSC.  

 

 

 

Figura 17 – Experimento de PPC de água versus água realizada a 10oC. 

 

 

As relações básicas para se tratar os dados de PPC podem ser derivadas 

começando-se da segunda lei da termodinâmica, onde: 

1� = 1&ABCD                                                                    	12� 

Aqui, dS é a variação infinitesimal da entropia para um processo reversível, 

onde a variação de calor trocado reversivelmente a uma dada temperatura é dQrev. 

Se diferenciarmos a equação acima com respeito à pressão, deixando-se a 

temperatura constante temos que: 

EF&ABCF� G' = D EF�
F�G'                                                           	13� 

Uma das relações de Maxwell nos diz que:  
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EF�
F�G' = − EF�

FDGH                                                               	14� 

Substituindo este resultado na Equação 13 resulta que: 

EF&ABCF� G' = −D EF�
FDGH = −D�I                                                	15� 

onde V é o volume e α é o coeficiente de expansão térmico dado pela seguinte 

equação: 

I = 1
� EF�

FDGH                                                                  	16� 

Se integrarmos a equação 15 acima, mantendo a temperatura constante em um 

curto intervalo de pressão ∆P, então teremos que: 

∆&ABC = −D�I∆�                                                           	17� 

Ou seja, 

I = − ∆&ABCD�∆�                                                               	18� 

Nesta situação, ∆Qrev significa a variação de calor entre a cela de amostra, contendo 

a amostra de interesse em tampão, e a cela de referência, contendo apenas tampão, 

após uma mudança repentina de pressão ∆P. Também assumimos que V e α são 

invariantes a pequenas mudanças de pressão, o que é uma boa aproximação para 

todos os líquidos (6, 12). Usando a equação 18 pode-se, então, determinar o valor 

do coeficiente de expansão térmico em função da temperatura, e usá-lo como mais 

um parâmetro para caracterizar, por exemplo, as alterações induzidas em modelos 

de membrana quando da adição de moléculas. 

 

 

1.2.5.1 Condições do experimento de PPC da interação de Pp 1,2-CCD com 
modelos de membranas  

 

 

Seguindo o experimento de DSC, as celas do calorímetro foram acopladas a 

um tanque de Helio (pureza 99,999%). Variações de pressão de 3,6 para 0 bar e de 

0 para 3,6 bar foram aplicadas nas celas do calorímetro. Cada variação de pressão 

começou com o equilíbrio do calorímetro em modo isotérmico (sensibilidade alta, 

modo de baixo ruído) em uma temperatura previamente configurada e em mais alta 

pressão. O programa controlador de pressão iniciou a liberação repentina de gás 
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para a ambiente (0 bar). Neste procedimento, a temperatura da cela foi mantida 

constante pela compensação da diferença de calor causada pela variação de 

pressão e a potência térmica de compensação relacionada à expansão da amostra 

foi registrada em função do tempo. Após a potência de compensação retornar à 

linha de base, o software controlador de pressão conectou as celas do calorímetro 

com o tanque de Helio, fazendo com que a pressão voltasse a ser 3,6 bar. A 

potência térmica de compensação relacionada à compressão da amostra foi 

registrada em função do tempo. Após este procedimento, o calorímetro se equilibrou 

em outra temperatura desejada para dar seqüência ao experimento. O número de 

temperaturas de equilíbrio foi determinado de modo a cobrir toda a transição de fase 

do lipídio com o maior número de pontos possível. Todos os pontos foram 

totalmente reprodutíveis e nenhum efeito de histerese foi observado. Ao final do 

experimento, os calores integrados foram analisados por programa desenvolvido 

pelo fabricante do calorímetro. Três experimentos de controle foram realizados: no 

primeiro experimento, ambas as celas de amostra e de referência foram preenchidas 

com água; no segundo experimento a cela de amostra foi preenchida com tampão 

enquanto a cela de referência foi deixada com água; no terceiro experimento, ambas 

as celas de amostra e de referência foram preenchidas com tampão. Os resultados 

obtidos destes três experimentos de controle foram ajustados por funções 

polinomiais de segunda ordem e levados em consideração na determinação do 

coeficiente de expansão térmica α(T) dos lipídios estudados. 

 

 

1.2.6 Experimento por RPE do íon Fe3+  

 

 

A aquisição dos espectros do íon Fe3+ em banda X (9.5 GHz) foi feita em um 

espectrômetro Bruker ELEXSYS E580 (Bruker BioSpin, Rheinstetten, Germany) na 

temperatura de Helio líquido (4 K). O controle da temperatura foi feito com um 

sistema criogênico Oxford ITC503. As amostras de RPE contendo 25 µM de enzima 

em tampão 20 mM Tris-HCl, 50 mM NaCl, pH 8.0 foram previamente congelados por 

imersão em nitrogênio líquido antes de serem inseridas na cavidade do 

espectrômetro. A frequência de microonda foi medida por um frequencímetro 

HP5350B. Todos os espectros de RPE foram corrigidos subtraindo-se o sinal de 
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proveniente de uma amostra contendo apenas o tampão. Outras condições de 

aquisição foram: potência de microonda, 10 mW; amplitude de modulação, 1 G; 

freqüência de modulação, 100 kHz. 

 

 

1.2.7 Preparo de micelas para experimentos de RPE  

 

 

Soluções concentradas de brometo de hexadeciltrimetilamônia (CTABr) e 

dodecilsulfato de sódio (SDS) foram preparadas em tampão Tris-HCl (20 mM Tris, 

50 mM NaCl, pH 8,0). A concentração micelar crítica (cmc) de cada um dos 

surfactantes acima dissolvidos em tampão foi determinada por calorimetria de 

titulação isotérmica de acordo com o descrito nas referências (66, 67). Para isso, foi 

utilizado um calorímetro VP-ITC fabricado por MicroCal Inc. (Northampton, MA). Os 

valores da cmc destes surfactantes dissolvidos em tampão (20 mM Tris, 50 mM 

NaCl, pH 8,0) foram determinados como 2,4 mM e 0,12 mM para SDS (Figura 18) e 

CTABr (Figura 19), respectivamente.  
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Figura 18 – Estimava da concentração micelar crítica do surfactante SDS por ITC à  25 °C. (A) Dados 
não tratados da potência térmica em função do tempo durante múltiplas injeções. 
Alíquotas de 10 µL de uma solução de SDS (50 mM) foram injetadas dentro da cela de 
amostra contendo tampão (20 mM Tris, 50 mM NaCl, pH 8,0). (B) Calor observado de 
cada injeção em função da concentração de SDS dentro da cela de amostra do 
calorímetro. (C) Primeira derivada da isoterma obtida no gráfico B. O mínimo neste 
gráfico é tomado como sendo o valor da CMC para SDS nas condições acima citadas.  
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Figura 19 - Estimava da concentração micelar crítica do surfactante CTABr por ITC à  25 °C. (A) 
Dados não tratados da potência térmica em função do tempo durante múltiplas injeções. 
Alíquotas de 10 µL de uma solução de CTABr (2 mM) foram injetadas dentro da cela de 
amostra contendo tampão (20 mM Tris, 50 mM NaCl, pH 8,0). (B) Calor observado de 
cada injeção em função da concentração de CTABr dentro da cela de amostra do 
calorímetro. (C) Primeira derivada da isoterma obtida no gráfico B. O mínimo neste 
gráfico é tomado como sendo o valor da CMC para CTABr nas condições acima citadas. 

 

 

Uma vez determinados os valores de cmc nas condições a serem utilizadas 

nos experimentos subseqüentes, as soluções de surfactantes foram preparadas 

sempre em concentrações acima da cmc, ficando as concentrações finais em 5 mM 

e 1 mM de SDS e CTABr, respectivamente. Também adicionamos às micelas, em 

preparações distintas, os seguintes marcadores de spin: 4-(N,N-dimetil-N-hexadecil) 

amônio-2,2,6,6-tetrametilpiperidina-1-oxil iodido (CAT-16), 5-doxil ácido esteárico (5-

SASL), 12-doxil ácido esteárico (12-SASL) e 16- doxil ácido esteárico (16-SASL). Os 

surfactantes foram adquiridos da empresa Sigma (St. Louis, MO, USA) e os 

marcadores de spin foram adquiridos da empresa Avanti Polar Lipids, Inc. 
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(Alabaster, AL, USA) e usados sem outras etapas de purificação que não aquelas 

realizadas pelos fabricantes. 

As micelas contendo marcador de spin foram preparadas seguindo o 

protocolo: quantidades desejadas (previamente calculadas) provenientes de 

soluções estoque de surfactantes e marcadores de spin dissolvidos em água e 

clorofórmio, respectivamente, foram misturadas em tubo de vidro. A massa total de 

surfactante em cada preparação foi de 0,5 mg. A concentração de marcador de 

spin f o i  m a n t i d a  em 0,5 mol% dos surfactantes presentes na amostra. Uma 

vez misturados surfactantes e marcadores de spin, a solução final foi evaporada 

em fluxo de gás nitrogênio até que se formasse um filme fino nas paredes do 

tubo de vidro. A fim de se garantir a completa eliminação de resíduos de 

clorofórmio das amostras, estas foram submetidas à centrifugação sob vácuo 

(Savant Speedvac plus-Thermo Quest) por 2 horas. A seguir, as amostras 

foram hidratadas em volume adequado de tampão Tris-HCl (20 mM Tris, 50 mM 

NaCl, pH 8,0). O filme formado na parede dos tubos de vidros foi, então, raspado e 

a solução mantida sob agitação em vórtex de modo a obtermos uma m i s t u r a  

mais homogênea. Em seguida, foi adicionado às amostras um volume específico 

da solução de proteína Pp 1,2-CCD de modo a conseguirmos uma razão 

proteína/micela igual a 40. As amostras assim preparadas foram armazenadas em 

geladeira à temperatura de 10ºC por um período de, no mínimo, 2 horas para 

incubação. 

 

 

1.2.8 Preparo de Lipossomos para experimentos de RPE, DSC e PPC  

 

 

O procedimento aqui descrito é geral e vale para todas as amostras a serem 

usadas nos experimentos de RPE, DSC e PPC, com a exceção de que não foram 

acrescentados marcadores de spin nas amostras preparadas para os experimentos 

de DSC e PPC. Soluções estoque de lipídios e marcadores de spin em clorofórmio 

são misturadas em tubo de vidro. A massa total de lipídios em cada preparação foi 

de 0,5 mg para as medidas de RPE e 1 mg para as medidas de DSC. A 

concentração de marcador de spin é mantida em 0,5 mol% dos lipídios presentes na 

amostra. Uma vez misturados lipídios e marcadores de spin, a solução final foi 
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evaporada em fluxo de gás nitrogênio, com os lipídios secos formando um filme fino 

nas paredes do tubo de vidro. A fim de se garantir a completa eliminação de 

resíduos de clorofórmio das amostras, estas foram submetidas à centrifugação sob 

vácuo (Savant Speedvac plus-Thermo Quest) por 2 horas. A seguir, as amostras 

foram hidratadas em volume adequado de tampão Tris-HCl (20 mM Tris, 50 mM 

NaCl,  pH 8,0). Os lipídios foram então raspados das paredes dos tubos com bastão 

de vidro, agitados em vórtex e a solução foi sonicada em um sonicador à banho por 

15 minutos. A enzima Pp 1,2-CCD foi acrescentada às amostras de modo a 

obtermos uma razão molar lipídio/proteína igual a 40.  

 

 

1.2.9 Experimento de RPE com micelas e lipossomos 

 

 

Os experimentos de RPE foram realizados em banda X à 25 oC em um 

espectrômetro Varian E109. As amostras num volume final de 100 µL de solução 

contendo a mistura de vesículas de surfactante (ou fosfolipídios), marcador de spin e 

proteína foram postas em uma cela chata de quartzo (própria para se medir líquidos) 

e, em seguida, na cavidade ressonante do espectrômetro. As condições de 

aquisição de dados foram as seguintes: amplitude de modulação, 1.0 Gauss; 

freqüência de modulação, 100 kHz; potência da microonda, 20 mW; varredura do 

campo magnético, 100 Gauss. 

 

 

1.2.10 Experimentos de monocamadas de Langmuir 

 

 

Medidas de pressão superficial foram realizadas em um aparelho KSV 

Langmuir mini-trough montado numa sala limpa de classe 10.000. As monocamadas 

de Langmuir foram preparadas espalhando-se 25 µL de uma solução estoque do 

fosfolipídio DPPC em clorofórmio de concentração 1 mM, na superfície de uma 

solução tampão Tris-HCl (20 mM Tris, 50 mM NaCl, pH 8.4). Todas as soluções 

foram preparadas em água pura MilliQ-Plus®, Millipore,  e as medidas foram 
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realizadas a 298 ± 0.5 K. A pressão de superfície (π) foi determinada usando-se o 

método do prato de Wilhelmy. A velocidade de compressão foi mantida constante a 

10 mm min-1.  

Após espalhar o solvente, dez minutos de descanso foram permitidos para 

evaporação do solvente. A solução de proteína, no mesmo tampão citado acima, foi 

injetada na subfase abaixo da monocamada lipídica e sua adsorção no filme de 

lipídios foi monitorada em função do tempo. 

 

 

1.2.11 Elasticidade dilatacional superficial 

 

 

A elasticidade dinâmica para a monocamada de DPPC formada sobre tampão 

e sobre uma solução de Pp 1,2-CCD foi determinada para diferentes 

empacotamentos lipídicos. Este parâmetro foi medido pelo método de análise da 

assimetria da forma da gota (OCA-20, Dataphysics Instruments GmbH, Germany), 

com acessório para oscilação da gota ODG-20, como descrito na literatura (68, 69). 

Nestas medidas, uma alíquota da uma solução de DPPC em clorofórmio de 

concentração em torno de 10-4 mol L-1 foi gentilmente tocada sobre a superfície de 

uma gota de tamanho reduzido, formada a partir de solução tampão na ausência e 

presença de Pp 1,2-CCD. A gota foi, então, expandida até atingir uma área 

predeterminada, criando assim a pressão superficial desejada. Os dados de 

elasticidade superficial dinâmica foram obtidos após a tensão superficial alcançar um 

valor constante usando-se um oscilação periódica da gota, cuja amplitude foi de 0,1 

mm (relativa à variação da ∆A/A = 5.5%) e freqüência de 1 Hz. O efeito de 

viscosidade, relacionado à parte imaginária do modulo da elasticidade, foi estimado 

a partir do ângulo de fase. 
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1.3 Resultados e discussão  

 

 

1.3.1 Interação da Pp 1,2-CCD com seus ligantes naturais 

 

 

O ensaio enzimático de Pp 1,2-CCD na catálise de oxigenação do catecol foi 

feito por calorimetria por titulação isotérmica (ITC). Primeiramente, determinamos a 

entalpia da reação catalisada por Pp 1,2-CCD para conversão de catecol a ácido cis-

cis-mucônico (Figura 20) segundo descrito anterioemente. O valor da entalpia foi 

calculado em ∆Hap=-101.5 kcal/mol. 

 

Figura 20 – Determinação do valor da entalpia aparente (∆Hap) da catálise do catecol em ácido cis-
cis-mucônico realizada a 25 °C  

 

 

Após a determinação da entalpia da reação, passamos par o experimento de 

cinética propriamente dito em que alíquotas do substrato foram tituladas, em uma 
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série de injeções, à cela do calorímetro contendo solução da enzima Pp 1,2-CCD 

seguindo o protocolo apresentado na respectiva seção de Materiais e Métodos. A 

potência térmica medida a 25°C da catálise do catecol (Figura 21) foi medida e 

transformada em velocidade da reação usando-se para isso a equação 6. Os dados 

assim obtidos em função da concentração de substrato [S] estão mostrados na 

Figura 22, onde se vê claramente que a atividade catalítica diminui quando a 

concentração do substrato atinge níveis em torno de 25 µM. Este comportamento 

sugere um mecanismo de inibição ocorrendo quando o catecol (substrato em 

questão) é convertido para ácido cis-cis-mucônico. Os dados mostrados na Figura 

22 indicam que a conversão do catecol em produto não pode, portanto, ser 

modelada por uma cinética de Michaelis-Menten (equação 3 e linha vermelha na 

Figura 22), já que o valor máximo da velocidade inicial da reação não alcança um 

patamar de saturação após determinada concentração de substrato. 

 

 

 

Figura 21 – Experimento de cinética enzimática por calorimetria a 25°C. A figura acima mostra que a 
atividade catalítica (refletida pela potência térmica) atinge um máximo por volta de 600 
segundos seguido de um decréscimo a partir daquele ponto em diante.   
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Figura 22 – Curva cinética da catálise do catecol em ácido cis-cis-mucônico realizada a 25 °C. A 
velocidade de reação foi calculada através da equação 6 usando-se os dados da Figura 
21. Podemos ver claramente na figura acima que a atividade catalítica de Pp 1,2-CCD 
sofre um decréscimo quando a concentração de substrato dentro da cela atinge cerca 
de 25 µM. A figura acima mostra ainda o ajuste dos pontos utilizando a equação 3 de 
Michaelis-Menten (____) e também o ajuste dos pontos utilizando a equação 19 (____), 
onde levamos em consideração um termo de inibição.  

 
 

Para verificar se a inibição ocorre desde o começo da reação enzimática, um 

outro experimento foi feito onde a concentração de substrato dentro da cela do 

calorímetro foi menor do que 25 µM (Figura 23). A velocidade da reação enzimática 

como função da concentração de substrato juntamente com o ajuste teórico dos 

dados experimentais assumindo uma cinética de Michaelis-Menten (Equação 3) são 

apresentados na Figura 24. Os parâmetros obtidos deste ajuste foram: kcat = 0.084 s-

1 e KM = 4.3 µM. Este último parâmetro está em boa concordância com o valor de KM 

determinado por Broderick e O’Halloran (46), em trabalho onde os autores 

descreveram que não havia nenhuma inibição da Pp 1,2-CCD por substrato ou 

produto ocorrendo.  
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Figura 23 – Experimento de cinética enzimática por calorimetria a 25°C. O experimento acima foi 
otimizado de modo que a duração do experimento fosse cerca de 600 segundos. 

 

 

 

Figura 24 – Curva cinética da catálise do catecol em ácido cis-cis-mucônico realizado a 25 °C. Neste 
segundo experimento, a concentração de substrato dentro da cela foi menor que 25 µM, 
ou seja, a concentração limite onde o decréscimo da atividade catalítica tornou-se 
aparente. 

 

 
Devido ao pobre ajuste dos dados cinéticos mostrados na Figura 24, 

acreditamos que a inibição ocorra desde baixas concentrações de substrato na cela 
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do calorímetro, tornando-se aparente quando os níveis de substrato atingem cerca 

de 25 µM. Esta hipótese é melhor evidenciada quando fazemos um gráfico de duplo 

recíprocos (Figura 25) referente à catálise enzimática mostrada a cima. Neste 

gráfico, podemos ver claramente que os dados provenientes da cinética enzimática 

anterior são ajustados por uma curva parabólica (y = 72893,53049 + 71,51379 x + 

0,43516 x2), indicando que a inibição por substrato deva ocorrer desde o começo da 

reação, assim desviando o comportamento observado da tradicional cinética de 

Michaelis-Menten.  

 

 

 

Figura 25 – Gráfico de duplos recíprocos mostrando o inverso da velocidade de reação em função do 
inverso da concentração de substrato. Os pontos referem-se aos dados cinéticos da 
Figura 24. O ajuste dos pontos por uma parábola (y= 72893,53049 + 71,51379 x + 
0,43516 x2) é um indicativo forte de que a inibição esteja ocorrendo desde o começo da 
reação enzimática. 

 

 

Se a cinética enzimática não é bem descrita por um mecanismo simples de 

Michaelis-Menten, um esquema alternativo pode ser usado, onde um termo adicional 

é incluído na equação de Michaelis-Menten, de maneira a levar em consideração a 

inibição observada nos dados experimentais (46). Ou seja, 

� =  !�" ∙ ��� ∙ ���
�� + ��� + ���J

�K
                                                             	19� 
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onde Ki é a constante de inibição. O termo quadrático localizado no denominador da 

equação acima dita o comportamento da curva cinética quando os valores de [S] são 

maiores que 25 µM, momento em que velocidade da reação diminui ao invés de 

atingir um nível constante, como é usualmente observado em uma cinética de 

Michaelis-Menten. Uma cinética modelada pela equação 19 indica que existe um 

mecanismo de inibição por substrato. Este nada mais é do que um mecanismo de 

inibição uncompetitiva em que o inibidor é o próprio substrato da enzima e pode, 

portanto, ser descrito pela cinética: 

 

(adaptada da referência (55)) 

Essa inibição da Pp 1,2-CCD por catecol ainda não havia sido reportada, embora 

inibição por outros substratos halogenados já tivesse sido observada (46). A inibição 

também por catecol traz uma informação interessante já que mostra que os fatores 

que determinam as diferenças em termos de especificidade por substratos da Pp 

1,2-CCD devem ser finamente ajustados de forma a tornar a enzima mais eficiente 

frente aos derivados de catecol do que ao próprio catecol. O ajuste dos dados com a 

nova equação fornece os seguintes valores dos parâmetros cinéticos: kcat = (0,20 ± 

0,02) s-1; KM = (22 ± 3) µM; Ki = (48,4 ± 0,8) µM; and kcat/KM = 9,1 × 103 M-1 s-1. 

Nossos valores para KM e Ki estão em muito boa concordância com aqueles 

parâmetros determinados por Klecka e Gibson (70). Naquele estudo os autores 

relataram um comportamento de inibição não competitivo para a enzima catecol 2,3-

dioxigenase de Pseudomonas putida quando esta havia sido incubada com os 

substratos 3-clorocatecol e 4-clorocatecol.  

A inibição por substrato de Pp1,2-CCD previne a formação de produto e, 

desta maneira, atrapalha qualquer análise com respeito ao papel do produto da 

reação no processo catalítico. No entanto, podemos determinar se o produto da 

reação está inibindo a reação enzimática por um experimento simples de 

calorimetria. A rigor, o experimento é idêntico ao que foi realizado anteriormente 

para determinarmos a entalpia de conversão do catecol em ácido cis-cis-mucônico 
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(Figura 20) com a diferença que naquele experimento preenchemos a seringa com 

uma solução de 1 mM de catecol, de modo a obter uma baixa concentração de 

substrato dentro da cela de amostra, e no presente experimento preenchemos a 

seringa do calorímetro com uma solução de 50 mM de catecol. Deste modo, 

realizamos um experimento de ITC onde um excesso de substrato foi injetado na 

cela de amostra do calorímetro contendo enzima e a reação foi monitorada até o seu 

término (17). A Figura 26 mostra a taxa de variação do calor de reação enquanto o 

substrato está sendo catalisado. O fim desta reação é caracterizado pelo retorno da 

potência térmica instrumental para a linha de base inicial, o que indica que o 

substrato injetado na cela de amostra do calorímetro foi totalmente convertido em 

produto. Após esta primeira etapa, para testar a inibição por produto, a cela de 

amostra é deixada em repouso por um certo intervalo de tempo e outra injeção de 

substrato é realizada. Desta vez, moléculas de produto que foram geradas na 

primeira injeção de substrato já estão dentro da cela. Se não houver nenhuma 

inibição por produto ocorrendo no sistema, o sinal medido deveria ser idêntico ao 

sinal medido após a primeira injeção de substrato (2). A Figura 26 mostra 

claramente que o sinal medido após a segunda injeção de substrato é diferente do 

primeiro pico. Integrando-se as áreas sob os picos, obtivemos os seguintes valores 

de entalpia ∆Hap = −115.91 kcal mol-1 e ∆Hap = −106.70 kcal mol-1 para o primeiro e 

segundo picos, respectivamente. Este resultado indica que menos moléculas de 

substrato foram catalisadas após a segunda injeção. Este comportamento tornou-se 

ainda mais dramático após uma terceira injeção de substrato na cela de amostra 

mantendo as mesmas condições das primeiras injeções. Neste caso, o valor da 

entalpia foi calculado como ∆Hap= −35.10 kcal mol-1. Como todas as condições foram 

mantidas fixas após cada injeção, somos levados a concluir que moléculas de 

produto ligam-se à enzima, assim inibindo de alguma maneira a atividade de Pp1,2-

CCD.  
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Figura 26 – Conversão completa de catecol em ácido cis-cis-mucônico. O painel superior mostra o 
calor produzido por três injeções de 3 µL de uma solução de 50 mM de catecol dentro da 
cela de amostra contendo 600 nM de enzima. O painel inferior mostra a área integrada 
sob cada pico. Os valores encontrados são o calor total de conversão do catecol em 
substrato, ou seja, ∆Hap. 

 

 

Após determinarmos que Pp 1,2-CCD é inibida tanto por catecol quanto por 

ácido cis-cis-mucônico durante a catálise, decidimos investigar o efeito da presença 

do ácido cis-cis-mucônico sobre a estrutura e estabilidade da proteína. Para isso, 

fizemos experimentos por calorimetria diferencial de varredura (DSC), onde foi 

monitorada a curva de desenovelamento da Pp 1,2-CCD em uma função da razão 

enzima/produto (Figura 27). Aqui vale lembrar que, nestes experimentos, o ácido cis-

cis-mucônico, obtido comercialmente, foi adicionado diretamente à solução contendo 

a enzima e não oriundo da conversão de catecol. Na ausência do ácido cis-cis-

mucônico, Pp 1,2-CCD desenovela-se a 54,8 oC. Como pode ser observado, a 

temperatura de transição (Tm) desloca-se para temperaturas menores quando os 

níveis de ácido cis-cis-mucônico aumentam, mostrando que a estrutura protéica é de 

alguma maneira desestabilizada após a ligação. Assim, calorimetria diferencial por 
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varredura mostra que a interação com o ácido cis-cis-mucônico reduz Tm de Pp 1,2-

CCD de uma maneira consistente com ligações fracas, não covalentes das 

moléculas de ácido cis-cis-mucônico na cadeia de aminoácidos (71). Embora o 

decréscimo de Tm sugira uma interação preferencial com o estado desenovelado da 

proteína, ligação com a enzima em seu estado enovelado não pode ser descartada.  

 

 

 

Figura 27 – Desenovelamento da Pp 1,2-CCD na presença de ácido cis-cis-mucônico. Vemos que a 
temperatura de transição Tm do desenovelamento de Pp.1,2-CCD desloca-se para 
temperaturas menores quando a razão entre proteína/ácido diminui. A figura mostra 
ainda que quando a razão proteína/ácido é igual a 10, a variação de temperatura vale 
∆Tm =  2,4 oC. 

 

 

Para uma caracterização mais detalhada do efeito do ácido cis-cis-mucônico 

sobre o desenovelamento da Pp 1,2-CCD, podemos considerar um modelo simples 

de equilíbrio em que assumimos n sítios de ligação idênticos e independentes para o 

ácido cis-cis-mucônico na proteína desenovelada. Desta maneira, a variação da 

temperatura de transição (∆Tm = Tm – Tm0) deveria depender da concentração de 

ligante como se segue (71): 

∆D� ∙ ∆*�� = −( ∙ L ∙ �M ∙ D� ∙ D�� ∙ ln	1 + �M ∙ ����                             	20� 

onde [P] é a concentração de ligante, Kb é a constante de ligação por sítio na 

temperatura de transição, R é a constante universal dos gases perfeitos, ∆Hm0 é a 
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entalpia na temperatura de transição, Tm0, na ausência de ligante. Para baixas 

concentrações de ligante e para ligações fracas, a equação acima pode, ainda, ser 

aproximada para uma forma linear (4, 71): 

∆D� ≅  −( ∙ L ∙ �M ∙ D��J ∙ ���
∆*��                                                    	21� 

Portanto, a partir do comportamento de ∆Tm em função da concentração de ligantes 

e tomando n=2, já que Pp 1,2-CCD possui um sítio catalítico não heme de Fe3+ por 

monômero, podemos determinar Kb ≅ 47.2×106 M-1 (Figura 28).  

 

Figura 28 – Regressão linear para determinação da constante de ligação do ácido cis-cis-mucônico à 
Pp 1,2-CCD (Equação 21). O comportamento linear mostra que as aproximações feitas 
são válidas. 

 

 

Uma vez determinado que o ácido cis-cis-mucônico age como inibidor 

enzimático, que altera a estabilidade estrutural da proteína, fez-se necessário 

avaliarmos se o produto da reação ligava-se ao mesmo sítio de ligação que o 

substrato catecol. Para tanto, realizamos experimentos de Ressonância 

Paramagnética Eletrônica (RPE) a fim de monitorarmos possíveis mudanças no 

espectro de RPE do centro metálico Fe3+ nativo da enzima Pp 1,2-CCD após a 

ligação do produto. O centro de Fe3+ está localizado exatamente no sítio ativo da 

enzima, logo a ligação de moléculas, tais como catecol e/ou ácido cis-cis-mucônico, 

deve perturbar o ambiente do elétron desemparelhado do ferro, perturbação esta 

refletida como uma mudança no sinal de RPE do íon Fe3+. O sinal de RPE da 

enzima Pp 1,2-CCD na temperatura de 4 K mostra uma única ressonância em torno 

de g = 4,3 (Figura 29). Este sinal é característico de Fe3+, estado de alto spin 
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(S=5/2), em um ambiente de coordenação rômbico como observado anteriormente 

em outras proteínas que possuem um sítio de ferro não heme em sua estrutura (28). 

Considerando que não existe nenhum alargamento de linha significativo no sinal de 

RPE, a intensidade (ou a área sob o sinal de RPE integrado) da ressonância é uma 

medida da concentração de spins contida na amostra em questão. Em tal espectro, 

podemos observar que a intensidade do sinal de RPE diminui drasticamente após 

mistura do ácido cis-cis-mucônico com Pp 1,2-CCD. Esse resultado sugere que tal 

decréscimo na intensidade da linha pode estar relacionado com a redução do íon 

Fe3+ para Fe2+ após a ligação do ácido cis-cis-mucônico. O íon Fe2+ em seus 

estados de spin tradicionais ou não é paramagnético (S=0) ou não pode ser 

detectado nas condições em que realizamos nosso experimento (S=2). Este 

resultado é similar ao comportamento observado quando medimos Pp 1,2-CCD na 

presença do substrato catecol (28) e, claramente, demonstra que o ácido cis-cis-

mucônico liga-se ao mesmo sítio que o substrato. 

 

 

 

Figura 29 – Espectro de RPE do íon Fe3+ localizado no sítio ativo da Pp 1,2-CCD. Vemos que o sinal 
de RPE diminui conforme aumentamos a concentração de ácido cis-cis-mucônico na 
amostra.  
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Moléculas de produto geradas durante uma catálise enzimática apresentam 

frequentemente certo grau de similaridade com os substratos dos quais são 

derivados. Isso indicaria, então, no caso de inibição, que um mecanismo do tipo 

inibição competitiva seria o mais provável, com o produto ligando-se no mesmo sítio 

onde a catálise ocorre (72, 73). Na cinética de Michaelis-Menten original, assume-se 

que apenas o passo de ligação ao substrato está em equilíbrio e que a reação 

inversa, de transformação de produto em substrato, não ocorre. No entanto, 

devemos levar em consideração que a molécula de produto pode, de fato, 

permanecer ligada no sítio catalítico da proteína evitando assim a ligação do 

substrato, o que poderia levar a um efeito inibitório. Desta maneira, é esperado que 

a catálise do substrato na presença de um aumento progressivo da concentração de 

produto durante o curso de uma reação seja melhor descrita por uma mecanismo 

que envolva uma inibição competitiva. 

Nossos dados se encaixam bem dentro desse modelo de inibição competitiva 

pelo produto da reação. Dos experimentos de ITC de injeção única (Figura 26), 

podemos ver que a presença das moléculas de produto afeta a taxa de calor gerado 

durante a catálise. Os termogramas de DSC mostram que o ácido cis-cis-mucônico 

pode ligar-se à proteína com uma constante de ligação moderada e o espectro do 

íon Fe3+ obtido por RPE na presença e na ausência de produto identifica que o sítio 

de ligação do ácido cis-cis-mucônico como sendo o sítio ativo da enzima. A inibição 

por produto parece estar intimamente envolvida em mecanismos que in vivo seriam 

usados pela célula para controlar seu metabolismo (74-79). Podemos imaginar um 

mecanismo regulatório onde a quantidade de produto formado em uma reação 

enzimática é controlada pela concentração de substrato e produto formado, assim 

mantendo as condições intracelulares longe de extremos biológicos (75, 78). Este 

poderia ser um mecanismo usado pela bactéria P. putida para controlar os níveis de 

produto e evitar a toxicidade associada com as altas concentrações deste ácido 

dentro da célula (80). 
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1.3.2 Interação de Pp.1,2-CCD com micelas, monocamadas e lipossomos  

 

 

A descoberta de moléculas anfipáticas na estrutura de clorocatecol e catecol 

dioxigenases junto à interface de ligação dos monômeros (28-32) fez emergir uma 

questão não antes cogitada em relação à capacidade dessa família de enzimas de 

se ligar a membranas biológicas. Esta seria uma característica nova e que poderia 

influenciar de forma significativa estudos em que se busca compreender não 

somente o mecanismo básico de ação da enzima, mas também seu potencial uso 

em aplicações biotecnológicas.  

Com o objetivo de continuar gerando informações que ajudassem a 

compreender todas as variantes de atuação da enzima Pp 1,2-CCD, decidimos 

investigar a hipótese de interação com membranas e os resultados obtidos são 

apresentados e discutidos nesta parte de nosso trabalho. Resolvemos adotar uma 

estratégia em que os miméticos de membrana biológica apresentassem uma 

gradativa complexidade indo de micelas de surfactantes até lipossomos, passando 

por monocamadas de fosfolipídio. O interesse em se adotar tal estratégia reside no 

fato de que a interação com diversos miméticos, mesmo que estes muitas vezes não 

guardem todas as características de uma membrana biológica propriamente dita, é 

relevante porque ajuda a entender em um sistema simples, aspectos que poderiam 

ser obscurecidos caso utilizássemos, logo de início, sistemas modelo mais 

complexos. Além disso, quando se pensa em aplicações que envolvam o uso da 

enzima em, por exemplo, processos de detoxificação, os miméticos mais simples 

podem desempenhar papel importante no que diz respeito ao estudo de fatores 

como seu transporte, entrega, biodisponibilidade, dentre outros. 

Sendo assim, às micelas dos surfactantes SDS (aniônico) e CTABr 

(zwiteriônico) foram incorporados moléculas contendo sondas paramagnéticas 

(marcadores de spin), o que nos permitiu utilizar a técnica de RPE para monitorar a 

possível interação da enzima Pp 1,2-CCD com as micelas. As sondas consistiam de 

um derivado de ácido esteárico que continha um marcador de spin (radical nitróxido) 

localizado em posições diferentes ao longo de sua cadeia carbônica (5-SASL, 12-

SASL e 16-SASL), além de uma sonda com o grupo repórter localizado na 

extremidade da cadeia carbônica (CAT-16). Os espectros obtidos de amostras 
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contendo micelas marcadas de SDS ou CTABr na ausência e na presença de Pp 

1,2-CCD são mostrados na Figura 30 e Figura 31, respectivamente. 

 

 

 

Figura 30 – Espectros de RPE dos marcadores: (A) CAT-16, (B) 5-SASL, (C) 12-SASL e (D) 16-SASL 
incorporados em micelas de SDS na ausência e presença de 0,125 mM de Pp 1,2-CCD 
em tampão Tris-HCl (20mM Tris, 50mM NaCl, pH 8,0). A concentração final de SDS foi 5 
mM, contendo 0,5 mol% de cada marcador de spin. 
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Figura 31 – Espectros de RPE dos marcadores: (A) CAT-16, (B) 5-SASL, (C) 12-SASL e (D) 16-SASL 

incorporados em micelas de CTABr na ausência e presença de 0,025 mM de Pp. 1,2-
CCD em tampão Tris-HCl (20mM Tris, 50mM NaCl, pH 8,0). A concentração final de 
CTABr  foi 1 mM, contendo 0,5 mol% de cada marcador de spin. 

 

 

A primeira conclusão que pode ser tirada ao observarmos os espectros nas 

Figuras 30 e 31 é que a resposta para a questão colocada no início desta seção é 

afirmativa, ou seja, Pp 1,2-CCD é capaz de se ligar a micelas de surfactantes, já que 

em todos os espectros de RPE houve mudanças na forma de linha quando a 

proteína foi adicionada às micelas. 

O espectro de RPE de um radical nitróxido é caracterizado pela presença de 

três linhas de ressonância associadas com as transições eletrônicas entre os níveis 

de energia hiperfinos, resultados da interação do momento magnético eletrônico 

com o momento magnético nuclear. A dinâmica experimentada pela molécula 

portadora do grupo NO é refletida nos espectros de RPE, já que as interações 
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magnéticas (Zeeman e hiperfina) passam a ser moduladas por tal dinâmica. O 

resultado final no espectro depende do jogo entre o grau de movimento da molécula 

(que define os chamados regimes de movimento: rápido, intermediário, lento, rígido) 

e a magnitude das interações magnéticas em questão. Se a dinâmica for muito 

rápida (frequência muito maior do que a anisotropia das interações magnéticas em 

unidades de energia), o espectro de RPE será resultado da quase completa 

promediação da anisotropia das interações magnéticas e conterá três linhas finas e 

de intensidades muito parecidas (por exemplo, o espectro do marcador Cat-16 na 

Figura 30). À medida que o movimento se torna mais lento, as três linhas do 

espectro de RPE vão se alterando (alargamentos e mudanças de intensidade), o 

que permite estabelecer uma clara correlação entre forma do espectro e regime de 

movimento. 

A análise de espectros de RPE de marcadores de spin do tipo usado neste 

trabalho é, normalmente, feita ou através de simulações espectrais utilizando-se um 

pacote de programas desenvolvidos por Freed e colaboradores (81), ou pelo uso de 

parâmetros empíricos medidos diretamente nos espectros (82, 83). Embora as 

simulações espectrais forneçam uma descrição quantitativa bastante útil, sua 

utilização esbarra sempre no problema do tempo necessário para que se consigam 

bons ajustes. Neste trabalho, decidimos adotar, portanto, a estratégia que envolve o 

emprego dos parâmetros desdobramento hiperfino isotrópico (a0), razão entre as 

alturas das linhas de campo baixo e central (h+1/h0) e desdobramento hiperfino 

máximo (amax) que estão definidos na Figura 32. 
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Figura 32 – Anisotropia do espectro de RPE do marcador de spin sob várias condições: (A) limite 
rígido – rotação em torno do eixo z somente, (B) aumento na amplitude de movimento 
devido à inclinação e oscilação das cadeias lipídicas na bicamada, e (C) movimento 
isotrópico rápido. Figura adaptada de (82). 

 

 

Na Tabela 1 apresentamos os valores dos parâmetros medidos a partir dos 

espectros de RPE de amostras contendo micelas de SDS e CTABr na ausência e na 

presença de Pp 1,2-CCD. Podemos, ainda, utilizar os parâmetros na Tabela 1 como 

sendo uma medida da polaridade do ambiente ao redor do marcador de spin, 

associada à constante de desdobramento hiperfino isotrópico a0 (84), e uma medida 

da mobilidade da molécula contendo o marcador, associada à razão h+1/h0. Assim, 

quanto maior a polaridade do meio e mais rápido o movimento do marcador, maior o 

valor de a0 e mais próximo de 1 estará a razão h+1/h0, respectivamente. 
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Tabela 1 – Parâmetros de mobilidade e polaridade do meio ambiente ao redor dos marcadores de 
spin localizados na região polar e ao longo da cadeia acil do acido esteárico em micelas 
de SDS e CTABr. 

 
 

 

Primeiramente, devemos observar na Tabela 1 que os parâmetros não 

apresentam mudanças significativas quando comparamos seus valores entre os dois 

sistemas micelares na ausência da enzima. Tanto a0 quanto h+1/h0 são bastante 

similares, o que indica que do ponto de vista dos espectros de RPE os dois modelos 

são similares, o que também pode ser visto se compararmos os espectros nas 

Figuras 30 e 31. O marcador Cat-16 está localizado na interface micela/solvente 

(região polar) e exibe valores elevados de a0 em ambas as micelas de SDS e CTABr 

indicando, como esperado, alta polaridade nesta região. Estes valores estão 

próximos daqueles encontrados para micelas de SDS com um marcador de spin 

similar (85). Para os outros marcadores de spin, é observado um decréscimo da 

polaridade no interior da micela, mas ainda com valores relativamente altos de a0. 

A adição da enzima leva a alterações em todos os espectros medidos. Na 

região da interface micela-solvente, monitorada pelo marcador Cat-16, as alterações 

são em sentidos opostos. Enquanto em SDS, a presença da proteína leva a um 

espectro correspondente a um marcador em regime de movimento mais lento e com 

valor de a0 diminuído (Figura 30 e Tabela 1), em CTABr, o espectro medido é típico 

de um regime mais rápido de movimento (linhas mais finas) e valor de a0 

aumentado.  

Indo para uma posição próxima à interface, monitorada pelo marcador 5-

SASL, vemos que a presença da Pp 1,2-CCD leva, desta feita, a mudanças 

similares em SDS e CTABr. Em ambos os casos, o espectro após adição de Pp 1,2-

CCD é típico de um marcador experimentando dinâmica mais lenta quando 
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comparado com os espectros na ausência da enzima, caracterizado por linhas mais 

largas, com desdobramento da linha de campo baixo, o que impede a medida tanto 

de a0 quanto de h+1/h0 (Figuras 30B e 31B). Mesmo assim, podemos inferir que a 

presença da proteína restringe o movimento do marcador nessa região, fazendo 

com que este apresente, portanto, o espectro correspondentemente mais lento. 

No caso dos marcadores localizados mais internamente às micelas (12-SASL 

e 16-SASL), o efeito de se adicionar a Pp 1,2-CCD é expresso em mudanças 

semelhantes nos espectros. Nos dois casos, a presença da Pp 1,2-CCD leva o ácido 

esteárico marcado a experimentar uma dinâmica mais lenta (Figuras 30C-D e 31C-

D), provavelmente oriunda de uma maior restrição de movimento induzida pela 

estrutura protéica, evidenciada na diminuição dos valores de h+1/h0 (Tabela 1) e na 

maior largura das linhas espectrais. Um fato interessante é observado no caso do 

marcador 12-SASL em micelas de SDS (Figura 30C), em cujo espectro podemos 

perceber o aparecimento de uma segunda componente espectral após inclusão da 

Pp 1,2-CCD. Isto significa que há duas populações distinguíveis, dentro da escala de 

tempo característica de RPE, de moléculas de marcador de spin, provavelmente 

uma próxima à Pp 1,2-CCD e outra referente ao marcadores no bulk da micela, que 

coexistem em dois ambientes estruturalmente distintos. 

O efeito geral com relação à mobilidade do marcador de spin quando Pp 1,2-

CCD é adicionada às micelas de SDS se mostra como um decréscimo deste 

parâmetro em todas posições ocupadas pelo marcador de spin na micela, sendo 

cerca de 20% da mobilidade em Cat-16, 38% da mobilidade em 12-SASL e 23% da 

mobilidade em 16-SASL (Figura 33). Assim, a mobilidade do marcador de spin é 

menor no interior da micela em torno do carbono 12 quando Pp 1,2-CCD liga-se à 

micela. Quanto às micelas de CTABr, o efeito da proteína na mobilidade do 

marcador de spin na região polar é pouco significativo, cerca de 10% da mobilidade, 

sendo mais pronunciado do que nas micelas de SDS nas posições 12-SASL e 16-

SASL, com um decréscimo na mobilidade de cerca de 50% e 25%, respectivamente 

(Figura 34). Aqui cabe lembrar que a correlação entre alterações observadas e 

posição estrutural dentro do sistema micelar não pode ser feita de maneira 

extremamente rigorosa já que as micelas têm seu interior inerentemente 

desordenado e fluído. Logo, a associação entre mudança em um parâmetro e 

localização deve sempre ser feita com cautela. 
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Os dados de RPE obtidos a partir de amostras contendo micelas de 

surfactantes sugerem, portanto, uma efetiva interação entre a proteína Pp 1,2-CCD 

e os modelos de membrana em questão. 

 

 

 

Figura 33 – Variação da mobilidade do meio ambiente ao redor dos marcadores de spin na região 
polar e ao longo da cadeia acil do acido esteárico em micelas de SDS. 

 

 

 

Figura 34 – Variação da mobilidade do meio ambiente ao redor dos marcadores de spin na região 
polar e ao longo da cadeia acil do acido esteárico em micelas de CTABr 
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Com o intuito de avançarmos na compreensão em relação à interação de 

Pp1,2-CCD com modelos de membranas, também utilizamos monocamadas de 

Langmuir e os resultados serão apresentados e discutidos agora. Monocamadas de 

Langmuir são excelentes sistemas para se estudar interações em um arranjo 

bidimensional de moléculas anfifílicas, servindo de modelo para processos que 

ocorram na superfície de membranas biológicas (86-88). Nestas situações, o uso de 

monocamadas de Langmuir oferece vantagens já que a densidade e composição da 

interface podem ser variadas de forma bastante controlada e as interações podem 

ser estudadas através de medidas da tensão superficial, por exemplo. 

No experimento com monocamadas de Langmuir, uma quantidade conhecida 

de material anfifílico dissolvida em solvente orgânico é espalhada na interface ar-

água, sendo que essa substância deve ser insolúvel e apresentar um coeficiente de 

espalhamento favorável à ocorrência desse processo, ou seja, deve se orientar na 

interface de forma a minimizar sua energia livre (27). As monocamadas são 

formadas na superfície de uma solução aquosa, contida em um compartimento 

denominado cuba de Langmuir (Figura 35). Esta cuba é constituída por um material 

inerte, geralmente Teflon, sendo dotada de barreiras móveis capazes de varrer as 

moléculas presentes na interface. 

A adsorção dessa substância anfifílica na interface provoca uma diminuição 

na tensão superficial da água 	R�� até um novo valor de tensão 	R�, medidos por 

uma placa de Wilhelmy. Essa variação de tensão superficial 	R� − R� é denominada 

de pressão superficial, propriedade que fornecerá informações a respeito da 

adsorção da monocamada formada. 

Após evaporação do solvente, a monocamada pode ser comprimida ou 

expandida pela movimentação das barreiras e o estado de compactação da 

monocamada é acompanhado através da curva que relaciona a pressão superficial 

com a área disponível por molécula da substância anfifílica, denominada isoterma de 

pressão superficial (S − T�, obtida à temperatura constante (Figura 35). 

Além de avaliarmos a interação entre os materiais formadores da 

monocamada, a técnica permite a investigação do efeito de diversas substâncias 

dissolvidas na subfase aquosa, que podem ou não apresentar atividade superficial 

com os filmes monomoleculares. Dessa forma, soluções de sais, polímeros, 
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peptídeos, proteínas, ácidos nucléicos são exemplos de substâncias frequentemente 

empregadas como subfases de filmes de Langmuir

 

Figura 35 – Representação esquemática de uma cuba de Langmuir utilizada para as medidas da 
isoterma de pressão superficial. Figura adaptada da referência 

 

 

Figura 36 - Representação esquemática de uma isoterma de pressão superficial (

 

Sendo assim, utilizando a técnica de monocamadas de Langmuir compostas 

por fosfolipídios DPPC e a enzima Pp 1,2

medimos a cinética de adsorção de Pp

condições diferentes (Figura 37

na subfase contendo solução tampão e investigamos sua adsorção na interface ar

peptídeos, proteínas, ácidos nucléicos são exemplos de substâncias frequentemente 

empregadas como subfases de filmes de Langmuir. 

 

Representação esquemática de uma cuba de Langmuir utilizada para as medidas da 
isoterma de pressão superficial. Figura adaptada da referência (27). 

Representação esquemática de uma isoterma de pressão superficial (

Sendo assim, utilizando a técnica de monocamadas de Langmuir compostas 

por fosfolipídios DPPC e a enzima Pp 1,2-CCD injetada na subfase aquosa, 

medimos a cinética de adsorção de Pp 1,2-CCD na interface ar-água em duas 

37). Inicialmente, na Figura 37A, a enzima foi injetada 

na subfase contendo solução tampão e investigamos sua adsorção na interface ar

peptídeos, proteínas, ácidos nucléicos são exemplos de substâncias frequentemente 

Representação esquemática de uma cuba de Langmuir utilizada para as medidas da 

 

Representação esquemática de uma isoterma de pressão superficial (π-A). 

Sendo assim, utilizando a técnica de monocamadas de Langmuir compostas 

CCD injetada na subfase aquosa, 

água em duas 

A, a enzima foi injetada 

na subfase contendo solução tampão e investigamos sua adsorção na interface ar-
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água na ausência de lipídios. A pressão superficial, neste caso, começou a 

aumentar transcorridos 25 segundos após a injeção da enzima na subfase, intervalo 

considerado pequeno como tempo de indução para adsorção da proteína. A pressão 

superficial atingiu um valor constante de ~13 mN m-1 em aproximadamente 8 

minutos. Posteriormente, avaliamos a adsorção de Pp1,2-CCD na presença de uma 

monocamada lipídica. Inicialmente, espalhamos o lipídeo sobre tampão Tris-HCl 

(20mM Tris, 50mM NaCl, pH 8,0) e, após evaporação do solvente, foi injetada na 

subfase quantidade suficiente de proteína. Imediatamente após a injeção da 

proteína, medidas de pressão superficial foram registradas em função do tempo, de 

modo a verificar a adsorção da proteína na presença da monocamada lipídica com 

baixo grau de empacotamento (115 Å2). A cinética de adsorção de Pp1,2-CCD em 

monocamada de DPPC resultou em um aumento brusco da pressão superficial nos 

segundos iniciais, até que se atingisse um valor constante de πf ~ 9 mN m-1, após 

cerca de 6 minutos. O aumento no valor da pressão superficial da monocamada 

lipídica, posterior à injeção da proteína na subfase, deve ser considerado como um 

resultado do aumento do número de moléculas adsorvidas na monocamada lipídica. 

Entretanto, verificamos que a adsorção ocorreu de maneiras distintas, conforme 

ilustrado na Figura 37. A diferença observada nos valores de pressão superficial de 

equilibrio (πfinal) é esperada e pode ser atribuída a diferenças nos sítios de adsorção 

disponíveis para a proteína, visto que a presença da monocamada, mesmo em baixo 

empacotamento, pode afetar a área disponível para adsorção da proteína. 
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Figura 37 – Cinética de adsorção de Pp1,2-CCD em monocamadas de DPPC (A) na interface sem 
lipídios e (B) a diferentes níveis de empacotamento de lipídios.  

 

A adsorção de proteínas na interface líquido-ar é um processo bastante 

complexo e que vêm sendo bastante estudado nos últimos anos. Tripp e 

colaboradores (89) apresentaram um estudo comparativo sobre a adsorção de 

algumas proteínas globulares na interface líquido-ar. As proteínas estudadas 

apresentavam diferenças em sua composição, estrutura secundária, estabilidade 

conformacional e distribuição superficial dos resíduos de aminoácidos. Dentre os 

parâmetros investigados, os autores verificaram, por exemplo, que a proteína 

albumina de soro bovino (BSA) apresentou uma rápida adsorção na interface 

líquido-ar, sem que tenha sido observado tempo de indução, mesmo a proteína 

apresentando um valor de hidrofobicidade superficial efetiva menor dentre todas as 

proteínas estudadas. Neste caso, os autores concluíram que a adsorção ocorreu 
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devido ao desenovelamento parcial da proteína, resultante da exposição à interface 

líquido-ar. Tronin e colaboradores (90) também verificaram a atividade superficial de 

duas proteínas, a imunoglobulina G (IgG) e a peroxidase de raiz forte (HRP), e 

compararam diretamente a atividade biológica de cada uma dessas proteínas, em 

termos de imunoensaios para IgG e atividade enzimática para HRP. O trabalho 

chegou à conclusão de que a adsorção na interface líquido-ar destas proteínas 

também levava a um desenovelamento parcial ou completo das proteínas 

adsorvidas, visto que a redução na atividade relacionada a cada proteína foi 

semelhante ao resultado de atividade biológica obtido na presença de agentes 

denaturantes. Os autores concluem o trabalho questionando a natureza desta perda 

de estrutura secundária das proteínas, se apenas uma quantidade de moléculas 

encontra-se desnaturada ou se uma região específica de cada molécula de proteína 

é que apresentou perda de estrutura. Mais recentemente, Schmidt e colaboradores 

(91), avaliaram a adsorção da mesma HRP na interface líquido-ar através da técnica 

de PM-IRRAS (Polarization-Modulation Infrared Reflection Absorption Spectroscopy). 

Os experimentos indicaram, através da posição das bandas do espectro obtido, que 

de fato, as moléculas adsorvidas na interface encontravam-se desnaturadas, fato 

que corrobora com a hipótese inicialmente levantada. 

A Figura 37B mostra as cinéticas de adsorção de Pp1,2-CCD em 

monocamadas de DPPC a diferentes empacotamentos lipídicos. Através da figura, 

podemos notar que o processo de adsorção em função da estrutura do filme lipídico 

parece ocorrer de duas maneiras distintas, de acordo com a densidade lipídica 

inicial. Primeiramente, a adsorção da proteína diminuiu quando aumentamos o 

empacotamento lipídico de 0 mN m-1 para 10 mN m-1. Neste caso, podemos concluir 

que a presença da monocamada lipídica em maior empacotamento diminui a 

quantidade de enzima adsorvida, provavelmente por menor área disponível para a 

adsorção da cadeia polipeptídica, visto a competição com maior quantidade de 

moléculas lipídicas. Esta observação está de acordo com dados reportados na 

literatura para casos de interação de outras proteínas com filmes lipídicos como 

fitase (92), urease (93) e creatina quinase mitocondrial (94). Nestes casos, com o 

aumento da pressão superficial inicial, a variação de π provocada pela presença de 

proteínas torna-se menor até que o sistema alcance a pressão de inserção máxima 
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(ou pressão de exclusão), onde nenhuma alteração em π é observada, porque a 

proteína não pode mais penetrar na monocamada.  

No entanto, para os valores de πin de 20 e 30 mN m-1, observamos uma 

mudança neste comportamento, pois notamos que com o aumento da pressão 

inicial, a variação de π foi maior. Este comportamento não usual indica que a 

proteína, ao contrário do que se esperava, parece manter sua capacidade de 

penetrar na monocamada lipídica, mesmo com esta apresentando alto grau de 

compactação, fato que provavelmente ocorra devido a fortes interações hidrofóbicas 

entre a proteína e a cadeia alquílica do fosfolipídeo. 

Um estudo anterior de nosso grupo indicou a capacidade de Pp 1,2-CCD em 

se ligar a moléculas anfifílicas (28), no qual foi possível concluir que esta ligação 

ocorre em um canal hidrofóbico da enzima, de modo que a região polar da molécula 

anfipática aponta em direção ao solvente, enquanto a cadeia carbônica é mantida 

dentro do canal. Além disso, a atividade catalítica desta enzima foi verificada na 

presença de moléculas de ácido graxo, resultando em um decréscimo significativo 

de sua atividade catalítica (28), podendo este ser um indicativo de que a ligação ao 

fosfolipídio possa atuar como um processo de regulação da atividade catalítica da 

enzima, desenvolvido pela célula. Correlacionando esta proposição com os dados 

obtidos, verificamos que, de fato, uma significativa quantidade de proteína encontra-

se adsorvida quando há altas densidades lipídicas na monocamada, inclusive em π 

correspondente ao empacotamento dos lipídios na biomembrana, próximo a 30 mN 

m-1 (95), revelando um caráter hidrofóbico de, pelo menos, uma região da proteína, 

facilitando a sua penetração. Além disso, a ausência do substrato no meio pode ter 

facilitado a adsorção da enzima na interface, visto que o excesso de substrato no 

meio pode ser o mecanismo pelo qual a proteína desliga da membrana e torna-se 

ativa. 

Ainda interessados em melhor avaliar a adsorção da proteína na interface, os 

dados da cinética de adsorção de Pp1,2-CCD, nos diferentes graus de 

empacotamento, foram tratados com a aproximação sugerida por Magett-Dana (96), 

que aplicou uma equação de primeira ordem para analisar o fenômeno de adsorção 

de proteínas em interfaces liquidas (Figura 38): 
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4( USV − S"SV − SK W = − -                                                           	22� 

onde πi é a pressão superficial inicial, πf é a pressão superficial de equilíbrio, πt é a 

pressão superficial no tempo t e k é a constante de velocidade. 

 

Figura 38 – Adsorção de Pp12-CCD em monocamadas de DPPC. Foi usada a aproximação de 
Magett-Dana para analisar o processo de adsorção desta proteína à interface de 
lipídios. 

 

A Figura 38 ilustra o tratamento aplicado às curvas obtidas em π inicial de 0 

mN m-1.  De acordo com a Figura 38 e a Tabela 2, duas constantes de velocidade 

puderam ser identificadas para cada condição de empacotamento lipídico. Para π 

em 0 mN m-1, o mecanismo de adsorção ocorre em duas etapas que envolvem, 

inicialmente, um processo de penetração da proteína que, pela ausência de tempo 

de indução, mostra que a difusão da enzima é bastante rápida. Já a constante de 
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velocidade k2, que apresenta valor menor, provavelmente está associada a 

processos de rearranjos conformacionais da proteína adsorvida à interface. Dados 

da literatura indicaram diferentes valores para a constante de velocidade de 

adsorção de outras proteínas, com pressão superficial inicial de 0 mN m-1, da ordem 

de 100 vezes menor que os valores obtidos para Pp 1,2-CCD, indicando mais uma 

vez a forte adsorção da enzima na interface ar-água. Por outro lado, os valores 

foram bastante similares em ordem de magnitude, com aqueles obtidos para 

adsorção de fitase (92). 

Aumentando-se o empacotamento lipídico para 10 mN m-1, duas observações 

podem ser apontadas. A primeira delas é um decréscimo no valor de k1, que pode 

ser corroborado com um decréscimo na pressão π, indicando maior dificuldade de 

penetração da enzima na interface. Além disso, a partir deste ponto, k2 passa a ser 

maior do que k1, para todas as densidades lipídicas. Esta observação pode ser um 

indicativo de que, inicialmente, a enzima adsorva na interface lipídica através de sua 

região hidrofóbica conforme discutido. Entretanto, esta adsorção passa a ser 

dificultada pelo elevado grau de compactação do filme superficial. Porém, a 

presença de uma quantidade de moléculas adsorvidas resulta em um gradiente de 

concentração entre a interface e o volume da solução, podendo este ser a força 

motriz para a subsequente adsorção de outras moléculas de proteína.  

 

Tabela 2 – Constantes de velocidade para adsorção de Pp1,2-CCD em monocamadas de DPPC. 

π in (mN m-1) k1 (min-1) k2(min-1) 

0 4,047 0,312 

10 0,74 4,461 

20 0,17 0,458 

30 0,354 2,21 
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A Figura 39 mostra a isoterma de pressão superficial-área por molécula 

superficial (π-A) para monocamadas de DPPC e na presença da enzima na subfase. 

Para a monocamada de DPPC pura formada sobre tampão, uma leve modificação 

no comportamento da isoterma é observada quando comparada ao obtido em água, 

pois o patamar correspondente à coexistência de fases líquido-expandido líquido-

condensado, no caso da subfase tampão, foi observado em torno de π igual a 9.0 

mN m-1. Já o colapso da monocamada ocorreu em aproximadamente 65 mN m-1, 

sendo a área mínima por volta de 53 Å2. A adição de Pp1,2-CCD na subfase alterou 

fortemente o comportamento da curva π-A, mesmo a elevados valores de pressão 

superficial, fato já sugerido através das curvas de cinética de adsorção, onde 

pudemos evidenciar a grande penetração da proteína. Através da compressão da 

monocamada, podemos concluir que, não apenas a proteína se incorpora na 

monocamada, como também permanece na interface, mesmo após compressão do 

filme. Além disso, a presença da proteína afeta a fluidez do filme lipídico, pois a área 

disponível por molécula passou a ser duas vezes maior. Sendo assim, na presença 

da proteína, ocorre uma maior dificuldade no empacotamento das moléculas do 

lipídeo, tornando o filme muito menos denso. Outra evidência desta alteração de 

fluidez do sistema mimético consiste da diminuição no valor de pressão de colapso 

do filme, que na presença da proteína passa a ser da ordem de 50 mN m-1. A 

alteração de fluidez aqui detectada é compatível com as mudanças observadas em 

nossos dados de RPE com o sistema mimético constituído por micelas de 

surfactantes, indicando que este possa ser, portanto, um efeito geral da presença da 

enzima sobre modelos de membrana. 
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Figura 39 – Isoterma π-A de monocamada de DPPC em solução tampão e na presença de Pp 1,2-
CCD. 

 

Diante da evidenciada alteração na fluidez do filme lipídico, verificamos as 

propriedades reológicas da interface, de modo a melhor estimar o efeito da proteína 

adsorvida ao filme, através da técnica de elasticidade dilatacional superficial (E). Os 

valores de E para monocamada de DPPC pura aumentam com a pressão superficial 

inicial (Tabela 3), visto que seu alto estado de empacotamento mantém mais fortes 

as interações entre as moléculas do filme, o que torna esse filme rígido mais difícil 

de ser desestruturado. Já para a monocamada mista (lipídio + proteína), verificamos 

uma redução em E bastante significativa, principalmente no sistema formado a partir 

de 10 mN m-1. A partir deste valor de π, notamos que a incorporação da proteína 

diminui o módulo de elasticidade da interface, devido à presença de um material 

flexível que afeta a rigidez da monocamada estruturada. 
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Tabela 3 - Valores de elasticidade dilatacional superficial (E) de monocamada de DPPC na presença 
e ausência de Pp1,2-CCD em função da pressão superficial 

π (Mn m-1) │E│Pure DPPC(mN m-1) │E│DPPC + CCD (mN m-1) 

0 - 11.56 

10 80.53 58.23 

20 109.14 162.28 

30 304.6 417.04 

 

 

Entretanto, para empacotamentos lipídicos mais altos, a presença de Pp1,2-

CCD aumenta o valor de E, comparado com a monocamada de DPPC puro. Neste 

caso, a presença da proteína, mesmo sendo um material com elevada liberdade 

conformacional, o que contribuiria para uma perda da estrutura de equilíbrio do 

sistema misto, torna este filme mais rígido. Este comportamento foi previamente 

observado para outras enzimas, onde este valor mais alto de E foi correlacionado 

com a formação de uma camada muito estruturada, pela possibilidade da proteína 

estar adsorvendo justamente em pontos do filme lipídico que apresentavam certa 

fluidez. 

Uma vez tendo demonstrado que Pp 1,2-CCD é capaz de provocar alterações 

em micelas de surfactantes e de investigar os efeitos de superfície decorrentes de 

sua adsorção em monocamadas lipídicas, passamos ao estudo da interação da 

enzima com vesículas (bicamadas) lipossomicas. Para tanto, nos valemos das 

técnicas calorimétricas de DSC e PPC e também da espectroscopia por RPE, assim 

tentando obter uma descrição que aliasse aspectos globais, oriundos da 

calorimetria, com aspectos locais, obtidos das perturbações provocadas pela 

proteína no entorno de sondas magnéticas inseridas nos lipossomos. 

Mais especificamente, utilizamos DSC e PPC para monitorar a transição de 

fase lipídica na ausência e na presença da proteína. Como Pp 1,2-CCD sofre 

transição de fase (enovelada para desenovelada) por volta de 54 ºC (Figura 40), 

tivemos o cuidado de escolher fosfolipídios que sofressem transição de fase longe 

dessa temperatura. Desta maneira, foi escolhido o fosfolipídio DMPC, cujas 

vesículas multilamelares exibem dois eventos endotérmicos quando são aquecidas. 

Na temperatura de cerca de 13 ºC é observada uma transição de fase menos 
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energética e menos cooperativa, denominada de pré

conversão da fase gel lamelar L

transição, mais energética e apresentando uma maior cooperatividade 

intermolecular entre os fosfolipídios das vesículas de DMPC, denominada de 

transição principal, surge da conversão da fase 

cristalino Lα (Figura 41) e é exibida na temperatura de cerca de 23 ºC. 

 

 

Figura 40 – Transição de fase de Pp 1,2
configurada em 60°C/h e a quantidade de proteína dentro da cela de amostra foi de 25 
mM.  

 

 

Figura 41 – Transições de fase de vesículas lipíd
transição surgida da conversão da fase gel 
evento 2, denominado de transição principal, surge da conversão da fase
líquido-cristalino (Lα). Figura adaptada da referência 

 

 

 

energética e menos cooperativa, denominada de pré-transição, surgida da 

conversão da fase gel lamelar Lβ’ para a fase gel ripple Pβ’ (Figura 41). Uma segunda 

transição, mais energética e apresentando uma maior cooperatividade 

intermolecular entre os fosfolipídios das vesículas de DMPC, denominada de 

transição principal, surge da conversão da fase Pβ’ para fase lamelar líquido

) e é exibida na temperatura de cerca de 23 ºC. 

 
Transição de fase de Pp 1,2-CCD determinada por DSC. A velocidade de aquecimento foi 

C/h e a quantidade de proteína dentro da cela de amostra foi de 25 

Transições de fase de vesículas lipídicas de DMPC. O evento 1 refere-se à chamada pré
transição surgida da conversão da fase gel tilted (Lβ’) para a fase gel 
evento 2, denominado de transição principal, surge da conversão da fase

). Figura adaptada da referência (97). 

transição, surgida da 

). Uma segunda 

transição, mais energética e apresentando uma maior cooperatividade 

intermolecular entre os fosfolipídios das vesículas de DMPC, denominada de 

para fase lamelar líquido-

) e é exibida na temperatura de cerca de 23 ºC.  

CCD determinada por DSC. A velocidade de aquecimento foi 
C/h e a quantidade de proteína dentro da cela de amostra foi de 25 

 
se à chamada pré-

) para a fase gel ripple (Pβ’) e o 
evento 2, denominado de transição principal, surge da conversão da fase Pβ’ para a fase 
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Na Figura 42 é mostrado o resultado do experimento de DSC em que 

acompanhamos o comportamento termotrópico de vesículas de DMPC. Como dito 

acima, este fosfolipídio sofre duas transições de fase (em torno de 13 oC e 23 oC). 

Obviamente tais temperaturas de transição dependem de parâmetros como pH, 

força iônica e hidratação, mas as temperaturas de transição aqui obtidas, onde o 

DMPC foi ressuspendido em tampão Tris-HCl (20mM Tris, 50 mM NaCl, pH 8,0), têm 

boa concordância com os dados disponíveis na literatura  (98, 99). 

 

 

 

Figura 42 – Transição de fase de vesículas multilamelares de DMPC na ausência (_____) e na 
presença (_____) de Pp 1,2-CCD determinada por DSC. A velocidade de aquecimento foi 
configurada para ser 60°C/h e a razão molar lipídio/proteína usada foi de 31.  

 

 

Vemos na figura acima que o efeito da presença de Pp 1,2-CCD na transição 

de fase da DMPC resume-se em uma diminuição da cooperatividade da transição 

principal evidenciada no alargamento da transição. O deslocamento da temperatura 

de transição de fase principal dos lipídios para valores menores foi insignificante. A 

diminuição da cooperatividade da transição é um indicativo de forte interação entre a 

proteína e as membranas constituídas por fosfolipídios de DMPC. Os valores 

termodinâmico obtidos da transição lipídica do DMPC na ausência e na presença de 

Pp 1,2-CCD estão apresentados na Erro! Auto-referência de indicador não válida.. 
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Tabela 4 – Dados termodinâmicos obtidos da transição de fase das vesículas de DMPC multilamelar 
na ausência e presença de Pp1,2-CCD. 

Amostra 
Pré-Transição Transição principal 

Tp (°C) ∆Hp(kcal/mol) TM(°C) ∆H (kcal/mol) ∆S ( cal/mol.°C) 

      
DMPC ~ 12 ~ 0,800 23,5 6,5 276,7 

      
DMPC + CCD - - 23,5 9,4 401,1 

      
 

 

Analisando os dados da Tabela 4 com relação à pré-transição do DMPC em 

sua forma multilamelar, vemos que a transição lipídica com a proteína ausente 

ocorreu por volta de 12 oC, absorvendo para isso uma energia da ordem de 800 

calorias por mol de lipídio. A presença da proteína neste caso foi capaz de silenciar 

a pré-transição do DMPC. Voltando nossa atenção agora para a transição principal 

vemos que a variação de Tm das vesículas de DMPC na presença e ausência de 

Pp1,2-CCD foram insignificantes. No entanto, a energia absorvida na transição 

lipídica foi maior cerca de 30% na presença de Pp 1,2-CCD. Esta variação de 

energia ocorreu acompanhada de um aumento significativo da entropia do sistema 

durante a transição lipídica (vide Tabela 4). Vemos ainda em ambas as transições 

lipídicas um alargamento da curva de DSC devido à diminuição da cooperatividade 

da transição (7). Deste modo, a incorporação de Pp 1,2-CCD foi capaz de induzir 

mudanças significativas no perfil termotrópico destes lipídios (Tabela 4).  

 Além disso, dos termogramas tradicionais de DSC, complementamos as medidas 

calorimétricas com experimentos de PPC que mostram como variam os parâmetros 

volumétricos das vesículas multilamelares de DMPC durante a transição de fase. A 

técnica de PPC é baseada em medidas do calor diferencial liberado ou absorvido em 

resposta a pequenos pulsos de pressão sobre a amostra dentro da cela do 

calorímetro. Este calor está diretamente relacionado com a diferença da 

expansividade térmica das moléculas de soluto comparado com o volume de 

solvente deslocado por estas moléculas. A expansão térmica de qualquer substância 

ocorre do aumento das distâncias intermoleculares médias em função da 

temperatura e isso decorre predominantemente da interação não covalente entre os 

ligantes, uma vez que ligações covalentes não são excitadas a temperaturas 

próximas à ambiente e neste caso, o volume intrínseco de qualquer molécula 
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geralmente permanece constante. Deste modo, qualquer mudança no volume 

molecular aparente de uma vesícula devido a uma molécula será causada por uma 

mudança da separação média entre lipídios e também em sua solvatação (100). 

Sendo assim, vemos na Figura 43, assim como no experimento de DSC 

convencional, que a presença de Pp 1,2-CCD faz com que o volume da vesícula 

mude significativamente durante a transição lipídica. A variação do volume (∆V/V) 

associada com a transição de fase lipídica é obtida diretamente integrando-se a área 

sob as curvas obtidas do experimento de PPC. Sendo assim, a Figura 43 mostra 

que a presença de Pp1,2-CCD na razão lipídio/proteína igual a 31, aumentou seu 

volume em cerca de 2%. No entanto, sem mudar variar Tm. Podemos ver ainda que 

a presença da proteína aumenta o coeficiente de dilatação térmica ∆α(T) da 

transição lipídica em cerca de 2,6 x 10-3 °C-1. Sendo assim, este é mais um resultado 

que indica a interação desta enzima com lipossomos. 

 

 

 
Figura 43 – Coeficiente de dilatação térmica em função da temperatura da transição de fase de 

vesículas multilamelares de DMPC na ausência (••••) e na presença (••••) de Pp 1,2-
CCD determinada por PPC. A razão molar lipídio/proteína usada foi de 31. 
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calor está diretamente relacionado com a diferença da expansividade térmica das 

moléculas de soluto comparado com o volume de solvente deslocado por estas 

moléculas. A expansão térmica de qualquer substancia ocorre do aumento das 

distancias medias intermoleculares em função da temperatura e isso ocorre 

predominantemente da interação não covalente entre os ligantes, uma vez que 

ligações covalentes não são excitadas a temperaturas próximas à ambiente e neste 

caso, o volume intrínseco de qualquer molécula geralmente permanece constante. 

Deste modo, qualquer mudança no volume molecular aparente de uma vesícula 

devido a uma molécula, será causada por uma mudança da separação media entre 

lipídios e também em sua solvatação (100). Sendo assim, vemos Figura 43, assim 

como no experimento de DSC convencional, a presença de Pp 1,2-CCD faz com 

que o volume da vesícula mude significativamente durante a transição lipídica. A 

variação do volume (∆V/V) associado com a transição de fase lipídica é obtida 

diretamente integrando-se a área sob as curvas obtidas do experimento de PPC. 

Sendo assim, a Figura 43 mostra que a presença de Pp1,2-CCD na razão 

lipídio/proteína igual a 31, aumentou seu volume em cerca de 2%. No entanto, sem 

mudar variar Tm. Podemos ver ainda que a presença da proteína aumenta o 

coeficiente de dilatação térmica ∆α(T) da transição lipídica em cerca de 2,6 x 10-3 °C-

1. Sendo assim, esta é mais um resultado que indica a interação desta enzima com 

lipossomos.  

Por fim, realizamos experimentos de RPE exploratórios utilizando lipossomos 

de DPPC e DMPC com o derivado de fosfolipídio 5-PC como sonda magnética. 

Monitoramos, assim, a região próxima à cabeça polar dos fosfolipídios e para a qual 

havíamos encontrado mudanças significativas nos resultados de RPE obtidos a 

partir de micelas de surfactantes (SDS e CTABr) contendo o marcador 5-SASL 

(Figuras 30 e 31). A preparação dos lipossomos de DMPC e DPPC seguiu o 

protocolo previamente descrito com as amostras apresentando uma razão 

lipídio/proteína igual a 40. Os espectros medidos, a 25 oC, para o marcador 5-PC em 

vesículas de DMPC e DPPC na ausência e na presença de Pp 1,2-CDD estão 

mostrados nas Figuras 45 e 46, respectivamente.  
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Figura 44 – Espectro de RPE do marcador 5-PC (fosfatidil colina) em vesículas multilamelares de 
DPPC na ausência (_____) e presença (_____) de Pp1,2-CCD. A razão molar 
lipídio/proteína foi de 40, contendo 0,5 mol% de cada marcador de spin. 

 

 

 

 

 

Figura 45 – Espectro de RPE do marcador 5-PC (fosfatidil colina) em vesículas multilamelares de 
DMPC na ausência (_____) e presença (_____) de Pp1,2-CCD. A razão molar 
lipídio/proteína foi de 40, contendo 0,5 mol% de cada marcador de spin. 

 

3300 3325 3350 3375 3400
-0.5

0.0

0.5

1.0

 DPPC/CCD-5PC
 controle

 In
te

ns
id

ad
e 

(u
.a

.)

Campo magnético (Gauss)

3300 3325 3350 3375 3400

-0.5

0.0

0.5

1.0

 In
te

ns
id

ad
e 

(u
.a

.)

Campo magnético (Gauss)

 DMPC/CCD-5PC
 controle



120 

 

O espectro do marcador 5-PC reflete, com suas linhas largas e de 

intensidades bem distintas, o ambiente de pouca mobilidade (alta restrição de 

movimento) experimentado pela sonda nessa região bem estruturada da vesícula 

(carbono n=5 da cadeia acil do fosfolipído). A adição de Pp 1,2-CCD levou a 

mudanças pequenas tanto no caso de vesículas de DPPC quanto de DMPC. O 

efeito mais significativo observado está em uma redução do parâmetro amax 

(desdobramento hiperfino máximo – v. definição na Figura 32) e uma alteração na 

forma de linha, principalmente da ressonância em campo alto. Em ambos os casos, 

as mudanças apontam para um aumento de mobilidade do marcador de spin 5-PC 

após adição de Pp 1,2-CCD. Apesar de apontarem no sentido contrário ao que 

observamos para micelas de surfactantes, em que encontramos uma maior restrição 

de movimento na presença de proteína, os dados obtidos a partir de lipossomos 

também sinalizam que a Pp 1,2-CCD pode alterar a estrutura dinâmica do modelo 

de membrana. Esses resultados de RPE em lipossomos de DMPC e DPPC, apesar 

de incipientes, se somam àqueles dados já obtidos e reforçam a hipótese de 

interação entre a Pp 1,2-CCD e membranas biológicas.  

Uma análise global mostra que os resultados obtidos pelas diversas técnicas 

biofísicas usadas neste estudo sugerem fortemente que Pp1,2-CCD é capaz de 

interagir com todos os modelos de membranas biológicas empregados e que, 

provavelmente, este comportamento é compartilhado com outras proteínas da 

família das dioxigenases. Além disso, os dados aqui apresentados vão ao encontro 

do que havia sido proposto por nosso grupo e outros autores que esse deva ser o 

mecanismo pelo qual a atividade catalítica da enzima é regulada. 
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A Tirosina Quinase FGFR2 
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Para tornarem-se ativas, proteínas quinases (PTKs) se autofosforilam 

hidrolisando moléculas de ATP em ADP em uma reação sequencial e precisamente 

ordenada (101). Uma vez ativas, interagem com proteínas adaptadoras que são 

consequentemente fosforiladas pelo intermédio de PTK. Assim que são fosforiladas, 

as proteínas adapdadoras tornam-se aptas a interagir com outras proteínas 

importantes no processo de sinalização celular para formar os chamados complexos 

de sinalização primários (ESC) (36). Neste capítulo serão apresentados e discutidos 

os resultados obtidos do estudo de interação entre as proteínas FGFR2 quinase e a 

adaptadora p52Shc. Discutiremos a respeito do processo de sinalização celular 

destacando a importância destas duas proteínas na formação dos ESCs 

 

2.1 Introdução  

 

 

A capacidade que as células têm em responder a estímulos extracelulares é 

fundamental para a manutenção da vida. Uma célula bacteriana possui receptores 

de membrana que monitoram o meio extracelular em relação ao pH, à pressão 

osmótica, à disponibilidade de alimentos, oxigênio, luz, à presença de substâncias 

tóxicas ou de competidores por alimento dentre outros. Estes sinais promovem uma 

resposta específica na célula que pode ser, por exemplo, a sua movimentação em 

direção ao alimento ou a fuga devido a uma substância tóxica. Em animais, estes 

sinais são chamados autócrinos (que agem na mesma célula que o produz), 

parácrimos (que agem em uma célula vizinha), ou endócrinos (transportados pela 

corrente sangüínea até uma célula alvo distante). Em todos os três casos, o sinal é 

detectado por um receptor específico e convertido em uma resposta celular (33, 55, 

57). 

A fosforilação reversível da cadeia lateral de aminoácidos é um princípio de 

regulação da atividade de enzimas e sinalização de proteínas largamente utilizado 

pelas células. Por meio desta função, proteínas quinases exercem um papel 

fundamental na regulação do metabolismo celular, expressão gênica, crescimento, 

divisão e diferenciação celular. O sinal regulatório funciona como um comutador nas 

vias de sinalização e o éster fosfato formado em proteínas alvo pela ação de uma 

proteína quinase causa profundas mudanças na atividade metabólica da célula. A 

ação altamente reguladora e harmônica das quinases é o mecanismo usado pela 



124 

 

célula para criar um sinal temporal e espacialmente restrito de modo a influenciar a 

atividade celular em uma via altamente específica (33). 

Um mecanismo fundamentalmente diferente de transdução de sinais é 

realizado pelos receptores enzimáticos do tipo quinases (RTKs). Essas proteínas 

possuem um domínio de ligação a um ligante na superfície extracelular da 

membrana plasmática e um sítio ativo de uma enzima no lado citosólico, com os dois 

domínios conectados por um único segmento transmembrana. Mais comumente, o 

receptor enzimático é uma proteína que fosforila resíduos de Tyr em proteínas-alvo 

específicas (55). Um exemplo clássico deste tipo de mecanismo são os receptores 

de insulina (Figura 46).  

 
Figura 46 – Regulação da expressão gênica pela insulina. A via de sinalização pela qual a insulina 

regula a expressão de genes específicos envolve uma cascata de proteínas quinases 
cada uma ativando a seguinte. O receptor da insulina é uma Tirosina quinase específica, 
as outras quinases (todas mostradas em azul) fosforilam resíduos de Ser e Thr. MEK é 
uma quinase de dupla especificidade, que fosforila tanto um resíduo de Thr quanto um 
de Tyr em MAPK. MAPK é às vezes chamada de ERK (“extracellular regulatated 
quinase”). Figura adaptada da referência (55).   

 

 

O processo acima começa (etapa 1) quando insulina liga-se na cadeia α do 

receptor. Esta por sua vez ativa os domínios de Tirosina quinase na cadeia β. O 
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receptor ativo primeiramente autofosforila seus domínios quinase, permitindo que 

esta proteína fosforile outras proteínas alvo. Uma destas proteínas alvo (etapa 2) é a 

IRS-1 (“insulin receptor substrate”). Assim que seus resíduos de tirosina são 

fosforilados, IRS-1 torna-se o ponto de nucleação de um complexo de proteínas 

(etapa 3) que  transporta a mensagem do receptor de insulina aos alvos finais do 

citosol e do núcleo, através de uma longa série de proteínas intermediárias. 

Primeiramente, um resíduo de tirosina fosforilado de IRS-1 liga-se ao domínio SH2 

(SH2 é a abreviação de “Src homology 2”) da proteína Grb2. Esta por sua vez faz o 

recrutamento da poteína Sos (“Pro-rich domain of the GTP-GDP exchange factor”), 

para o complexo em crescimento. Quando ligado a Grb2, Sos catalisa a substituição 

de GDP por GTP ligado em Ras, integrante de uma família de proteínas de ligação 

de nucleotídeos de guanosina; proteínas G) que faz a mediação de uma grande 

quantidade de sinais. Quando GTP está ligado a Ras, as proteínas Raf1, MEK e 

MAPK (proteínas que mediam a transmissão do sinal) (etapas 4 e 5) são ativadas 

por meio de uma reação em cascata, na qual cada quinase ativa a seguinte pela 

fosforilação de um resíduo de serina. MAPK, então, se desloca para dentro do 

núcleo onde fosforila proteínas como Elk1 (fator de transcrição), responsável pela 

modulação da transcrição de certos genes regulados por insulina (etapa 6). A via da 

insulina é apenas um exemplo de um tema mais geral em que sinais hormonais, 

semelhantes ao mostrado acima, levam à fosforilação de enzimas alvo por proteínas 

quinases (55).    

Estima-se que mais de mil quinases estejam codificadas no genoma de 

mamíferos e entre este grande número de proteínas as enzimas Serina/Treonina 

(Ser/Thr) e Tirosina (Tyr) quinases são as mais estudadas. Com base na natureza 

dos aminoácidos aceitadores, podemos dividir as proteínas quinases em quatro 

classes distintas (33): 

• Ser/Thr quinase – proteínas que estereficam um resíduo de fosfato com o 

grupamento álcool dos resíduos de Serina e Treonina. 

• His quinase – proteínas que formam uma amida fosforilada com a posição 1 

ou 3 da Histidina. Os membros desta família de enzimas também fosforilam 

resíduos de Lys e Arg. 

• Asp/Glu quinase – proteínas que criam uma mistura de carboxilato fosfato 

anidro. 
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• Tyr quinase – proteínas que criam um éster fosfato com o grupo OH 

fenólico do resíduo de Tirosina. 

Células de animais possuem dois tipos de proteínas quinases: aquelas que 

adicionam fosfato ao grupo hidroxila de um resíduo de Tyr e aquelas que adicionam 

fosfato ao grupo hidroxila de um resíduo de Ser ou Thr (ou ambas). As fosfatases, 

que catalisam a reação de remoção dos grupos fosfato, podem agir 

concomitantemente com quinases de modo a ativar ou desativar várias proteínas 

dentro da célula (33, 55, 57, 102). 

Embora as proteínas sinalizadoras intracelulares que se ligam a resíduos de 

pTyr (fosfotirosinas) em receptores ativados de Tirosinas quinases tenham uma 

variedade de estruturas e funções, estas usualmente compartilham dois domínios 

não catalíticos altamente conservados. Estes domínios são chamados de SH2 e 

SH3 devido à homologia com as regiões 2 e 3 da proteína Src (famosa por 

desempenhar função importante em processos de câncer). A proteína Src foi a 

primeira Tirosina quinase a ser conhecida. Esta enzima foi descoberta em retrovírus 

de aves que induz o sarcoma. Mais tarde, descobriu-se que esta proteína fazia parte 

de um repertório de enzimas associadas com o crescimento e a diferenciação de 

células de mamíferos (33, 55, 57, 102, 103). 

O domínio SH2 (Figura 47) é formado por uma estrutura compacta de mais ou 

menos 100 resíduos, que se enovela em uma folha-β antiparalela composta pelas 

fitas A, B, C, D e G. Esta folha-β central divide o domínio em dois sítios com 

funcionalidades diferentes. Um dos sítios, flanqueado pela hélice-α A, liga-se a 

fosfotirosina, enquanto que o outro lado, flanqueado pela hélice-α B e os “loops” EF 

e BG, fornecem resíduos que interagem com cadeias laterais de proteínas/peptídeos 

que são C-terminal à fosfotirosina (104). 
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Figura 47 – Diagrama esquemático da região N-terminal do domínio SH2 de SH-PTP2 complexada 

com um peptídeo derivado da Tyr895 de IRS-1. Figura adaptada da referência (104). 
 

 

Os domínios SH2 reconhecem resíduos de pTyr e tornam as proteínas que os 

contêm capazes de ligar-se aos receptores ativos de Tirosinas quinase bem como a 

outras proteínas sinalizadoras intracelulares que tiveram resíduos de Tyr 

transientemente fosforilados. 

A função do domínio SH3 é menos clara, mas acredita-se que este se liga a 

outras proteínas dentro da célula. Sugere-se que o domínio SH3 tenha esta função 

de ligar proteínas devido a estudos com uma classe de pequenas proteínas 

adaptadoras, que possuem somente os domínios SH2 e SH3. Estas pequenas 

adaptadoras SH não têm nenhuma função catalítica intrínseca e servem para 

acoplar proteínas que possuem pTyr, tais como a Tirosina quinase, a outras 

proteínas que não tem seus próprios domínios SH2 e SH3 (33, 55, 57, 103). Os 

domínios SH3 são pequenos módulos contendo por volta de 60 aminoácidos que se 

ligam a seqüências contendo resíduos de prolina arranjados em motivos 

característicos PxxP (x é qualquer resíduo). Seu enovelamento é altamente 

conservado e consiste em duas pequenas folhas-β antiparalelas empacotadas uma 

contra a outra (Figura 48) (104).  
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Figura 48 – Domínio SH3 do complexo protéico Grb2/Sem-5 complexado com peptídeo de motivo 

PxxP. Figura adaptada da referência (104). 
 

 

No começo da década passada, os dogmas levantados para explicar os 

processos de sinalização intracelular devido a estudos de sistemas mediados por 

Tirosina quinase foram baseados em simples processos lineares de sinais. Isso 

exige que o restabelecimento das interações biomoleculares do receptor seja 

individual e altamente específico para evitar “linhas cruzadas”. Muitas destas 

interações, em vias de sinalizações distintas, envolvem domínios de proteínas que 

são altamente parecidas (homólogas) com respeito às estruturas primárias e 

secundárias apesar de estarem dentro de um contexto muito diferente. 

A transdução de sinais de Tirosinas quinases receptoras (RTKs) segue uma 

série de passos conservados referentes àquela classe de receptores. Moléculas que 

transportam informação ligam-se aos receptores localizados em tais proteínas 

fazendo com que estas sofram oligomerização seguida da autofosforilação de 

múltiplos resíduos de Tirosina. Os resíduos autofosforilados servem como sítios de 

ligação para proteínas que contêm os domínios SH2 e PTB (“phosphotyrosine 

binding domain”) (101, 105, 106). 

Dentre as muitas RTKs conhecidas encontra-se a família das FGFRs 

(“fibroblast growth factor receptor”), constituída por várias isoformas de FGFRs 

homólogas e que apresentam identidade sequencial de até 90% (101, 106). Estão 

envolvidas em uma grande variedade de funções celulares como apoptose, 

proliferação, migração e diferenciação (107).  
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Neste trabalho, estaremos discutindo os resultados obtidos referentes à 

proteína FGFR2 quinase. Sabe-se que a autofosforilação de resíduos de Tirosinas 

localizados em seu sítio ativo é crucial para a manutenção de seu estado ativo (108), 

enquanto a fosforilação de outros resíduos do domínio citoplasmático é essencial 

para o recrutamento e ativação de diversas vias de sinalização que regulam vários 

processos tal qual crescimento e diferenciação celular, metabolismo e sobrevivência 

celular (34). Sinalização anormal devido a FGFs está relacionada com múltiplas 

displasias humanas e diferentes tipos de câncer (34, 35). Deste modo, a 

autofosforilação de FGFR2 quinase, bem como outras RTKs, regula a atividade 

catalítica destas enzimas e a subsequente iniciação dos eventos de sinalização. 

A proteína Shc (“Src homology collagen-like”) é uma proteína adaptadora que 

exerce papel crucial em formar complexos de sinalização primários estimulados pela 

fosforilação de seus resíduos de tirosina realizada por proteínas Tirosina quinase 

(109-111). A família Shc compreende, em mamíferos, três diferentes formas: ShcA, 

ShcB, ShcC. A forma ShcA, comumente chamada apenas de Shc, pode, por sua 

vez, existir em três isoformas: p66Shc (66 kDa Shc), p52Shc (52 kDa Shc) e p46Shc 

(46 kDa Shc). A estrutura de Shc contém um domínio PTB em sua região N-terminal, 

um domínio CH1 (“collagen homology 1”) na região central da proteína com três 

sítios de fosforilação (Tyr) e um domínio SH2 na região C-terminal (36). A 

fosforilação de Shc promove a interação desta com o complexo Grb2/Sos e 

conseqüente ativação das vias de Ras e MAP quinase (112, 113). Shc geralmente é 

considerada um adaptador passivo para a ativação de Ras (113). Esta proteína é 

usualmente recrutada por receptores em Tirosina quinase por meio de seu domínio 

PTB (“phosphotyrosine binding domain”) enquanto acredita-se que seu domínio SH2 

ligue-se a outras proteínas sinalizadoras. No entanto, pouca informação está 

disponível com respeito à interação de seu domínio SH2 (36, 114). Foi publicado 

recentemente que, embora o domínio PTB de Shc possa ligar-se a receptores 

ligados à membrana plasmática, o domínio SH2 permanece inativo até que sejam 

fosforilados três resíduos de tirosinas localizados no domínio CH (36). Isto sugere 

um mecanismo de portão no qual, após ser fosforilada em seu domínio CH1, Shc 

sofre uma mudança conformacional que propicia uma configuração aberta do 

domínio SH2 para se ligar a outras proteínas que participam do processo de 

sinalização e, então, formação dos ESCs (36).  
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Todas as informações acima mostram quão complexo é o processo de 

sinalização celular mediado por RTKs e, desta maneira, quão fundamental é 

caracterizar o mecanismo cinético de fosforilação dessas quinases, bem como sua 

interação com proteínas como Shc. Assim, nesta parte de nosso trabalho estamos 

focados na autofosforilação de FGFR2 quinase e na fosforilação da isoforma p52 da 

proteína Shc humana (p52Shc) mediada por FGFR2 quinase, para o entendimento 

das bases de sinalização celular protagonizadas por estas duas proteínas. Para 

isso, utilizamos a técnica de ITC (17) para acessar as cinéticas de fosforilação de 

ambas as proteínas a fim de caracterizarmos este sistema.  
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2.2 Materiais e Métodos 

 

 

2.2.1 Expressão e purificação de p52Shc 

 

 

Colônia da bactéria E. coli (Rosetta2) contendo o plasmídeo pET28aShc, 

codificador da enzima p52Shc, foi utilizada para inocular um volume de 10 mL de 

meio de cultura LB (Luria-Bertani). As células foram, então, cultivadas durante 12 

horas em incubadora a 37oC sob agitação de 200 rpm. Após este período, esta 

quantidade de células foram usadas para inocular 1 L de meio LB suplementado 

com 50 µg/mL de kanamicina. As células foram mantidas sob agitação de 200 rpm a 

30ºC até que a densidade óptica a 600 nanômetros (DO600nm) atingisse 0,6, quando, 

então, a expressar Shc foi induzida pela adição de IPTG, cuja concentração final foi 

de 0,75 mM. A cultura foi mantida sob agitação de 200 rpm a 37oC, por 5 horas, 

sendo colhidas por centrifugação (4000xg , a 4oC) logo após este período. O pellet 

formado foi armazenado a -20ºC. Células provenientes de dez litros de meio de 

cultura foram utilizadas em cada purificação. As células foram descongeladas em 

geladeira a 4 °C e ressuspendidas em 100 mL de tampão de lisagem contendo 50 

mM Tris, 200 mM NaCl, 10%(v/v) de glicerol a 1 mM de inibidores de protease 

AEBSF, E64 e benzamidina, pH 8. A lise das células foi feita por sonicação (15 

ciclos de 10 segundos, com intervalo de 50 segundo para resfriar as celulas) e os 

restos de células foram removidos por centrifugação durante 40 minutos a 20.000 

rpm, 4°C. A fração solúvel obtida da centrifugação foi aplicada em coluna 

cromatográfica contendo 20 mL da resina Talon equilibrada com tampão A (50 mM 

Tris, 100 mM NaCl, 1 mM de β-mercaptoetanol e 1 mM dos inibidores de proteases 

citados acima, pH 8). A resina foi então lavada com 200 mL do mesmo tampão e, 

em seguida, com mais 200 mL do tampão A contendo 10 mM de imidazol. A 

proteína Shc foi eluída da coluna pela adição de tampão A contendo 100 mM de 

imidazol. A próxima etapa foi juntar as frações contendo Shc e aplicá-las em coluna 

de troca iônica Q-Sepharose previamente equilibrada com tampão A. A coluna foi 

lavada com um volume de tampão A correspondente a 10 volumes da coluna. A 

eluição de Shc foi feita pela aplicação de um gradiente crescente de NaCl (de 0 a 

290 mM), sob um fluxo de 2 mL/min. As frações contendo Shc foram novamente 
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coletadas e, nesta nova etapa, concentradas até o volume de 5 mL. Após este 

procedimento, Shc foi aplicada em coluna de gel filtração Superdex 70 previamente 

equilibrada em tampão contendo 50 mM Tris, 200 mM NaCl, 10 mM MgCl2, 1 mM β-

mercaptoetanol, pH 8. As frações de Shc provenientes desta coluna foram então 

armazenadas em geladeira a 4ºC. Após estes procedimentos de purificação foi 

possível se obter p52Shc em quantidade e pureza necessárias para os 

experimentos de calorimetria.  Na Figura 49 são visualizados, em gel de eletroforese 

SDS/PAGE, os resultados de todas as etapas de purificação de p52SHC. 

 

 
Figura 49 – Análise por eletroforese em gel SDS-PAGE 15% das etapas de purificação de p52SHC. 

(1) marcadores; (2) pellet; (3) coluna Thalon; (4) coluna de troca iônica Q-Sefarose; 
(5,6) coluna de gel filtração SuperDex 75. 

 

 

2.2.2 Expressão e purificação de FGFR2 Quinase  

 

 

Colônia da bactéria E. coli (Rosetta2), contendo o plasmídeo pET28a FGFR2 

quinase, foi utilizada para inocular um volume de 10 mL de meio de cultura LB, 

então cultivado durante 12 horas, sob agitação de 200 rpm, a 37ºC . Após este 

período, as células foram usadas para inocular 1 L de meio LB suplementado com 

50 µg/ml de kanamicina. As células cresceram em incubadora a 37ºC e agitação de 

200 rpm até que se atingisse DO600nm de 0,6. A expressão de FGFR2 quinase foi 

induzida pela adição de IPTG, cuja concentração final foi de 0,2 mM. O processo de 

expressão durou 12 horas a 20ºC, sendo as células colhidas por centrifugação logo 
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após este período. O pellet formado foi armazenado a -20ºC. Células provenientes 

de dez litros de meio de cultura foram utilizadas em cada purificação. As células 

foram descongeladas em geladeira a 4 °C e ressuspendidas em 100 mL de tampão 

de lise contendo 50 mM Tris, 200 mM NaCl, 10%(v/v) de glicerol e 1 mM de cada um 

dos inibidores de protease AEBSF, E64 e benzamidina, pH 8. A lise das células foi 

feita por sonicação (15 ciclos de 10 segundos com intervalos de 50 segundos) e os 

restos de células foram removidos por centrifugação durante 40 minutos a 20.000 

rpm, 4°C. A fração solúvel obtida da centrifugação foi aplicada em coluna 

cromatográfica contendo 20 mL da resina Thalon (verificar nome da resina com 

seção anterior) equilibrada com tampão A (50 mM Tris, 100 mM NaCl, 1 mM de β-

mercaptoetanol e 1 mM dos inibidores de proteases citados acima a pH 8). A resina 

foi então lavada com 200 mL do mesmo tampão e, em seguida, com mais 200 mL 

do tampão A contendo 20 mM de imidazol. A proteína FGFR2 quinase foi eluída da 

coluna pela adição de tampão A contendo 100 mM de imidazol. A próxima etapa foi 

juntar as frações contendo quinase e aplicá-la em coluna de troca iônica Q-

Sepharose previamente equilibrada com tampão A. A coluna foi então lavada com 

um volume de tampão A correspondente a 10 volumes da coluna. A eluição de 

quinase foi feita pela aplicação de um gradiente de NaCl (0 a 290 mM), sob fluxo de 

2 mL/min, com eluição da quinase a de NaCl. As frações contendo quinase foram 

novamente coletadas e, nesta nova etapa, concentradas até o volume de 5 mL. 

Após este procedimento, a proteína quinase foi aplicada em coluna de gel filtração 

Superdex 70 previamente equilibrada em 50 mM Tris, 200 mM NaCl, 10 mM MgCl2, 

1 mM β-mercaptoetanol, pH 8. As frações de quinase provenientes desta coluna 

foram armazenadas em geladeira a 4ºC. Na Figura 50 são mostrados, por 

eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE, os resultados de todas as etapas 

de purificação de FGFR2 quinase. 
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Figura 50 – Análise por eletroforese em gel SDS-PAGE 15% das etapas de purificação de FGFR2 
Quinase:(1) marcadores; (2) coluna  Thalon; (3) coluna de troca iônica Q-Sefarose; (4-14) 
coluna de gel filtração SuperDex 75 

 

 

2.2.3 Cinética Enzimática e equação de Hill 

 

 

Já foi descrito em outra seção (1.2.3) que a dependência das velocidades 

iniciais v0 com a variação de [S] durante um experimento de cinética enzimática tem 

a mesma forma geral para a maioria das catálises enzimáticas e se aproxima de 

uma hipérbole retangular, e que este comportamento pode ser expresso 

algebricamente pela equação de Michaelis-Menten (Equação 3). Existem casos, 

porém, em que a enzima possui sítios catalíticos de alta e baixa afinidade pelo 

substrato. Estas enzimas são chamadas de cooperativas (56). Nestes casos, 

quando uma molécula de substrato liga-se a um dos sítios ativos faz com que a 

enzima sofra uma mudança em sua configuração estrutural ou eletrônica de modo 

que a afinidade do sítio ativo que está livre pelo substrato é alterada. Teoricamente, 

esta afinidade pode tanto aumentar (cooperativismo positivo) quanto diminuir 

(cooperativismo negativo). No entanto, o aumento da afinidade é uma resposta mais 

comum (56). A cinética enzimática neste caso resulta em uma curva v versus [S] 

com características similares a uma sigmóide (Figura 51). 
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Figura 51 – Velocidade inicial versus concentração de substrato típico para uma enzima cooperativa. 

Figura adaptada da referência (56). 
 

 

O modelo criado por Michaelis-Menten não pode ser aplicado neste caso e 

para se tratar os dados obtidos de uma cinética cooperativa o modelo mais simples 

é aquele proposto por Hill (56). A premissa básica deste modelo é que mudanças 

significativas na conformação da enzima ocorrem após esta ligar-se ao substrato, e 

isso leva à mudança da afinidade por parte dos sítios ativos restantes (Figura 52) 

(56). 

 

 
Figura 52 – Representação esquemática da interação sequencial do substrato com uma enzima 

cooperativa de quatro sítios. A ligação de um dos substratos altera a afinidade do outro 
sítio ativo da enzima pelo substrato (56).  

 

 

No modelo de Hill, a velocidade de reação é dada por: 

������ = ���X
 X + ���X                                                                   	23� 

onde k é um índice de afinidade da enzima pelo substrato, porém, não é a constante 

de dissociação do sistema enzima-substrato e n é um índice de cooperatividade nos 

processos de ligação do substrato (quanto maior o valor de n, maior é a 

cooperatividade). No caso de n=1 não há cooperatividade e o sistema pode ser 

tratado pelo modelo de Michaelis-Menten (56). Se a cooperatividade dos sites é 
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baixa, n não corresponderá ao numero de sítios por substrato, mas o mínimo de 

sítios efetivos por molécula de substrato. Apesar desta limitação, a equação de Hill 

pode, ainda assim, ser usada para caracterizar o comportamento cinético de 

enzimas cooperativas. Neste caso, n torna-se um mero índice de cooperatividade 

que pode assumir valores não inteiros (56). A seguir é mostrado o comportamento 

cinético esperado de um experimento hipotético, quando variamos os parâmetros n 

(Figura 53) e k (Figura 54). 

 

 

 
Figura 53 – Simulação de um experimento hipotético para enzimas cooperativas onde o parâmetro 

que está sendo variado é o índice n. Note que para n=1, a equação de Hill transforma-se 
na equação de Michaelis-Menten. Figura adaptada da referência (56). 

 

 

 
Figura 54 – Simulação de um experimento hipotético para enzimas cooperativas onde o parâmetro 

que está sendo variado é o índice k’ e o índice n foi fixado em n=2. Figura adaptada da 
referência (56).  
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2.2.4 Calorimetria por Titulação Isotérmica (ITC) 

 

 

Os experimentos de cinética foram feitos em um instrumento VP-ITC da 

MicroCal Inc. (Nothampton, MA) equipado com software de aquisição de dados VP-

Viewer. Em todos os experimentos realizados, a cela de referência foi preenchida 

com água pura. Durante os experimentos, a aquisição da potência térmica foi feita a 

cada 1 segundo, a velocidade de agitação foi de 300 rpm e o tempo de resposta do 

equipamento (feedback/mode gain) foi deixado como alto. Todas amostras foram 

preparadas em tampão Tris-HCl (50 mM Tris, 200 mM NaCl, 10 mM MgCl2, 1 mM β-

mercapto-etanol, pH 8,0). O pH destas soluções foi ajustado para 8,0 para evitar 

erros por incompatibilidade de tampão e todas soluções foram previamente 

degaseificadas em baixo vácuo por cerca de 3 minutos para evitar a formação de 

bolhas durante o experimento. 

Para o experimento de interação entre FGFR2 quinase e p52Shc, a cela de 

amostra foi preenchida com quinase (concentração de 5 µM), enquanto a seringa foi 

preenchida com uma solução de Shc (concentração de 50 µM), titulado em 24 

injeções de volume 10 µL cada. O experimento foi realizado a 15 °C.  

Para o experimento de auto-fosforilaçao de FGFR2 quinase, a seringa foi 

preenchida com 2,5 mM de ATP enquanto que a cela de amostra foi preenchida com 

uma solução de FGFR2 quinase (concentração de 5 µM). Este experimento também 

foi realizado a 15 °C. Uma única injeção de ATP, de volume 10 µL, foi feita na cela 

de amostra e a reação foi monitorada até o seu final (a potência térmica instrumental 

retorna para a linha de base).  

Para os experimentos onde p52Shc foi fosforilada por intermédio de FGFR2 

quinase, a seringa foi preenchida com uma solução de 25 mM de ATP enquanto que 

a cela de amostra foi preenchida com uma solução de FGFR2 e p52Shc nas 

concentrações de 0,1 µM e 10 µM, respectivamente. Uma única injeção de ATP, de 

volume 10 µL, foi feita na cela de amostra e a reação foi monitorada até o seu final. 

O método usado para realizar o experimento de cinética foi o da injeção 

única. A entalpia molar aparente em todos os experimentos foi obtida integrando-se 

a área sobre a curva isoterma (RawITC) do qual foi calculada a curva cinética. Para 

isso, foi injetado ATP em excesso na cela e deixando a cinética de fosforilação 
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acabar e, então, dividindo o valor da entalpia pela concentração final de ATP dentro 

da cela de reação. A autofosforilação de FGFR2 quinase e a fosforilação de p52Shc 

foram confirmadas através de uma análise de Western blot e os parâmetros 

cinéticos foram obtidos por meio de regressão não linear de mínimos quadrados, 

implementando-se um modelo cinético (equação de Hill) no software Origin 7.0. 

 

 

2.2.5 Análise da fosforilação por Western blotting 

 

 

A análise de Western blot é um método em biologia molecular e bioquímica 

largamente utilizado na detecção de proteínas ou partes especificas de proteínas por 

meio de anticorpos. Nesta seção, nós fazemos uma pequena apresentação da 

seqüência de procedimentos experimentais que utilizamos para detectar resíduos de 

tirosinas fosforilados nas proteínas FGFR2 kinase e p52Shc após os ensaios 

cinéticos de fosforilação. Primeiramente, alíquotas das proteínas em questão antes e 

depois dos ensaios cinéticos foram preparadas e logo em seguida separadas por 

massa por eletroforese em gel de poliacrilamida SDS/PAGE 15%. Os poços do gel 

foram preenchidos de modo a obter a mesma quantidade de proteínas fosforiladas e 

seus respectivos controles. Foi utilizado neste experimento um padrão de massas do 

tipo “pre-stilling”. Em seguida, para tornas estas proteínas acessíveis para detecção 

do anticorpo, estas foram movidas do gel para uma membrana de PVDF. Para este 

procedimento a membrana e o gel foram postas face-a-face entre placas 

condutoras, e então acomodados em uma cuba apropriada para este procedimento, 

previamente preenchida com  400 mL de tampão de transferência (25 mM Tris, 200 

mM glicina, 20% metanol, pH 8,5). Nesta cuba foi aplicada uma corrente continua de 

250 mA, fazendo as proteínas (negativamente carregadas) migrarem do gel para a 

membrana pela criação de um campo elétrico entre as placas onde o sistema 

gel/membrana foram acomodados. Este procedimento durou um período de 2 horas 

e foi realizado em geladeira a uma temperatura de 4 oC. Para a detecção das 

fosfotirosinas nos utilizamos os anticorpos pY99 e anti-horse HRP num processo de 

dois passos. Ambos os anticorpos usados nesta analise foram adquiridos de Santa 

Cruz Biotechnology. A fim de impedir interações não específicas entre a membrana 

de PVDF e o anticorpo usado para a detecção das fosfotirosinas ou a contaminação 
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da membrana por outras proteínas, esta foi bloqueada na incubação com uma 

solução de  5% de BSA preparada em tampão TBS (2,42 g Tris, 8 g NaCl, pH 7,6) 

por um período de 12 horas. Após este procedimento, a membrana foi lavada 3 

vezes (20 minutos cada lavagem) com tampão TBS para retirada do excesso de 

BSA, e então incubada novamente em tampão TBS contendo o primeiro anticorpo 

para detecção dos resíduos de tirosinas fosforiladas (pY99) diluído 1000 x, por um 

período de 12 horas à 4 oC. Após este período a membrana foi novamente lavada 1 

vez sob leve agitação em tampão TBS para a retirada do excesso do primeiro 

anticorpo para ser logo em seguida incubada novamente em tampão TBS contendo 

o segundo anticorpo (anti-horse HRP) por um período de 1 hora à temperatura 

ambiente. Este ultimo anticorpo é usado para detectar o primeiro anticorpo (pY-99) 

usado neste ensaio. O método de detecção (revelação do blot) utilizado foi a 

fluorescente, sendo que para isso, após uma rápida lavagem da membrana em 

tampão TBS por 5 minutos para retirada do segundo anticorpo, a membrana foi 

incubada com 10 mL LumiGLO® (0,5 mL 20x LumiGLO®, 0,5 mL 20 x peróxido de 

hidrogênio e 9 mL de água mili-Q) sob leve agitação por 1 minuto à temperatura 

ambiente. Em seguida, sonda fluorescentemente (pTyr) foi excitada por luz e a 

emissão da excitação foi então detectada em quarto escuro por meio da exposição 

da membrana à um  papel foto-sensível. Em seguida o papel foto-sensível foi 

revelado por calor em equipamento próprio para este procedimento.  Após todo este 

procedimento fomos capazes de obter os blots mostrados na Figura 58 e Figura 64.    
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2.3 Resultados e discussão 

 

 

Nos estudos sobre o mecanismo de sinalização mediado por PTKs é 

fundamental dispormos de informação sobre os processos de fosforilação de 

resíduos de tirosina presentes nas PTKs, no nosso caso uma FGFR2 quinase, e em 

proteínas que com elas interagem. Sendo assim, iniciamos nossa investigação do 

assunto apresentando e discutindo os resultados obtidos dos experimentos que 

seguem na ordem: autofosforilação de FGFR2 quinase, interação entre FGFR2 e 

p52Shc e, por último, a cinética de fosforilação de p52Shc mediada por FGFR2 

quinase. 

Primeiramente, realizamos a cinética de autofosforilação da FGFR2 quinase. 

Para isso, uma purificação foi feita e as alíquotas mais puras, ou seja, alíquotas 8-11 

foram utilizadas (Figura 50). Antes do experimento de cinética, uma alíquota de 40 

µM de FGFR2 foi tratada com CIP (Calf Alkaline Intestinal Phosphatase) para 

desfosforilar quinase e assim garantir que nenhum resíduo de tirosina estivesse 

fosforilado em FGFR2 anteriormente ao processo de autofosforilação. Para isso, 

incubamos FGFR2 quinase com de 2 µM desta enzima digestiva, que foi 

primeiramente imobilizada em resina de agarose. Uma alíquota contendo FGFR2 foi 

então adicionada à resina para sua desfosforilação. O conjunto FGFR2 e CIP 

(imobilizada em resina de agarose) foi levado à geladeira onde ficou sob baixa 

agitação por 12 horas. Após este período, os constituintes foram separados por 

centrifugação. 

 Com a proteína desfosforilada foi realizada a cinética de autofosforilação 

propriamente dita. As condições experimentais para a medida no ITC podem ser 

encontradas na seção 2.2.7 e o resultado deste experimento pode ser visto na 

Figura 55.  
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Figura 55 – Experimento da cinética de autofosforilação de FGFR2 quinase realizado por ITC a 15°C. 

A isoterma acima é composta por dois processos. O primeiro é endotérmico e está 
relacionado ao calor de diluição do ATP após injeção dentro da cela seguida por um 
processo exotérmico referente ao processo de autofosforilação da FGFR2 quinase  

 

 

A isoterma obtida acima (Figura 55) nos mostra dois processos ocorrendo 

após a injeção de 10 µL da solução de ATP, subsequente à aquisição de 60 

segundos de linha de base. O primeiro processo refere-se ao calor de diluição do 

ATP que se mostrou endotérmico (deflexão positiva da potência térmica instrumental 

medida). Já o segundo processo refere-se à cinética de autofosforilação de FGFR2, 

que, como previsto, mostrou-se exotérmica (deflexão negativa da potência térmica 

instrumental medida). A potência instrumental foi monitorada até o término da 

reação de autofosforilação (potência térmica de volta à linha de base). Foi calculado 

que a concentração de ATP dentro da cela após a injeção era de aproximadamente 

17 µM e a variação de entalpia referente à hidrólise desta quantidade de ATP 

(numericamente igual à área da parte exotérmica mencionada acima) foi calculada 

como ∆H= −10.251 cal mol-1. Após este experimento, a potência térmica foi 

convertida para velocidade de reação v0 por meio de software Origin 7.0 (MicroCal 

Inc) e o gráfico de v0 versus [S] foi construído (Figura 56). 
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Figura 56 – Cinética de auto-fosforilação de FGFR2 quinase realizada a 15 oC. Podemos ver nesta 

figura um comportamento cinético que se assemelha aos processos cinéticos 
apresentados por enzimas cooperativas. 

 

 

A figura acima nos mostra uma cinética muito semelhante às obtidas para 

enzimas cuja função é regida por um processo cooperativo. Neste caso, decidimos 

usar a equação de Hill (eq. 23) para ajustar os pontos e assim obter os parâmetros 

cinéticos da reação: Vmax = (9,85 ± 0,06) x 10-9 M s-1 ; Km = (8,96 ± 0,05) µM; n = 

2,54. Este é o primeiro estudo em que foi possível se determinar diretamente 

parâmetros cinéticos para a autofostorilaçao de uma FGFR quinase, no entanto não 

podemos fazer uma digressão a respeito da ordem de fosforilação ou quais resíduos 

de Tyr foram fosforilados. Furdui e colaboradores (101) em estudos de 

autofosforilação, onde foi usada a proteína FGFR1 quinase, demonstraram que a 

autofosforilação desta proteína ocorre de uma maneira seqüencial e estritamente 

ordenada. Em outra publicação dos mesmos autores (115), foi possível determinar 

que autofosforilação de FGFR1 ocorre em três etapas distintas. No primeiro estágio, 

um dos resíduos de tirosina localizado no loop de ativação de FGFR1 é fosforilado e 

isso promove um aumento de 50 a 100 vezes em sua atividade catalítica. Este 

processo é seguido por um segundo estágio, onde três outros resíduos de tirosina, 

que serão utilizados como sítios de ligação para proteínas sinalizadoras, são 

autofosforilados. Finalmente, em um terceiro estágio, o segundo resíduo de tirosina 
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localizado no loop de ativação de FGFR1 torna-se fosforilado, o que promove um 

aumento adicional de 10 vezes na atividade catalítica da FGFR1 como tirosina 

quinase.  

Utilizando a FGFR1 nativa foi possível se determinar que a autofosforilação 

dos resíduos de tirosinas ocorre na seguinte ordem (Y653, Y583, Y463, Y585 e Y654) 

(115), no entanto, o design experimental utilizado nesse trabalho possui uma 

dificuldade inerente para se medir com precisão a “afinidade” ao substrato (Km) para 

cada um dos substratos, ou seja, os resíduos de tirosinas individuais. Esta 

problemática dá-se devido ao fato de que em solução, quinase e substrato são 

essencialmente a mesma molécula, e o sistema experimental utilizado não 

consegue distinguir entre os heterodímeros de quinase e substrato e homodímeros 

de substrato ou quinase sozinhos (monômeros quinase sozinha). Nestas condições 

de subsaturação de substrato para se determinar Km, a fosforilação não pode ser 

explicada por uma cinética simples de Michaelis-Menten (115), o que está em 

acordo com nossos dados experimentais da Figura 56.  

Além disso, após fazermos um alinhamento entre a seqüência primária de 

FGFR1 x FGFR2 podemos ver que além de possuir um alto grau de identidade entre 

os resíduos (mais de 80%), todos os resíduos de Tyr do domínio quinase são 

conservados, inclusive os resíduos do sítio ativo (Y653 e Y654) como pode ser visto na 

figura a seguir (Figura 57). Sendo assim, somos levados a pensar que muito 

provavelmente FGFR2 e FGFR1 compartilham características parecidas (ou 

idênticas) no que diz respeito aos processos utilizados por ambas as proteínas para 

autofosforilarem-se, e que a ordem com que a autofosforilação ocorre pode estar 

relacionada a um papel fisiológico relevante in vivo no que diz respeito ao 

recrutamento de proteínas parceiras em vias de sinalização.    

 

 
Figura 57 – Alinhamento das seqüências primárias de FGFR2 e FGFR1 quinases mostrando que no domínio 

quinase todos os resíduos de tirosinas são conservados, alem de mostrar o alto grau de 
indentidade deste domínio em ambas as proteínas. O sitio ativo das proteínas estão localizados 
nas posições 653 e 654. 
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Os resultados acima mostram que o processo de autofosforilação da FGFR2 

é governado por uma cinética cooperativa como aquela descrita acima para FGFR1, 

com a ordem de fosforilação dos resíduos de tirosina em FGFR2 provavelmente 

idêntica àquela previamente determinada para FGFR1. Essas conclusões, além de 

estabelecerem características da autofosforilação de FGFR2 ainda não reportadas, 

também validam o método calorimétrico utilizado para determinar os parâmetros 

cinéticos associados àquele processo. 

Para verificarmos se FGFR2 quinase havia realmente se autofosforilado após 

o experimento de cinética, um experimento de Western Blot foi realizado e o 

resultado está mostrado na Figura 58 (116, 117). As bandas 1 e 2 nessa figura 

representam, respectivamente, a fração de proteína tratada previamente com CIP 

(desfosforilação de quinase) e a mesma fração de proteína que não foi tratada com 

CIP. Podemos observar que a banda que representa a fração tratada com CIP está 

mais clara que a banda subsequente, confirmando assim que quinase apresentou 

um grau de desfosforilação considerável após tratamento com CIP. Vale ressaltar 

que foi utilizada a mesma quantidade de amostra na mesma concentração para 

realizar este experimento. A fração 2 foi, então, usada nos experimentos cinéticos 

descritos acima. As bandas 3 e 4 representam o ensaio de western blot para a 

primeira cinética descrita (Figura 56) e as bandas 5 e 6 representam o ensaio de 

western blot para a segunda cinética realizada (dados não mostrados). Em ambos 

os casos, uma alíquota da solução previamente preparada para o experimento de 

cinética foi separada para ser utilizada como controle no experimento de western 

blot nas bandas 3 e 5 (Figura 58). As bandas 4 e 6 representam as frações de 

FGFR2 quinase imediatamente após o experimento de cinética e podemos perceber 

que essas bandas são mais escuras que suas parceiras. Isto definitivamente mostra 

que FGFR2 quinase sofreu autofosforilação após a injeção de ATP na cela de 

amostra do calorímetro. 
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Figura 58 – Ensaio de Western Blot mostrando que FGFR2 quinase foi fosforilada após o 

experimento de cinética. (1) a fração de quinase que foi tratada com CIP antes do 
experimento cinético, (2) fração de quinase antes do tratamento com CIP. As bandas 
(4) e (6) representam alíquotas em duplicata de quinase logo após a realização do 
experimento de autofosforilação, enquanto que as bandas (3) e (5) são os seus 
respectivos controles. 

 

 

No entanto, podemos ver da figura anterior que FGFR2 quinase não foi 

totalmente desfosrilada por CIP, o que nos priva de uma análise mais detalhada a 

respeito de quais resíduos de tirosina foram fosforilados. Porém, dentre os 

resultados obtidos por Lew e colaboradores (115), no que diz respeito aos primeiros 

resíduos de tirosina fosforilados, temos que o resíduo Y653 é um substrato melhor 

para ser fosforilado do que Y583. E embora estes resíduos apresentem uma cinética 

de fosforilação similares, Y653 deveria ser reconhecido primeiro devido ao fato deste 

resíduo aumentar a atividade catalítica da proteína e também por ser um resíduo 

crítico para manter a enzima em seu estado ativo. Sendo assim, correlacionando 

estes resultados com os dados obtidos em nosso experimento cinético, temos que o 

valor de n de 2,54 por nós encontrado, representa o grau de cooperatividade com 

que o processo cinético ocorre, mas também é possível associarmos este número, 

em casos especiais, à quantidade de sítios que foram fosforilados durante o 

processo cinético (56).  Assim, podemos supor que aquelas tirosinas foram 

fosforiladas em nosso experimento por serem os resíduos que mais rápido ficam 

fosforilados na proteína FGFR1, em detrimento dos outros resíduos que devem 

depender de mudanças conformacionais da proteína para que a energia livre de 

fosforilação torne-se favorável. 

Após termos realizado o experimento de autofosforilação de FGFR2 quinase 

com sucesso, onde validamos a técnica de ITC como uma importante ferramenta 
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para acessar processos cinéticos deste sistema, decidimos fazer um experimento de 

ligação entre FGFR2 quinase e a isoforma p52 da proteína Shc. Como foi visto 

anteriomente, sabemos que a autofosforilação dos resíduos de tirosina presentes 

em PTKs é um processo crucial para manter esta enzima em um estado ativo e 

também importante para o recrutamento de proteínas parceiras importantes em 

várias vias de sinalização (101, 106, 108, 118). Desta maneira, antes de realizarmos 

um experimento que monitorasse apenas a ligação entre a quinase e p52Shc e no 

qual não houvesse fosforilação de p52Shc por FGFR2, uma alíquota de 40 µM de 

FGFR2 quinase foi incubada com 1 mM de ATP por 12 horas em geladeira à 4 °C. 

Após este período, a proteína foi dialisada exaustivamente para a retirada do 

excesso de ATP contra tampão sem MgCl2 (50mM Tris, 100mM NaCl, 1mM βME, pH 

8,0). Todo este procedimento foi tomado para garantir que FGFR2 estivesse 

completamente fosforilada (i.e., ativa), mas que, em uma provável interação com 

p52Shc, não fosse possível que esta segunda proteína fosse fosforilada por 

intermédio de FGFR2. Sendo assim, os experimentos de ITC da interação de 

FGFR2 quinase e p52Shc foram realizados a 15 °C, e o resultado pode ser visto na 

Figura 59 a seguir. Também realizamos experimentos de ligação a 10 e 20 °C, 

porém, nenhuma curva de ligação satisfatória foi obtida. Talvez esta carência de 

dados acima e abaixo de 15 °C deva-se ao fato deste sistema de proteínas ser 

bastante instável e também não ser possível obter muito material para os 

experimentos de ligação. Para o experimento realizado a 15 °C, foram utilizadas as 

concentrações de 5 µM de FGFR2 quinase dentro da cela de amostra do calorímetro 

e 50 µM de p52Shc dentro da seringa. O modelo matemático usado para ajustar a 

isoterma foi o de sítio único e os parâmetros obtidos foram: N = 1,16 ± 0,08, K = (1,2 

± 0,5) x 10-6 M-1 (Kd = 0,83 µM) , ∆H = (-6,3 ± 0,6) kcal mol-1, ∆S = 5,78 cal mol-1 °C-1. 

O número de sítios N encontrado a partir do ajuste nos diz que a interação dá-se na 

razão molar de 1:1. Além disso, as variações dos parâmetros termodinâmicos 

indicam que o processo de ligação FGFR2-p52Shc é favorável tanto do ponto de 

vista entálpico quanto entrópico. Os valores obtidos deste experimento estão em 

acordo com os obtidos por Ahmed e colaboradores (119) que determinaram os 

valores de Kd no intervalo de µM na interação direta entre FGFR2 quinase e Grb2 e 

vários peptídeos provenientes de domínios específicos de Grb2, outra proteína 
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adaptadora que exerce um papel ubíquo em sinalização celular desde as RTKs até a 

via de sinalização mediada por MAPK (120). 

Apesar dos muitos estudos, poucas proteínas que se associam diretamente 

com FGFR2 foram identificadas (119). Os resultados da Figura 59 mostram que a 

interação direta em FGFR2 e p52Shc é possível e que FGFR2 tem um sítio de 

ligação para Shc em sua estrutura. A identificação da existência de tal sítio de 

ligação em FGFR2 contribui para aumentar a percepção de que esta deva ser uma 

característica comum no recrutamento de proteínas adaptadoras para toda a família 

FGFR. 

 

 
Figura 59 – Interação entre FGFR2 quinase e p52Shc por ITC. No painel acima é mostrado a 

variação de potência gerada após cada injeção de Shc em quinase. No painel abaixo é 
mostrado o calor gerado após cada injeção. Os dados acima foram ajustados segundo 
o modelo de um sítio de ligação.  
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Sabemos que as FGFR quinases tornam-se ativas após sua autofosforilação 

(35,102,107,109). Portanto, o próximo estudo realizado foi a cinética de fosforilação 

de p52Shc mediada por FGFR2 quinase ativada. Para isso, uma purificação foi feita 

e à FGFR2 quinase resultante foi acrescentado excesso de ATP para que a enzima 

sofresse autofosforilação. Este processo durou 12 horas na temperatura de 4 °C e 

após este procedimento, a FGFR2 quinase foi dialisada exaustivamente para a 

retirada do ATP. A proteína p52Shc por sua vez foi usada sem nenhum tratamento 

prévio. As cinéticas enzimáticas em três temperaturas diferentes juntamente com as 

respectivas isotermas no qual as curvas cinéticas foram calculadas e são mostradas 

a seguir. Nestes experimentos, a seringa foi preenchida com uma solução de 25 mM 

de ATP enquanto que a cela de amostra foi preenchida com uma solução de FGFR2 

e p52Shc nas concentrações de 0,1 µM e 10 µM, respectivamente. Uma única 

injeção de ATP, de volume 10 µL, foi feita na cela de amostra e a reação foi 

monitorada até o seu final. A entalpia molar aparente em todos os experimentos foi 

obtida integrando-se a área sobre a curva isoterma (RawITC) do qual foi calculada a 

curva cinética. Para isso, foi injetado ATP em excesso na cela e deixando a cinética 

de fosforilação acabar e, então, dividindo o valor da entalpia pela concentração final 

de ATP dentro da cela de reação. 
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Figura 60 – Cinética de fosforilação de p52Shc mediada por FGFR2 quinase realizada na 

temperatura de 10 oC. No painel superior vemos a variação da potência térmica 
instrumental após injeção de 10 µL de ATP à 25 mM dentro da cela de amostra 
contendo 0,1 µM FGFR2 quinase e 10µM p52Shc. No painel inferior vemos a curva 
cinética calculada da isoterma acima juntamente com melhor ajuste usando-se o 
modelo de Michaelis-Menten para este caso.  
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Figura 61 – Cinética de fosforilação de p52Shc mediada por FGFR2 quinase realizada na 

temperatura de 15 oC. No painel superior vemos a variação da potência térmica 
instrumental após injeção de 10 µL de ATP à 25 mM dentro da cela de amostra 
contendo 0,1 µM FGFR2 quinase e 10µM p52Shc. No painel inferior vemos a curva 
cinética calculada da isoterma acima juntamente com melhor ajuste usando-se o 
modelo de Michaelis-Menten (_____) sobreposto ao modelo de Hill (_____).  
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Figura 62 – Cinética de fosforilação de p52Shc mediada por FGFR2 quinase realizada na 

temperatura de 20 oC. Podemos notar que não é possível ajustar os dados segundo o 
modelo de Michaelis-Menten (_____). No entanto, podemos ver um bom ajuste dos 
dados pelo modelo de Hill (_____) 

 

 

Das figuras anteriores percebemos que a cinética de fosforilação de p52Shc 

mediada por FGFR2 quinase tende a mudar com a temperatura. Na temperatura de 

10 oC a cinética ocorre segundo um mecanismo de Michaelis-Menten, onde os 

parâmetros obtidos foram kcat= (4,46 ± 0,09) s-1, Km= (146 ± 5) µM e ∆H= -197,6 

cal/mol (Figura 60). Porém, a 15oC podemos identificar uma indefinição de 

comportamento deste sistema, uma vez que os dados podem ser ajustado com 

ambos modelos (Michaelis-Menten e Hill) (Figura 61). Sendo assim, os parâmetros 

cinéticos obtidos por Michaelis-Menten foram: kcat= (4,19 ± 0,08) s-1, Km= (277 ± 8) 



152 

 

µM e ∆H= -292,4 cal/mol, e quando foi utilizado o modelo de Hill os parâmetros 

cinéticos obtidos neste caso foram: kcat= (4,6 ± 0,9) s-1, Km= (332 ± 5) µM, n = 0,94 e 

∆H= -197,6 cal/mol. Já para 20 oC vemos uma mudança no perfil catalítico, como se 

fosse uma transição de fase, de modo que passamos a observar um certo grau de 

cooperatividade. Neste caso, foi usada a equação de Hill para ajustar os dados 

cinéticos da fosforilação de Shc, uma vez que não foi possível o ajuste com o 

modelo de Michaelis-Menten (Figura 62). Neste caso os parâmetros cinéticos 

obtidos foram: kcat= (1,5 ± 0,2) s-1, Km= (701 ± 5) µM, n = 1,3 e ∆H= -750 cal/mol. A 

seguir mostramos as variações de ∆H e Km com a temperatura durante a fosforilação 

de 10 µM de Shc (Figura 63). Vale ressaltar também que as concentrações de 

quinase e ATP dentro da cela de amostra após injeção foram de 0,1 µM e 250 µM, 

respectivamente.   

 

 
Figura 63 – Variação de ∆H em função da temperatura durante a fosforilação de 10µM de Shc. 
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Da figura anterior (parte A) é possível determinarmos a variação da 

capacidade térmica à pressão constante (∆Cp) para a interação baseada na seguinte 

equação (62): 

∆?< = ∆*'J − ∆*'YDJ − DY                                                             	23� 

onde T2 e T1 são duas temperaturas experimentais diferentes. Deste modo, em um 

gráfico de ∆H contra temperatura para uma série de experimentos de ITC a 

inclinação do gráfico corresponde a ∆Cp. Uma vez que estabelecemos como calcular 

este parâmetro, é preciso determinar como pode ser usado. Esta questão pode ser 

respondida se nos basearmos na observação de que existem fortes indícios de que 

este parâmetro está relacionado com a área da superfície “enterrada”, ou seja, a 

área de superfície que é removida da interação com o solvente quando um 

complexo é formado (121, 122). A remoção da área de superfície da proteína da 

exposição com o solvente faz com que ∆Cp tenha uma grande variação negativa 

(123) e esta afirmação está baseada no fato de que o solvente se comporta de 

maneiras diferentes na superfície da proteína e em seu “bulk”. Este é, 

particularmente, o caso em que moléculas de água interagem com superfícies 

hidrofóbicas e, de fato, a capacidade térmica do sistema é diferente para uma 

solução na qual existem moléculas de água livres daquele caso onde as moléculas 

de água interagem com a biomolécula (62). Este comportamento pode ser 

demonstrado durante uma desnaturação térmica de proteínas, onde após a 

desnaturação os resíduos hidrofóbicos são expostos ao solvente mudando assim a 

capacidade térmica do sistema. Deste modo, a mudança na capacidade térmica do 

sistema para um processo onde há liberação de água da superfície da proteína em 

virtude da formação de um complexo é negativa e espera-se que seja proporcional à 

quantidade de superfície envolvida (62). Sendo assim, os gráficos da Figura 63A 

mostram um aumento significativo do valor de ∆Cp da temperatura de 10 para 15 oC 

e depois um aumento drástico de ∆Cp quando se vai 15 para 20 oC. Este 

comportamento é seguido de um aumento nas mesmas proporções para o valor de 

KM (Figura 63B). Esta mudança deve-se provavelmente ao aumento da atividade 

enzimática com a temperatura levando assim ao aumento nos parâmetros 

supracitados. 
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Para verificar se Shc foi fosforilada por quinase após o experimento de 

cinética, um experimento de Western Blot foi feito e o resultado está apresentado na 

Figura 64.  

 
Figura 64 – Western blot referente à cinética de fosforização de p52Shc mediada por FGFR2 quinase.  

 

 

Na figura acima é mostrado a bandas das alíquotas de FGR2 quinase que 

foram utilizadas neste experimento (bandas 2 e 3). Em 1, nos mostramos as bandas 

de p52Shc (entre 50 e 75 kDa) e FGFR2 quinase abaixo, onde foi feito um 

experimento prévio, apenas juntando as proteínas com excesso de ATP e mantendo 

esta alíquota em geladeira a 4 oC por um período de 12 horas (vale lembrar que 

neste experimento FGFR2 quinase já estava fosforilada, como podem ser visto em 2 

e 3) (Figura 64). Tendo a comprovação de que quinase esta ativa e que fosforila de 

fato Shc, passamos para a outra etapa de nosso experimento onde a fosforilação foi 

feita dentro da cela do calorímetro e então monitorada em forma de cinética pelo 

calor gerado durante este processo. Estes experimentos estão representados em 4 

à 6 onde as temperaturas de casa experimento foram 10, 15 e 20 °C 

respectivamente. Deste modo, vemos que a fosforilação neste caso funcionou e 

conseguimos monitorar o calor gerado durante este processo. No entanto, nesta 

mesma analise de Western blot vemos que uma nova banda aparece (círculo 

vermelho) que a princípio esperava-se não pudesse acontecer. Trata-se da alíquota 

de p52Shc usada para os experimentos e que acreditavámos estivesse 

desfosforilada. Mesmo assim esta banda é mais clara que aquelas cujas amostras 

1 2 3 4 5 6 
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foram retiradas logo após o experimento cinético. P52Shc possui três resíduos de 

tirosina capazes de serem fosforilados por quinase e assim fazer a adaptação de 

outras proteínas (Sos, Grab2, etc.) durante o processo de sinalização num 

mecanismo de “gate” (36). Então, acreditamos que pelo menos uma das tirosinas de 

Shc esteja fosforilada. Isto está de acordo com o valor de n = 1,30 obtido na cinética 

realizada na temperatura de 20oC. Sendo assim, novos experimentos são 

necessários com o intuito de otimizarmos os  dados já obtidos acerca do grau de 

fosforilação de p52Shc. Mesmo assim, o conjunto de experimentos realizados e 

discutidos nesta seção foram importantes para consolidar a técnica de ITC como 

uma ferramenta padrão para acessar qualquer tipo de cinética, onde não é possível 

fazer por métodos convencionais (espectrofotometro). Alem do mais, com esta 

técnica é possível medir diretamente e com precisão a energia gasta nestes 

processos, e assim, obter informações a respeito do perfil termodinâmico destas 

reações, o que é uma vantagem sobre os métodos convencionais.  
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Conclusões Gerais e Perspectivas 
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O objetivo deste trabalho de tese foi estudar as bases de interações 

moleculares protagonizadas por duas enzimas que possuem funções biológicas 

distintas, por meio de um esquema experimental que envolveu diversas técnicas 

biofísicas. Dentre as técnicas utilizadas, destacamos a versatilidade da técnica 

calorimétrica de ITC, que nos permitiu acessar as cinéticas de conversão da 

molécula de catecol em ácido cis-cis-mucônico mediada pela enzima clorocatecol 

1,2-dioxigenase de Pseudomonas putida, bem como as primeiras cinéticas de 

fosforilação das proteínas humana FGFR2 Tirosina quinase e p52Shc obtidas de 

maneira direta. Com isso, conseguimos validar a técnica de ITC como uma 

ferramenta padrão para obter cinéticas de sistemas onde não é possível utilizar 

métodos convencionais. 

Através de um esquema multitécnicas, que contou com ITC, DSC e RPE, 

conseguimos mostrar que o produto da catálise mediada pela enzima clorocatecol 

1,2-dioxigenase, o ácido cis-cis-mucônico, é capaz de inibir esta enzima durante a 

catálise, sendo que DSC mostrou que na presença do produto da reação a 

estabilidade térmica de 1,2-CCD foi fortemente afetada, com a temperatura da 

transição Tm deslocando-se para uma temperatura menor do que aquela obtida para 

a transição da proteína na ausência do produto. Além disso, experimentos de RPE 

do centro de Fe(III) localizado no sítio ativo desta proteína mostraram que o ácido 

cis-cis-mucônico liga-se diretamente no sítio ativo de Pp 1,2-CCD. A inibição por 

produto parece estar intimamente envolvida com mecanismo de regulação que in 

vivo poderia ser usado pela célula para controlar seu metabolismo. Deste modo, 

podemos imaginar um mecanismo regulatório onde a quantidade de produto 

formada durante uma reação enzimática é controlada pelas concentrações de 

substrato e produto formados, de modo que este tipo de mecanismo poderia manter 

a célula protegida contra extremos biológicos. Ainda no âmbito dos estudos 

envolvendo 1,2-CCD e baseados em estudos prévios realizados em nosso grupo, 

mostramos através da combinação das técnicas RPE, DSC, PPC e monocamadas 

de Langmuir, que esta proteína é capaz de ligar-se a modelos de membranas. Este 

comportamento chama atenção porque junto com a inibição por produto poderia ser 

mais um mecanismo utilizado pela célula para regular seu metabolismo. Desta 

maneira, novos experimentos poderiam ser feitos onde o sistema 1,2-CCD/ácido cis-

cis-mucônico seria posto para interagir com miméticos de membranas a fim de 

investigar se existe alguma relação entre estes dois mecanismos. Acreditamos que 
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na presença do produto, 1,2-CCD mudaria sua conformação de maneira a expor 

domínios que interagem ainda mais efetivamente com a membrana celular. Esta 

suposição está em total acordo com os dados obtidos por DSC do desenovelamento 

de 1,2-CCD na presença de ácido cis-cis-mucônico. 

Com relação ao estudo realizado com as proteínas Tirosina quinase e Shc, os 

dados obtidos nesta tese foram os primeiros resultados referentes às cinéticas de 

fosforilação onde estas foram monitoradas de maneira direta. Como dito 

anteriormente, ITC mostrou-se bastante versátil para estudos que envolvem 

cinéticas de reações, uma vez que em apenas um conjunto de experimentos somos 

capazes de não apenas determinar os parâmetros cinéticos da reação, mas também 

traçar o perfil termodinâmico da reação enzimática no que diz respeito às 

contribuições entálpicas e entrópicas da reação. Neste sentido, mostramos que 

Tirosina quinase FGFR2 experimenta um processo de autofosforilação do tipo 

cooperativo, o que está de acordo com os dados obtidos para outra proteína da 

família das Tirosina quinases, a FGFR1, onde os resíduos de tirosinas localizados 

em seu sítio ativo e outros próximos a ele fosforilam-se em uma maneira sequencial 

e ordenada. Sabe-se que a autofosforilação de resíduos de Tirosinas localizados em 

seu sítio ativo é crucial para a manutenção do estado ativo destas proteínas, 

enquanto a fosforilação de outros resíduos do domínio citoplasmático é essencial 

para o recrutamento e ativação de diversas vias de sinalização que regulam o 

metabolismo celular. Conseguimos também mostrar que FGFR2 quinase interage 

diretamente com a isoforma p52 da proteína Shc, e que além disso é capaz de 

fosforilar os resíduos de tirosina localizados em seu domínio CH1. Shc é uma 

proteína adaptadora e importante integrante do grupo de proteínas que formam os 

ESC. Sabe-se que esta proteína interage com Tirosina quinase via seu domínio 

PTB, porem, só é capaz de interagir com outras proteínas após seu domínio CH1 

tornar-se fosforilado, num mecanismo de portão. A cinética de fosforilação desta 

proteína apresenta um comportamento com a temperatura que sofre uma transição 

no que diz respeito ao modelo utilizado para ajustar os pontos. A 10°C a cinética 

pode ser ajustada pelo modelo de Michaelis-Menten, porém, a 15°C a cinética 

experimentada por esta proteína mostra um indefinição de comportamento cinético 

sendo possível ajudar seus dados tanto por Michaelis-Menten quanto pelo modelo 

de Hill. Já para 20°C a cinética apresenta um caráter cooperativo, não sendo mais 
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possível ajustar os pontos pelo modelo de Michaelis-Menten. Estes resultados 

abrem um leque de perspectivas grande uma vez que as razões pelas quais a 

cinética de fosforilação de Shc ocorre desta maneira ainda não são bem entedidas. 

Obviamente novos experimentos precisam ser realizados para se entender 

melhor os mecanismos de fosforilação utilizados por FGFR2 e Shc para tornarem-se 

ativas, bem como o papel dos outros resíduos de tirosina ao longo da estrutura de 

FGFR2 no recrutamento de proteínas adaptadoras importantes nos processos de 

sinalização celular. A proposta seria silenciar alguns resíduos de tirosina, inclusive 

os localizados no sítio ativo da proteína, para sabermos como se comporta o perfil 

catalítico de autofosforilação e a interação desta proteína com Shc. Também temos 

a intenção de realizar novos experimentos de fosforilação de Shc, de maneira à 

confirmar a reprodutibilidade dos resultados obtidos, tomando-se o devido cuidado 

para que não haja resíduos de tirosinas fosforilados nesta proteína antes do 

experimento cinético. 
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Baixar livros de Literatura
Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matemática
Baixar livros de Medicina
Baixar livros de Medicina Veterinária
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
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