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I - INTRODUÇÃO 

As calicreinas ou cininogenases (EC 3.4.21.8) são 

enzimas pertencentes ao grupo das serino-proteases, que se 

caracterizam pela presença de um resíduo de serina no centro 

ativo. Elas possuem atividade proteolitica especifica e 

restrita e, além do seu substrato natural, os cininogênios, 

hidrolisam também substratos sintéticos dos tipos amida e 

éster, derivados da arginina Na-substituida (GEIGER & FRITZ, 

1981). 

A descoberta das calicreinas deu-se entre 1926 e 

1928. FREY (1926) e FREY & KRAUT (1928) encontraram na urina 

humana uma substância não dializável e termolábil que, 

injetada por via intravenosa no cão, produzia o abaixamento 

da pressão arterial. Pensou-se inicialmente que essa 

substância era um hormônio excretado, com atividade sobre os 

vasos sangüíneos e a circulação. Essa hipótese só foi 

descartada quando WERLE et al. (1937) demonstraram que as 

calicreinas liberavam enzimaticamente, de um precursor 

inativo do plasma, uma substância que era capaz de provocar 

contrações em preparações de músculos isolados. 

A partir de 1950, resultados de estudos sobre 

calicreinas, publicados na literatura, alteraram 

significativamente algumas das idéias mais antigas sobre 

elas. Assim, sabe-se atualmente, que a calicreina 

pancreática é originada no pâncreas e não no plasma, como se 
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pensava anteriormente, e que a fonte da calicreina urinária 

humana não é o pancreas, mas, sim o próprio rim. 

As calicreinas são classificadas em dois grupos, as 

plasmáticas (EC 3.4.21.34) e as glandulares ou tissulares 

(EC 3.4.21.35). Elas diferem entre si na origem de sintese, 

nas propriedades fisico-quimicas, tais como massa molecular, 

ponto isoelétrico, caráter imunológico, susceptibilidade a 

inibidores naturais e sintéticos, velocidade de reação com 

os substratos naturais (cininogênios) e sintéticos e a 

cinina liberada (BOTHWELL et al., 1979). As calicreinas 

plasmáticas hidrolisam, preferencialmente, o cininogênio de 

alto peso molecular, liberando bradicinina, enquanto que as 

tissulares hidrolisam preferencialmente o cininogênio de 

baixo peso molecular liberando (lisil-bradicinina) (MÜLLER- 

ESTERL et al., 1985). Os pontos de hidrólise do 

cininogênio para a liberação de bradicinina e calidina 

são mostrados, esquematicamente na Figura 1. 

FIGURA 1 - Hidrólise enzimática do cininogênio com liberação 

de bradicinina (Bk) e calidina (Lys-Bk). 
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Os cininogênios, moléculas precursoras das 

cininas, são proteínas sintetizadas no fígado e secretadas 

no plasma, llnfa e fluidos intersticiais de mamíferos, após 

sofrerem modificações pós-traducionais, tal como glicosilação 

(KITAMURA et al., 1983). 

O cininogênio plasmático (a2-globulina), no homem 

e na maioria dos mamíferos, ocorre sob duas formas, uma de 

alto peso molecular (88.000-114.000) e outra de baixo peso 

molecular (50.000-68.000)(MÜLLER-ESTERL et al., 1986). No 

entanto, no rato, além dessas duas formas há uma terceira, o 

T-cininogênio, apresentando um peso molecular de cerca de 

69.000 (GREENBAUN & OKAMOTO, 1988). 

Os cininogênios exercem pelo menos quatro funções 

biológicas distintas: 1) são substratos naturais das 

calicreinas e, portanto, precursores das cininas; 2) inibem 

cisteino-proteases com alta afinidade; 3) o cininogênio de 

alto peso molecular participa da ativação por contato do 

sistema intrínseco da coagulação sangüínea, como cofator 

não enzimático e; 4) o T-cininogênio é a principal proteína 

da fase aguda da inflamação no rato (MÜLLER-ESTERL et al., 

1988) . 

A diversidade de funções dos cininogênios está 

associada à sua estrutura protéica complexa. Os vários tipos 

de cininogênios são proteínas de cadeias simples e apresentam 

três domínios: uma cadeia pesada amino terminal de 50.000- 

60.000, um segmento cinina na porção central da molécula e 
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uma cadeia leve C-terminal. As cadeias leve e pesada são 

interligadas através de uma ponte dissulfeto. 

Bradicinina, lisil-bradicinina (calidina), 

metionil-lisil-bradicinina e T-cinina são polipeptideos 

denominados genericamente como cininas. A calidina, um 

decapeptideo, foi descoberta por WERLE et al.(1937). ROCHA 

e SILVA et al.(1949) descreveram a liberação de um peptideo 

ativo, pela incubação do veneno de Bothrops jararaca ou da 

tripsina com a fração pseudo-globulina do plasma. A esse 

peptideo eles deram o nome de bradicinina. Uma terceira 

cinina, a metionil-lisil-bradicinina foi descoberta por 

ELLIOT & LEWIS (1965) na fração pseudo-globulina do soro 

bovino. Finalmente, a T-cinina (Ile-Ser-bradicinina) 

encontrada no plasma de rato, foi descoberta por OKAMOTO & 

GREENBAUN (1983). 

SCHACHTER & THAIN (1954) introduziram o termo 

cinina, porque lhes pareceu, por comparação direta, que 

calidina e bradicinina pertenciam a um grupo de peptideos 

intimamente relacionados. Tais substâncias, ocorriam 

naturalmente em venenos de vespas e outros venenos ou eram 

liberadas de um substrato no plasma por calicreinas, 

tripsina, venenos de serpentes e, possivelmente, por outras 

proteases (SCHACHTER, 1980) . 

O nome cininogenase usado simultaneamente e 

independentemente por PRADO (1962), BHOOLA et al. (1962) e 

por SCHACHTER (1963) foi recomendado pelo "Committee on 

Nomenclature for Hypotensive Peptides" (WEBSTER, 1966) como 
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termo genérico que abrange as enzimas que liberam 

cininas de um substrato protéico inativo. Da mesma maneira, o 

termo cininogênio indica o substrato das calicreinas. Assim, 

o termo cininogenase inclui calicreinas, tripsina, venenos 

de serpentes e outras enzimas que produzam cinina por 

proteólise limitada do cininogênio. 

As calicreinas, como outras glicoproteinas 

secretadas, são sintetizadas como uma proenzima no reticulo 

endoplasmático rugoso e glicosiladas no complexo de Golgi. In 

vitro a pro-calicreina pode ser ativada por enzimas como a 

tripsina. Entretanto, ainda não se conhece a ativação 

enzimática intracelular da proenzima ( MACDONALD et al., 

1988) . 

A localização celular das calicreinas, segundo 

BERG (1988) , parece ser a mesma em todas as espécies de 

mamiferos. Nas glândulas salivares a enzima é encontrada no 

sistema de duetos. A técnica de histoquimica com 

hibridização in situ, mostrou que o RNA mensageiro da 

calicreina tissular renal está localizado no glomérulo, bem 

como nos túbulos distais (XIONG et al., 1989). A calicreina 

urinária, segundo TAKAOKA et al. (1982) é de origem renal e 

se encontra presente tanto na forma ativa como na forma de 

uma proenzima. 

No pâncreas, a calicreina é observada nas células 

acinares, distribuída em todos os grânulos secretores como 

uma proenzima, que se torna ativada no trajeto das células 

acinares para o duodeno (WOODLEY et al., 1985). 
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A caracterização enzimática das calicreinas 

tissulares, isoladas de vários órgãos, pode ser feita pela 

medida de sua atividade enzimática, mensurável por ensaio 

biológico ou por ensaios com substratos sintéticos. O ensaio 

biológico utiliza a preparação isolada de musculatura lisa, 

habitualmente o útero isolado de rata ou o ileo isolado de 

cobaia. A atividade enzimática é estimada pela contração 

causada pela cinina, liberada do cininogênio presente no 

plasma. Nos ensaios com substratos sintéticos utilizam-se 

derivados da arginina Na-substituida, ésteres (métodos 

colorimétricos e titulométricos), p-nitroanilidas (métodos 

colorimétricos), metilcumarinas e tetrapeptidios 

fluorogênicos apagados intramolecularmente (métodos 

fluorimétricos). 

As calicreinas tissulares são susceptíveis em graus 

variáveis a alguns inibidores de proteases de origem animal 

ou vegetal e a inibidores sintéticos. Dentre os inibidores 

naturais destaca-se a aprotinina, um inibidor de serino- 

proteases isolado de tecidos bovinos, como pulmão e pãncreas. 

A aprotinina foi descoberta por FREY et al.(1930), como 

inativador de calicreinas, e descrita independentemente por 

KUNITZ & NORTHROP (1936) citados por FRITZ et al. (1979), 

como inibidor de tripsina. O inibidor apresenta ponto 

isoelétrico em pH 10 e possui um residuo lisil na posição 15 

da molécula, o qual participa na ligação enzima-inibidor 

(BECKMANN et al., 1988). Além da tripsina e quimotripsina ela 

inibe fortemente a plasmina, a proteina C e todas as 
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calicreínas (FRITZ & WUNDEIER, 1983; TABY et al., 1990) 

citados por PINTIGNY & DACHARY-PRINGENT (1992). Esta 

especificidade explica seu uso terapêutico inicial, 

particularmente na pancreatite, em vários estados de choque 

ou na hemorragia hiperfibrinolitica. 

A aprotinina, segundo GEIGER et al. (1977), é um 

inibidor competitivo da calicreina urinária humana. 

Entretanto, MIRANDA et al. (1995) demonstraram que a inibição 

da calicreina urinária humana pela aprotinina é do tipo 

competitiva parabólica, com duas moléculas do inibidor 

ligando-se a uma molécula de calicreina. 

Vários inibidores sintéticos específicos já foram 

analisados quanto a sua habilidade para inibir as 

calicreinas tissulares. Assim, o diisopropilfluorofosfato 

(DFP), que reage com o residuo de serina cataliticamente 

ativo, inibe irreversivelmente várias calicreinas tissulares, 

como foi demonstrado para as calicreinas urinária de cavalo 

(PRADO et al., 1962) e urinária humana (GEIGER & FRITZ, 

1981) . 

Todas as calicreinas testadas não foram inativadas 

pela clorometilcetona da Na-p-tosil-L-lisina (TLCK), inibidor 

de tripsina que reage com o residuo de histidina do centro 

ativo, como descrito por MARES-GUIA & DINIZ (1967). A 

presença de um residuo de Tyr-99 relativamente móvel, cuja 

cadeia lateral se estende na direção do sitio de ligação de 

um residuo de Ser-226 obstrui parcialmente este sitio. Pela 

mudança conformacional não usual da alça formada pelos 
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resíduos 517 a 519 resultam em mudanças conformacionais no 

sitio de ligação da calicreina de pâncreas de porco, em 

relação à tripsina (BODE et al., 1983). 

Outro importante grupo de inibidores sintéticos de 

serino-proteases são os compostos derivados de amidinas e 

guanidinas. Benzamidina, um derivado destes compostos, é um 

forte inibidor de tripsina (MARES-GUIA & SHAW, 1965) e, 

segundo HIAL et al. (1974) e GEIGER et al. (1977) inibe 

competitivamente a calicreina urinária humana. 

A hidrólise de duas ligações peptidicas diferentes 

na molécula de cininogênio, pelas calicreinas tissulares, 

liberando lisil-bradicinina, tem intrigado os pesquisadores 

que estudam o sistema calicreina-cinina. Análises da 

proteólise limitada do cininogênio de baixo peso molecular 

pela calicreina pancreática de porco demonstraram que o 

aparecimento da bradicinina e das cadeias leve e pesada é 

simultâneo, sugerindo que esses dois fragmentos, juntamente 

com a bradicinina, são os produtos primários da hidrólise 

(MÜLER-ESTERL et al. , 1985). 

O sitio ativo das calicreinas tem alta homologia 

com o sítio ativo da tripsina e da quimotripsina, conservando 

a tríade catalítica His-41, Asp-96 e Ser-189 das serino- 

proteases, como pode ser observado no trabalho descrito por 

KELLERMANN et al. (1987). 

BODE et al. (1983) propõem que o determinante 

principal da clivagem específica do cininogênio pela 

calicreina pancreática de porco é a existência de uma 
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bolsa hidrofóbica formada pelos resíduos de aminoácidos 

TYr-93 e Trp-205, que facilitaria a ligação de residuos 

hidrofóbicos localizados na posição P2 do substrato 

(nomenclatura de SCHECHTER & BERGER, 1967), adjacente ao 

sítio de clivagem. 

Os estudos de PRADO et al. (1986), utilizando 

tetrapeptídeos sintéticos como substratos, evidenciaram a 

presença de resíduos hidrofóbicos na posição P2 do 

substrato como uma característica estrutural exigida por 

várias calicreínas tissulares. Efeitos das interações de 

subsítios sobre a eficiência catalítica da calicreína 

urinária de cavalo, analisados por ARAÚJO-VIEL et al.(1988), 

utilizando substratos sintéticos do tipo peptidil-4- 

nitroanilida, demonstraram a preferência desta calicreína 

por fenilalanina na posição P2 do substrato. 

As calicreínas tissulares, conforme já mencionado, 

liberam o decapeptídio calidina ou lisil-bradicinina (KRAUT 

et al., 1930) do cininogênios, pela hidrólise em dois sítios 

com diferentes seqüências: a saber, na ligação Met-Lys e na 

ligação Arg-Ser do segmento do cininogênio bovino (HAN et 

al., 197 6) Ser-Leu-Met-Lys-Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe- 

Arg-Ser-Val-Gln (HABERMT^N, 1966; YANO et al., 1971). 

Enquanto a última hidrólise, no sítio C-terminal é 

consistente com a especificidade da tripsina (ROCHA E SILVA 

et al., 1949) e com a especificidade semelhante à da tripsina 

das calicreínas, a hidrólise no sítio N-terminal, com um 

resíduo de metionina na posição Pi (nomenclatura de SCHECHTER 



25 

& BERGER, 1967), é surpreendente e é diferente da 

especificidade da tripsina e da calicreina plasmática que 

hidrolisam a ligação Lys-Arg adjacente à ligação Met-Lys. 

Segundo PRADO et al. (1992) tem sido demonstrado 

que as calicreinas glandulares também liberam calidina de 

peptidios sintéticos tais como Leu-Met-Lys-bradicinina 

(IWANAGA et al., 1977) e Gly-Leu-Met-Lys-bradicinina (ARAÚJO- 

VIEL et al., 1981), mostrando que a enzima pode hidrolisar a 

ligação Met-Lys nessas moléculas. Estas observações indicam 

que a especificidade da hidrólise no sitio N-terminal é 

determinada não somente pela conformação do sitio de clivagem 

da bradicinina nos cininogênios, mas também, pela própria 

seqüência especifica de aminoácidos. Segundo PRADO et al. 

(1992), esse tipo especial de especificidade das calicreinas 

tissulares tem sido atribuído a interações secundárias em 

seus sitios de ligação extendidos. 

Até agora, várias calicreinas tissulares já 

foram isoladas, purificadas e caracterizadas como as 

calicreinas pancreática, submandibular e urinária de porco, 

salivar e urinária de humanos, pancreática, submandibular e 

urinária de ratos, submandibular de camundongo e gato, 

pancreática de cão e urinária de cavalo (FIEDLER, 1979); a 

calicréina estomacal de rato (UCHIDA et al., 1980), a 

calicreina urinária de cão (MURTHY et al.,1986) e a 

calicreina de glândula submandibular de rato (MATSUDA et al., 

1986). Com relação à calicreina urinária humana, há vários 

trabalhos na literatura, descrevendo o seu isolamento. 
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purificação e caracterização (MORIYA et al., 1963; HIAL et 

ai., 1974; MATSUDA et al., 1976; GEIGER et al., 1977; OZA 

& RYAN, 1978; OLE-MOIYOI et al.,1977 e 1979; LEVINSKY et al., 

1979; GEIGER et al., 1980; MORICHI et al., 1984). As 

calicreinas, como outras enzimas, também ocorrem em 

múltiplas formas, segundo demonstram NUSTAD & PIERCE (1974) , 

para a calicreina urinária de rato; FRITZ et al. (1977), 

para as calicreinas pancreática, submandibular e urinária de 

porco; MORIYA et al. (1977), para a calicreina renal de cão; 

MORIYA et al. (1963 e 1973), HIAL et al. (1974), MATSUDA et 

al. (1976), OLE-MOIYOI et al. (1977 e 1979), GEIGER et al. 

(1977 e 1980), MORICHI et al. (1984), LIMA (1986), MIRANDA 

(1990), para a calicreina urinária humana. 

Quanto à composição quimica, as calicreinas 

pancreáticas de porco e urinária humana têm sido as mais 

estudadas, já se conhecendo as suas seqüências completas 

(TSCHESCHE et al., 1979; KELLERMANN et al., 1987). 

Apesar de alguns trabalhos já terem sido publicados 

a respeito do isolamento, purificação e caracterização de 

calicreinas tissulares humanas (pancreática, salivar e 

urinária) e de animais como rato, cão, cavalo, coelho, etc, 

há relativamente poucos trabalhos publicados referentes às 

suas propriedades cinéticas. HIAL et al. (1974), OLE-MOIYOI 

et al. (1977), e GEIGER & FRITZ (1981) reportaram valores de 

Km e Vmax para as hidrólises de alguns substratos sintéticos, 

dos tipos amida e éster, derivados da arginina, pela 

calicreina urinária humana. FUJIMOTO et al. (1973) publicaram 
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OS valores de para as hidrólises dos substratos Tos-Arg- 

OMe e Bz-Arg-OEt pela calicreina salivar humana. De acordo 

com esses autores as velocidades de hidrólise dos 

substratos utilizados obedecem à cinética de Michaelis- 

Menten. Porém, OLE-MOIYOI et al. (1977) observaram desvios 

deste comportamento cinético e mostraram que a calicreina 

urinária humana sofre inibição pelo substrato em 

concentrações elevadas de Tos-Arg-OMe e Bz-Arg-OMe. 

Trabalho cinético realizado em nosso laboratório 

com a calicreina submandibular de rato e substratos 

sintéticos dos tipos amida e éster derivados da arginina Not— 

substituída mostrou que a enzima apresenta comportamento 

cinético bimodal, obedecendo à cinética de Michaelis-Menten 

em baixas concentrações dos substratos e sendo inibida em 

concentrações mais altas dos substratos (SOUSA, 1993). 

Os estudos com as calicreinas urinária e 

submandibular de rato têm levado à proposição de que há uma 

diversidade funcional e/ou estrutural entre estas calicreinas 

tissulares. Esta proposição é baseada na diferente 

localização celular (BERG, 1988), na forma enzimática 

predominante no órgão (TARADA et al., 1985), no controle 

eletrolitico e hormonal da sintese e secreção (MILLER et 

al., 1984) e no comportamento cinético distinto destas 

calicreinas (SILVA et al., 1974 e SOUSA, 1993). 

LIMA (1986) em seu trabalho de mestrado, realizado 

em nosso laboratório, isolou e purificou três formas de 

calicreina urinária humana. Porém, as quantidades obtidas 
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destas formas enzimáticas foram insuficientes para que se 

pudesse realizar um estudo mais abrangente das suas 

propriedades cinéticas. Para o estudo da caracterização 

cinética destas calicreinas foram utilizados apenas os 

substratos sintéticos acetil-fenilalanil-arginina p- 

nitroanilida (Ac-Phe-Arg-Nan) e H-D-valil-leucil-arginina 

p-nitroanilida (H-D-Val-Leu-Arg-Nan) e, de acordo com esse 

trabalho, as três formas da calicreina urinária humana 

obedeceram à cinética de Michaelis-Menten nas faixas de 

concentrações dos substratos utilizadas. 

Apesar de alguns estudos cinéticos já terem sido 

realizados com as calicreinas tissulares humanas, há muito 

que se aprender sobre as suas especif icidades, os seus 

mecanismos de ação enzimática e os fatores que afetam suas 

especificidades tanto "in vitro" quanto "in vivo". 



29 

OBJETIVO GERAL 

Purificar e realizar estudos cinéticos com a 

calicreina urinária humana, utilizando substratos 

sintéticos Na-derivados da arginina dos tipos amida e éster 

na ausência e na presença de inibidores naturais e 

sintéticos visando obter um melhor conhecimento sobre as 

propriedades cataliticas da enzima e o seu mecanismo de ação 

enzimática. 



30 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

Desenvolver um método simplificado e eficiente para 

a purificação da calicreina urinária humana. 

Realizar estudos da cinética de hidrólise de substratos 

sintéticos dos tipos amida e éster, derivados da 

arginina Na-substituida, pela calicreina urinária huma- 

na, explorando amplas faixas de concentração dos subs- 

tratos, para verificar se a enzima obedece à cinética 

de Michaelis-Menten, ou se ela sofre ativação ou 

inibição pelo substrato. 

Determinar os parâmetros cinéticos , V^ax^ e kcat da 

calicreina urinária humana com substratos sintéticos 

Na-derivados da arginina dos tipos amida e éster. 

Estudar o mecanismo de inibição da calicreina 

urinária humana pela aprotinina. 

Estudar o mecanismo de inibição da calicreina 

urinária humana pela benzamidina e derivados. 
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II - METODOLOGIA 

II. 1. Concentração da urina hvunana 

11.1.1. Coleta da urina humana 

A coleta da urina humana masculina era feita em 

frasco de vidro de 10 litros, siliconizado, contendo um funil 

de vidro com gaze para a filtração da mesma. Adicionavam-se 

ao frasco 10 ml de uma solução de azida de sódio a 0,2% 

(p/v) (Sigma), com o objetivo de se evitar a proliferação 

bacteriana. Durante a coleta da urina, o frasco era mantido 

em banho de gelo. Coletavam-se de 5 a 10 litros de urina de 

cada vez. 

11.1.2. Precipitação isoelétrica da glicoproteina de Tamm 

Horsfall 

Após a coleta o pH da urina era ajustado para 8,0 

(pH-Meter E 512-Metronm Herisau) através da adição de solução 

de hidróxido de sódio (Vetec), 6,0 N. Em seguida, a urina era 

guardada em câmara fria, a 40C , durante doze horas, para 

que a glicoproteina de Tamm Horsfall fosse precipitada 

(GIUSTTI et al., 1988). O precipitado formado era então 

separado da urina por filtração a vácuo na qual se 

utilizava um Kitasato de 4 litros, um funil de Büchnner e 

filtro de papel qualitativo (Frama). 
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A urina, livre da glicoproteína de Tamm Horsfall, 

era submetida às sucessivas etapas de concentração. 

II. 1.3. Concentração da calicreina urinária hvimana com o 

gel poli (N-isopropilacrilamida) 

A urina humana era concentrada cerca de 20 vezes, 

em quatro ciclos (expansão-regeneração) de acordo com o 

seguinte esquema : o gel poli (N-isoproprilamida) 10 X 1 

(10% (p/v) de N-isopropilacrilamida sendo que 1% dos 

monômeros consiste no agente de ligação cruzada N,N'- 

metilenobisacrilamida) , seco ou contraído, em quantidades 

apropriadas, era misturado com a urina durante 2 horas, a 

4°C. O gel se expandia e absorvia grande parte da água e de 

outras moléculas de baixo peso molecular. A urina, já mais 

concentrada, era separada do gel expandido por filtração em 

funil de Büchnner e era então guardada sob refrigeração para 

que pudesse retornar ao processo. O gel expandido era 

submetido a um processo de recuperação que consistia em 

deixar o gel durante uma hora e trinta minutos à 

temperatura de 50°C provocando a sua súbita contração com a 

conseqüente liberação das moléculas absorvidas (extrato). O 

gel contraído era separado por filtração e reutilizado para 

dar continuidade às concentrações. A Figura 2 ilustra o 

processo de concentração via gel termosensivel (FREITAS & 

CUSSLER, 1987). 
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O processo era repetido até que o volume de urina 

fosse reduzido de aproximadamente vinte vezes. 

GEL t RECUPERADO 

GEL É RESFRIADO GEL É AQUECIDO 

PROCESSO DE EXTRAÇAO 

POR GEL 

TERMOSENSiVEL 

SOLUÇÃO É ADICIONADA GEL É SEPARADO 

GEL SE EXPANDE 

SOLVENTE 

É RETIRADO 

CONCENTRADO 

É RETIRADO 

FIGURA 2 - Representação do processo 

de macromoléculas através 

de géis termosensiveis. 

de 

da 

concentração 

utilização 
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II.1.4. Diálise e liofilizaçâo 

Após a concentração, a urina era dialisada e 

liofilizada. A diálise era feita em câmara fria, a 4*^0, 

durante cinco dias, contra água destilada, que era trocada 

duas vezes ao dia. Terminada a diálise, a urina era 

distribuída em bandejas de aço inox, congelada e liofilizada 

(liofilizador Virtis Modelo 10.146 MR-BA) . O pó urinário 

humano obtido era armazenado congelado. 

II.2. Purificação da calicreína urinária humana 

II.2.1. Preparação do extrato bruto 

Na preparação do extrato bruto eram dissolvidos 

5,0 gramas de pó urinário humano, provenientes de 30 litros 

de urina, em 100 ml de tampão glicina-NaOH 0,1 M, contendo 

NaCl 0,75 M, pH 9,0, e azida sódica 0,05%. A solução era 

deixada sob agitação branda, com barra magnética, durante 6 

horas a 4^0 e, a seguir, centrifugada a 9.000 r.p.m. 

(Centrifuga Himac CR 20B2) durante trinta minutos, a 40c. O 

sobrenadante (extrato bruto) era submetido à dosagem de 

proteínas pelo método de BRADFORD (1976), e a determinação da 

atividade enzimática, com o substrato Ac-Phe-Arg-Nan 

(fornecido pelo Prof. Dr. Luiz Juliano do Departamento de 

Biofísica da Escola Paulista de Medicina, São Paulo). 
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II.2.2. Cromatografia de afinidade em coluna de Sepharose- 

aprotinina 

Vinte gramas de Sepharose ativada pelo brometo de 

cianogênio (Sigma) foram acoplados com 500 mg de aprotinina 

(Sigma), segundo a técnica descrita por GEIGER & FRITZ 

(1981). O gel resultante, 50 ml, foi empacotado em coluna 

(9,2 cm X 2,5 cm) equilibrada em tampão glicina-NaOH 0,1 M, 

pH 9,0, contendo NaCl 0,75 M e 0,05% de azida de sódio. 

Após a aplicação de 100 ml de extrato bruto (530 mg 

de proteina) a coluna era lavada exaustivamente com o tampão 

de equilíbrio (frações de 10 ml), e, em seguida, a calicreina 

era eluida com tampão acetato de sódio 0,025 M pH 3,5, 

contendo NaCl 1,0 M, 0,05% de azida de sódio. As frações 

eluidas (2,0 ml) eram coletadas em tubos de ensaio contendo 

0,5 ml de Tris-HCl 2,0 M, pH 8,5 para elevar o pH a um valor 

próximo de 7,0. As frações eram analisadas quanto à absorção 

em 280 nm e à atividade amidásica com Ac-Phe-Arg-Nan. A 

seguir, a coluna era regenerada com 200 ml de solução de 

uréia 6 M (Grupo Quimica) seguida do tampão de equilíbrio. 

As frações que continham calicreina eram agrupadas 

e a mistura resultante era dialisada contra água destilada e 

concentrada para 10,0 ml em equipamento de ultrafiltração 

(Amicon). A amostra concentrada era analizada quanto ao, teor 

de proteínas, a atividade amidásica, ao perfil 

eletroforético em gel de poliacrilamida a 12% na presença de 

dodecil sulfato de sódio (SDS) (Sigma) e 2-mercaptoetanol 
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(Sigma), a cromatografias de fase reversa e de troca iônica 

em equipamento HPLC e a cromatografia de filtração molecular 

em equipamento FPLC. 

II.3. Métodos analíticos 

II.3.1. Dosagem de proteínas 

As dosagens de proteinas eram realizadas pelo 

método de BRADFORD (1976), usando soroalbumina bovina 

(Sigma) como padrão. 

Para a preparação do reagente dissolviam-se 100 mg 

de Comassie Brilhante Blue G-250 (Sigma) em 50 ml de etanol 

a 95% (Reagen). Em seguida, adicionavam-se 100 ml de ácido 

fosfórico a 85% (Berzog) e completava-se o volume para um 

litro com água destilada. A solução final era filtrada em 

filtro de papel qualitativo e armazenada 'a 4^0. 

Nas dosagens, em triplicatas, adicionavam-se 100 |j,l 

da amostra e 5,0 ml da solução reagente. As misturas eram 

agitadas e as absorvâncias das reações eram lidas em 595 nm. 

Como padrão, usava-se soroalbumina bovina em duas 

concentrações, 0,1 e 0,5 mg/ml, cujas leituras das 

absorvâncias eram tomadas como base de cálculo das 

concentrações das amostras através da equação: 

P = b.A/(l-a.A) 
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onde 

a = Pka''^ - b . Pn,"^ 

b = (Ae"' - Ah-1) / (Pe"' - Ph"') 

A,;' = (Ae"' + Ah"') / 2 

Pm"' = (Pe"' + Ph"')/ 2 

P = concentração das proteínas (mg/ml) 

A = absorvância em 595 nm 

Ae = absorvância do padrão de menor concentração 

Ah = absorvância do padrão de maior concentração 

Pe = padrão de menor concentração (mg/ml) 

Ph = padrão de maior concentração (mg/ml) 

II.3.2. Medida da atividade amidásica 

A atividade amidásica com o substrato Ac-Phe-Arg- 

Nan era realizada segundo os métodos de ERLANGER et al., 

(1961) e de MARES-GUIA (1968). 

Para tanto, preparava-se a solução de substrato 

Ac-Phe-Arg-Nan (PM = 537), dissolvendo-se 0,32 mg em 0,05 ml 

de sulfoxide de dimetila (Aldrich) e 0,95 ml de tampão 

glicina (Sigma)-NaOH (Sigma) 0,2 M pH 9,0. A concentração 

desta solução era de 5,96 x 10"^ M. 

A amostra, 50 |il, era incubada com 450 |j,l de 

solução de Ac-Phe-Arg-Nan, a 37^0, durante 20 min, e a reação 

era paralisada por resfriamento mergulhando-se os tubos em 

banho de gelo (extrato bruto) ou pela adição de 50 |,il de 

solução de ácido acético a 60% (v/v) . Sob as mesmas 
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condições eram incubados um controle do substrato, que 

consistia de 450 [il da solução de substrato e 50 i.il de 

tampão glicina-NaOH 0,2 M pH 9, O e um controle da amostra, 

que consistia de 450 }il de tampão glicina-NaOH 0,2 M pH 9,0 e 

50 i-il da amostra. Todas as incubações eram feitas em 

triplicatas. 

As absorvâncias das reações eram lidas em 410 nm e 

transformadas em velocidades em mM de p-nitroanilina(pNan)/ 

(mg.min) através da equação 

V = AA410 X (l/e) . (l/t) . (lOVf) . 1,1 

onde 

AA410 = absorvância da incubação com a amostra menos absor- 

vância dos controles do substrato e da amostra. 

8 = coeficiente de extinção molar (M"^.cm"^) da p- 

Nan em 410 nm (s = 8 800 M~\cra~^) . 

t = tempo de incubação (min). 

10^ = fator de conversão de M para mM. 

f = quantidade de proteina na incubação (mg). 

1,1 = fator de correção do volume da reação para o 

volume final, em que era realizada a leitura da 

absorvância. 

A concentração molar real do substrato era 

calculada após hidrólise total pela tripsina, através da 

equação 
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Cm real " AA/hq / (E • d) 

onde 

AA.UO = absorvância da mistura após a hidrólise total menos 

absorvância do controle do substrato em 410 nm. 

8 = coeficiente de extinção molar da p-nitroanilina em 410 

nm (M"^. cm"^) . 

d = caminho óptico = 1 cm. 

A hidrólise total era realizada incubando-se 450 [.il 

da solução do substrato 10""' M com 50 [il da solução de P- 

tripsina (fornecida pelo Prof. Dr. Edyr Rogana, Departamento 

de Fisiologia e Biofisica do ICB da UFMG) em HCl pH 3,0, 

durante seis horas à 31'^C. Em seguida adicionavam-se 50 |.il 

de ácido acético 60% (v/v). O controle do substrato continha 

450 nl da solução de substrato (IO"' M) , 50 |j,l de uma 

solução de HCl pH 3,0 em substituição à enzima e 50 |j,l de 

ácido acético a 60% (v/v) . Liam-se as absorvâncias das 

reações em 410 nm. As velocidades das reações eram calculadas 

como já descrito. 

II.3.3. Eletroforese em gel de poliacrilamida 

As eletroforeses eram realizadas em placas segundo 

o método de WEBER & OSBORN (1975) modificado. 
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Os géis, com 12% de acrilamida, eram polimerizados 

a partir de misturas adequadas das seguintes soluções: 

1. Solução de acrilamida ( 30 : 0,8 ) 

acrilamida (Sigma)   

metileno bis-acrilamida (Sigma) 

água destilada q.s.p  

2. Solução de persulfato de amônio (Sigma) a 10% (p/v) 

3. Solução de SDS (Sigma) a 10% (p/v) 

4. Solução de TEMED (Sigma) a 1% (v/v) 

Os géis de concentração continham 5% (p/v) de 

acrilamida e eram polimerizados a partir de misturas 

adequadas das quatro soluções mencionadas anteriormente. 

O tampão para dissolver as amostras era 

constituído de: 

Tris-HCl 2 M pH 6,8 0,20 ml 

Solução de azul de bromofenol (Sigma) a 0,05% 0,12 ml 

Solução de glicerol (Sigma) a 60% 1,00 ml 

2-mercaptoetanol (Sigma) 0,30 ml 

Solução de SDS a 10% (p/v) 0,60 ml 

As amostras eram aplicadas em volumes variados, 

inferiores a 100 [il, conforme a concentração de proteina na 

amostra. 

30,OOg 

.0,80g 

.lOOml 
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O tampão dos eletrodos era constituído de Tris 0,05 

M/glicina (Sigma) 0, 384 M pH 8,3, contendo 0,1% (p/v) de 

SDS. 

As eletroforeses eram conduzidas sob uma 

diferença de potencial de 150 volts. 

Para a detecção das bandas usava-se a coloração 

pela prata, segundo o método de TUNÓN & JOHANSSON (1984), 

modificado. 

Soluções utilizadas 

1. Pré-fixador 1 

metanol (Vetec)  500 ml 

água destilada  430 ml 

ácido acético glacial (Vetec)  70 ml 

2. Pré-fixador 2 

metanol  100 ml 

água destilada  goo ml 

ácido acético glacial  100 ml 

3. Fixador de glutaraldeido 

solução de glutaraldeido (Merck) a 25%  100 ml 

água destilada  200 ml 
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4. Solução de prata amoniacal 

nitrato de prata (Sigma)  1,0 g 

água destilada  320 ml 

hidróxido de sódio (Merck)  0,1 g 

hidróxido de amônio(Synth) q.s.p. para dissolver precipitados 

5. Revelador 

água  400 ml 

solução de formaldeido (Merck) a 37%  400 [,il 

solução de ácido citrico (Merck) 2,3 M  100 [.il 

6. Inativador 

água 400 ml 

ácido acético glacial 4,0 ml 

etanolamina (Synth) 200 |.il 

Terminada a eletroforese, o gel era lavado com 

água e deixado no pré-fixador 1 durante 2 horas. Em seguida, 

retirava-se o primeiro e adicionava-se o segundo pré- 

fixador, no qual o gel era deixado aproximadamente 12 horas. 

Em seguida, o pré fixador 2 era removido e o gel era lavado 

com água e deixado no fixador de glutaraldeido durante 45 

min. 

O gel era novamente lavado com água e, a seguir, 

adicionava-se a solução de prata amoniacal, na qual ele 

permanecia durante uma hora, no escuro e sob agitação. 
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Lavava-se novamente o gel com água e, então, adicionava-se a 

solução reveladora, que era retirada logo após a obtenção de 

uma coloração satisfatória. Adicionava-se, a seguir, a 

solução inativadora, na qual o gel permanecia durante duas 

horas. Finalmente, o gel era submetido a um processo de pré- 

encolhimento deixando-o em contato com o pré-fixador 1, 

durante quatro horas, e, a seguir, plastificado. 

Para a plastificação, o gel era fixado entre duas 

folhas de celofane, contendo uma solução de gelatina 

comercial a 4,8% (p/v) e deixado secar ao ar livre. A 

solução de gelatina impedia que a secagem fosse muito 

rápida, evitando assim, uma possivel quebra do gel. 

II.3.4. Cromatografia de fase reversa em HPLC 

A cromatografia de fase reversa era realizada em um 

equipamento HPLC (Shimadzu) , aplicando-se 100 ^il da solução 

de calicreina urinária humana (44 |ig/ml) a uma coluna Poros 

(crosslinked Polystyrene/divinylbenzene) (4,6 x 100 mm), 

equilibrada em ácido trifluoracético (Merck) 0,1% (v/v) e 

acetonitrila (Baker) 3,0% (v/v), conectada a um sistema de 

duas bombas (LC-IOAD). Após a aplicação da amostra a coluna 

era reequilibrada até que a linha de base retornasse ao ponto 

zero. A seguir, era aplicado à coluna um gradiente linear 

até 70% de acetonitrila, contendo 0,1% de ácido 

trifluoracético, durante 15 min. O fluxo era de 3,0 ml/min. 
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Os picos eram detectados através de um espectrofotômetro UV- 

VIS (Shimadzu SPD-IOAV) em 245 nm. 

II.3.5. Cromatografia de troca iônica em HPLC 

A cromatografia de troca iônica era realizada em um 

equipamento HPLC (Shimadzu) aplicando-se 100 da solução 

de calicreina urinária humana (44 ^ig/ml) a uma coluna Poros 

II Q/P (4,6 X 50 mm) equilibrada em tampão borato de sódio 

0,05 M, pH 9,0, conectada a um sistema de duas bombas (LC- 

lOAD). Após a aplicação da amostra a coluna era reequilibrada 

até que a linha de base retornasse ao ponto zero. A eluição 

era feita utilizando-se um gradiente linear de NaCl de O a 

I,0 M. A detecção dos picos era feita através de um 

espectrofotômetro UV-VIS (Shimadzu SPD-IOAV) em 280 nm. 

II.4. Determinação do peso molecular aparente da calicreina 

urinária humana 

II.4.1, Determinação do peso molecular aparente por eletrofo- 

rese em gel de poliacrilamida contendo SDS e 2- 

mercaptoetanol 

As eletroforeses eram realizadas conforme descrito 

no item II.3.3. Usavam-se como padrões de peso molecular 

soroalbumina bovina (PM 66.000), ovoalbumina (PM 45.000), 
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anidrase carbônica (PM 29.000) e SBTI (PM 20.100), todos da 

Sigma. 

Construia-se uma curva padrão locando-se na 

abcissa os valores de Rf dos padrões e na ordenada os 

valores dos logaritmos dos respectivos pesos moleculares. O 

peso molecular da calicreina era estimado por interpelação 

gráfica. 

II.4.2. Determinação do peso molecular aparente por croma- 

tografia de exclusão molecular 

O peso molecular aparente da calicreina urinária 

humana foi estimado, também por cromatografia em coluna de 

Superose 12 HR 10/30 (10,0 mm X 30,0 mm) em equipamento 

FPLC (Pharmacia). A coluna era equilibrada em tampão fosfato 

de sódio 50 mM, contendo NaCl 0,1 M, pH 6,5, com fluxo de 

0,25 ml/min. Como padrões de peso molecular empregavam-se a 

soroalbumina bovina (PM 66.000), ovoalbumina (PM 45.000), 

anidrase carbônica (PM 29.000) e ribonuclease A (Sigma) (PM 

13.700), na concentração de 1,0 mg/ml, dissolvidos no 

tampão de equilíbrio. O volume das frações era de 0,25 ml e 

o volume de exclusão (Vo) da coluna era determinado por 

cromatografia de dextrana azul (Sigma) na mesma coluna. 

Conhecendo-se o volume de eluição (Ve) de cada proteína 

padrão e o volume total da coluna (Vt), calculava-se o valor 

de kav (LAURENT & KILLANDER, 1964), para cada padrão, usando- 

se a equação: 
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kav = (Ve - Vo)/(Vt - Vo) 

Construia-se uma curva padrão locando-se na 

ordenada o logarítmo dos pesos moleculares dos padrões e, 

na abcissa, seus respectivos valores de kav O peso molecular 

aparente da calicreína urinária humana era determinado por 

interpelação gráfica. 

II.4.3. Determinação do peso molecular por titulação com 

aprotinina 

O peso molecular da calicreina urinária humana 

foi calculado, também, a partir do conhecimento da 

concentração molar da enzima em solução e da concentração de 

proteina (|ig/ml) na mesma solução. A concentração molar da 

enzima foi determinada conforme descrito no item II.5.1 e a 

concentração de proteinas pelo método de BRADFORD (1976), 

descrito no item II.3.1. 

II.5. Caracterização cinética da calicreina urinária humana 

II.5.1. Titulação do centro ativo da calicreina urinária 

humana 

A concentração molar de calicreina urinária humana 

ativa era determinada pela titulação da enzima com solução 

de aprotinina (Sigma), a qual tinha sua concentração molar 
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determinada por titulação com solução de p-tripsina 

previamente titulada pelo p-guanidino-benzoato de p'- 

nitrofenila (NPGB) (Sigma) segundo o método descrito por 

CHASE & SHAW (1967) . A mistura de incubação consistia de 50 

(.il da solução de calicreina (2,0 (.ig/ml) e 50 |.il da solução de 

aprotinina em tampão glicina-NaOH 0,2 M pH 9,0 em 

concentração variando de 10-150 nM. O controle continha 50 |j,l 

do tampão em substituição ã solução de aprotinina. As 

misturas, em triplicatas, eram incubadas a durante 15 

min. Adicionavam-se então 400 jxl da solução do substrato 

(12,5-25,0 |iM) D-Val-Leu-Arg-Nan (Chromogenix AB, Suécia) (PM 

579,6) em glicina-NaOH 0,2 M pH 9,O e incubava-se novamente 

a 37°C durante 5-10 min. A reação era interrompida pela 

adição de 50 [xl de solução de ácido acético a 60% (v/v) e 

as absovâncias das misturas eram lidas em 410 nm e 

transformadas em velocidades residuais ((iM de p-nitroalinina 

liberada por minuto) de acordo com a equação: 

V = (AA/8800) . (l/t) . 10® . 1,1 

onde 

AA = variação da absorvância da p-nitroanilina a 410 nm. 

8800 = coef. de extinção molar da p-nitroanilina a 

410 nm (M'^ . cm~^) . 

t = tempo de incubação em minutos. 
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1,1 = fator de correção do volume da reação para o volume 

final em que era realizada a leitura da absorvância. 

10® = fator de conversão de M para laM. 

Para cada concentração do substrato era construído 

um gráfico de velocidade versus concentração de aprotinina 

onde eram obtidas hipérboles. 

De acordo com DIXON (1972) quando o inibidor é 

competitivo e de alta afinidade a concentração da enzima pode 

ser obtida diretamente do gráfico de v versus [I]. Traçando- 

se retas de Vo (velocidade da reação sem inibidor a uma dada 

concentração do substrato) até os pontos Vo/4, Vo/3 e Vo/2 

obtem-se os valores de Ki aparente que são dados pela 

distância entre os pontos de interseção na abcissa de duas 

retas adjacentes. Para extrair o valor da concentração da 

enzima ativa traça-se uma reta a partir de Vq até o ponto da 

abcissa correspondente a 2 x Ki à esquerda do intercepto ao 

eixo X da reta traçada de Vo a Vo/2. Assim, como pode ser 

observado na Figura 3, a distância da origem ao intercepto 

desta reta corresponde ao valor da enzima ativa. 
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ii 

FIGURA 3 - Representação esquemática do método gráfico pro- 

posto por DIXON (1972) para a determinação da 

concentração da enzima ativa (eo) e da constante 

de dissociação do complexo enzima-inibidor (Ki) . 
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II.5.2. Cinética de hidrólise dos substratos sintéticos 

Ac-PhG-Arg-Nan e D-Val-Leu-Arg-Nan 

II.5.2.1. Efeito do pH sobre as velocidades de hidrólise dos 

substratos Ac-Phe-Arg-Nan e D-Val-Leu-Arg-Nan 

catalisadas pela calicreina urinária humana. 

Nestes ensaios eram utilizados os seguintes 

tampões: 

HEPES (Sigma) 0,2 M pH 6,5; 7,0; 7,5; 8,0 e 8,5 

Glicina/NaOH 0,2 M pH 9,0; 9, 5 e 10,0 

Para os substratos Ac-Phe-Arg-Nan e D-Val-Leu-Arg- 

Nan faziam-se soluções estoques 1,00 x 10"^ M em sulfôxido 

de dimetila, no caso do Ac-Phe-Arg-Nan e em água destilada 

quando se utilizava o D-Val-Leu-Arg-Nan. Em seguida, 

diluiam-se estas soluções estoques nos tampões apropriados, 

de forma a se obter a concentração final teórica desejada. O 

ensaio da atividade enzimática era realizado conforme já 

descrito no item II.3.2. 

Incubavam-se controles do substrato em cada pH, 

A concentração real das soluções dos substratos 

era calculada após hidrólise total do substrato conforme 

descrito no item II.3.2. 

Para cada substrato construia-se um gráfico locando-se 

na ordenada as velocidades obtidas e na abcissa os valores 

de pH utilizados. 
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II.5.2.2. Efeito do tempo de incubação sobre as velocidades 

de hidrólise dos substratos Ac-Phe-Arg-Nan e D- 

Val-Leu-Arg-Nan catalisadas pela calicreina 

urinária hxamana 

As variações das velocidades de hidrólise dos 

substratos em função do tempo de incubação eram determinadas 

com os substratos nas concentrações reais de 7,6 x 10~® M 

para o Ac-Phe-Arg-Nan e 8,0 x 10"® M para o D-Val-Leu-Arg- 

Nan. As misturas da incubação continham 450,0 |.il da 

solução de substrato e 50 [il da solução da enzima. As 

misturas eram incubadas em triplicatas a 370c durante 5-35 

min e a reação era paralisada pela adição de 50,0 |.il da 

solução de ácido acético a 60% (v/v). Em seguida, liam-se as 

absorvâncias das misturas de incubação a 410 nm. 

Construia-se, então, um gráfico locando-se na 

ordenada os valores das leituras das absorvâncias em 410 nm 

e na abcissa os tempos de incubação. A velocidade inicial 

era calculada como a inclinação da reta na região onde a 

formação de produto era linear com o tempo. 
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II.5.2.3. Efeito da variação da concentração de substrato 

sobre as velocidades de hidrólise dos substratos 

Ac-Phe-Arg-Nan e D-Val-Leu-Arg-Nan catalisadas 

pela calicreina urinária humana 

Nestes experimentos as soluções estoques dos 

substratos eram diluídas em tampão glicina-NaOH 0,2 M, pH 

9,0 de forma que suas concentrações reais variassem de 7,6 x 

10"® M a 6,08 X 10'^ M para o Ac-Phe-Arg-Nan e de 4,65 x 10"® M 

a 6, 4 X 10"" M para o D-Val-Leu-Arg-Nan. 

As misturas de incubação continham 450|il da solução 

do substrato e 50 [.il da solução de enzima a 32 nM e 53 nM 

nos experimentos com o D-Val-Leu-Arg-Nam e Ac-Phe-Arg-Nan, 

respectivamente. As incubações, em triplicatas, eram feitas a 

37OC, durante 12 min (D-Val-Leu-Arg-Nan) e 20 min (Ac-Phe- 

Arg-Nan) nos quais a formação de produto era linear com o 

tempo. A reação era paralisada pela adição de 50 (.il de 

solução de ácido acético a 60% (v/v) e as absorvâncias das 

misturas de incubação eram lidas em 410 nm e transformadas em 

l-iM de p-nitroanilina liberada por minuto, conforme 

descrito no item II.5.1. 

Com as velocidades obtidas eram construídos 

gráficos de Michaelis-Menten (v versus [S]), a partir dos 

quais obtinham-se informações a repeito do comportamento 

cinético da calicreina urinária humana com os substratos D- 

Val-Leu-Arg-Nan e Ac-Phe-Arg-Nan. 
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11.5.3. Cinética da hidrólise dos substratos sintéticos 

Bz-Arg-OEt e Tos-Arg-OMe 

II.5.3.1. Determinação dos coeficientes de extinção molar 

(Cm) do Bz-Arg-OEt, benzoil-L-arginina (Bz-Arg) , 

Tos-Arg-OMe e Na-p-toluenosulfonil-L-arginina (Tos- 

Arg) 

Para a determinação dos coeficientes de extinção 

molar a Tos-Arg, o Tos-Arg-OMe, a Bz-Arg e o Bz-Arg-OEt 

(todos da Sigma), eram deixados previamente no dessecador, 

por 72 horas. Em seguida, preparavam-se soluções estoques, em 

água destilada, nas seguintes concentrações: Tos-Arg-OMe a 

5,0 X 10'^ M, Bz-Arg-OEt a 1,0 x 10"^ M Tos-Arg e Bz-Arg a 

1,0 X 10"^ M. Estas soluções eram diluídas em tampão 

glicina-HCl 0,2 M pH 3,5 numa faixa de concentração que 

variava de 1,0 x 10"^ M a 1,0 x 10"'' M e, em seguida, faziam- 

se leituras das absorvâncias das soluções do Tos-Arg-OMe e 

Tos-Arg em 247 nm, e, do Bz-Arg-OEt e Bz-Arg em 253 nm. 

O espectrofotômetro era zerado com tampão glicina- 

HCl 0,2 M, pH 3,5 utilizando-se cubetas de quartzo com 1,0 

cm de caminho óptico. Após as leituras das absorvâncias, 

construiam—se os gráficos locando—se nas ordenadas as 

concentrações molares das soluções dos reagentes e nas 

abcissas as respectivas absorvâncias. Assim, o 8m para cada 

composto era estimado como a inclinação da reta obtida, de 

acordo com a Lei de LAMBERT-BEER. 
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II.5.3.2. Efeito do pH sobre as velocidades de hidrólise 

dos substratos sintéticos Bz-Arg-OEt e Tos- 

Arg-OMe, catalisadas pela calicreina urinária 

humana 

A atividade esterásica da calicreina urinária 

humana com os substratos Bz-Arg-OEt e Tos-Arg-OMe era dosada 

espectrofotometricamente segundo o método descrito por 

HUMMEL (1959). Para tanto preparavam—se soluções estoques 

(0,01 M) dos referidos substratos, em água destilada que, 

em seguida, eram diluidas nos tampões apropriados de forma 

que a concentração teórica final do substrato fosse de 

1,0 X 10"^ M, conforme descrito no item II.5.2.1. As misturas 

de incubação, em triplicatas, continham 1,0 ml de substrato e 

50 |.il da solução de enzima a 64 nM. As misturas eram 

incubadas a 37^0 e a reação paralisada pela adição de 100 }j,l 

da solução de ácido acético a 60% (v/v). A seguir, liam-se as 

absorvâncias das misturas de incubação em 253 nm e 247 nm 

para Bz-Arg-OEt e Tos-Arg-OMe, respectivamente. 

Faziam-se controles dos substatos em cada pH. 

A concentração molar real das soluções dos 

substratos era calculada após hidrólise total dos substratos 

pela P-tripsina, conforme descrito no item II.3.2. 

Para cada substrato construia-se um gráfico 

locando-se na ordenada as absorvâncias obtidas nos 

respectivos comprimentos de onda e na abscissa os valores de 

pH utilizados. 
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II.5.3.3. Efeito do tempo de incubaçâo sobre as velocidades 

de hidrólise dos substratos Bz-Arg-OEt e Tos-Arg- 

OMe catalisadas pela calicreina urinária humana 

As velocidades de hidrólise dos substratos 

catalisadas pela calicreina urinária humana em função do 

tempo eram determinadas nas concentrações 2,0 x 10"" M e 

2,5x 10"'' M para o BzA-Arg-OEt e Tos-Arg-OMe, respec- 

tivamente. A mistura de incubaçâo continha: 1,0 ml da 

solução do substrato em tampão Tris-HCl 0,2 M, pH 8,5 e em 

tampão glicina-NaOH 0,2 M, pH 9,0, para Bz-Arg-OEt e Tos- 

Arg-OMe, respectivamente, e 50 |.il da solução de enzima a 64 

nM. As misturas eram incubadas em triplicatas a 37°C durante 

5-35 min e a reação era interrompida pela adição de 100 |.il 

de solução de ácido acético a 60% (v/v) . As absorvâncias das 

incubações eram lidas em 253 nm para a experiência com Bz- 

Arg-OEt e em 247 nm para a experiência com Tos-Arg-OMe. 

Construiam-se gráficos locando-se nas ordenadas as 

absorvâncias em 253 nm e 247 nm e nas abcissas os 

respectivos tempos de incubaçâo. 

As velocidades iniciais eram calculadas como as 

inclinações das retas nas regiões onde a formação dos 

produtos era linear com o tempo. 
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II.5.3.4. Efeito da variação da concentração de substrato 

sobre as velocidades de hidrólise dos substratos 

Bz-Arg-OEt e Tos-Arg-OMe catalisadas pela 

calicreina urinária humana 

As soluções de uso dos substratos Bz-Arg-OEt e Tos- 

Arg-OMe eram preparadas por diluições das soluções 

estoques, preparadas em água destilada, nos tampões Tris- 

HCl 0,2 M, pH 8,5 e glicina-NaOH 0,2 M, pH 9,0, 

respectivamente. A concentração real, determinada após 

hidrólise total dos substratos variava de 2,0 x 10"" M a 

3,0 X 10'^ M. 

As misturas de incubação continham 1,0 ml da 

solução do substrato e 50 [il da solução de enzima a 64 nM. 

As incubações, em triplicatas, eram realizadas a 37^0, 

durante 20 minutos nos quais a formação de produtos era 

linear com o tempo. A reação era paralisada pela adição de 

100 |al de solução de ácido acético a 60% (v/v) e as 

absorvâncias das misturas eram lidas em 253 nm para o Bz- 

Arg-OEt e 247 nm para o Tos-Arg-OMe e transformadas em (.iM 

de benzoil-L-arginina e tosil-L-arginina liberados por min, 

utilizando-se a equação: 

v = (AA/As) . (1,1) . (l/t) . 10® 

onde 
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AA = variação da absorvância da mistura de incuba-ção 

nos comprimentos de onda 253 nm e 247 nm para Bz- 

Arg-OEt e Tos-Arg-OMe, respectivamente. 

Ae = diferença entre os coeficientesde extinção molar da 

Tos-Arg e Tos-Arg-OMe a 247 nm, e, da Bz-Arg e Bz- 

Arg-OEt a 253 nm. 

1,1 = fator de correção do volume da mistura de reação 

para o volume final em que foi lida a absorvância. 

l/t = inverso do tempo de incubação. 

10® = fator de conversão de M para |jM. 

A concentração molar real dos substratos era 

calculada após hidrólise total da solução usada, por meio da 

equação: 

Cn, real = AA/Ae . d 

onde 

AA = diferença das absorvâncias entre Tos-Arg e Tos-Arg- 

OMe em 247 nm e entre Bz-Arg e Bz-Arg-OEt em 253 nm. 

As = diferença dos coeficientes de extinção molar entre 

Tos-Arg e Tos-Arg-OMe em 247nm e entre Bz-Arg e Bz- 

Arg-OEt em 253 nm. 

d = caminho óptico = 1,0 cm 

Para as reações das hidrólises totais, as soluções 

estoques dos substratos, Tos-Arg-OMe e Bz-Arg-OEt, eram 

diluídas em tampão glicina-NaOH 0,2 M, pH 10,0 e lidas 

imediatamente as suas absorvâncias em 247 nm e 253 nm. 
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respectivamente (controle da absorvâncias dos substratos). Em 

seguida, fazia-se a incubação destas soluções a 37^0 

durante 6 horas e interrompia-se a reação pela adição de 

solução de ácido acético a 60% (v/v). Finalmente, liam-se as 

absorvâncias das reações nos respectivos comprimentos de 

onda e faziam-se os cálculos das concentrações molares reais 

dos substratos. 

II.5.4. Estudos de inibiçâo da atividade esterásica da 

calicreina urinária humana 

II.5.4.1. Estudo dos efeitos de Bz-Arg e etanol sobre 

a atividade esterásica da calicreina urinária 

humana com o substrato Bz-Arg-OEt 

Na realização destes estudos eram utilizadas 

concentrações equimoleculares de Bz-Arg e etanol. Para tanto 

pré-incubavam-se, em triplicata, 200 |.il de Bz-Arg a 1,0 mM 

com 200 |.il de etanol a 1,0 mM e 600 \il de Bz-Arg-OEt ( 1.330 

(jM em Tris-HCl 0,2 M, pH 8,5) a 37^0 durante 5,0 minutos. 

Adicionavam-se, então, 50 |il da solução de calicreina 

urinária humana a 64 nM e incubava-se a mistura por 20 

minutos a 37^0. A reação era interrompida pela adição de 

100 [li de ácido acético a 60% (v/v) e as absorvâncias das 

misturas eram lidas em 253 nm e transformadas em benzoil-L- 
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arginina liberada por minuto, conforme descrito no item 

11. 5 . 3 . 4 . 

Para comparação dos efeitos de inibição era 

realizado um experimento controle onde a Bz-Arg e o etanol 

eram substituídos pelo tampão Tris-HCl 0,2 M pH 8,5. 

II.5.5. Estudos da inibição da atividade amidásica da 

calicreina urinária hiamana. 

II.5.5.1. Estudos da inibição da atividade amidásica da 

calicreina urinária humana pela aprotinina. 

Para a realização destes experimentos faziam-se 

pré-incubações da calicreina urinária humana com aprotinina, 

a 37^0 durante 15 minutos e, em seguida, dosava-se a 

atividade amidásica residual da enzima com o substrato D-Val- 

Leu-Arg-Nan, em tampão glicina-NaOH 0,2 M, pH 9,0, As 

misturas de pré-incubação, em triplicata, continham: 50 |.il da 

solução de enzima a 40 nM e 50 |il da solução de aprotinina em 

concentração variando de 10 a 150 nM no tampão. O controle 

continha 50 fil do tampão em substituição à solução de 

aprotinina. 

A seguir adicionavam-se a cada mistura 400 |.il da 

solução do substrato D-Val-Leu-Arg-Nan, em concentração 

variando de 12,5 a 25 |iM, previamente equilibrada a 370c. 
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As incubações, em triplicatas, eram realizadas a 37°C durante 

5-10 min. A reação era paralisada pela adição de 50 |.il da 

solução de ácido acético a 60° (v/v) e liam-se as 

absorvâncias das misturas em 410 nm. As leituras eram 

convertidas em (,iM de p-Nan/min, de acordo com a equação já 

descrita no item II. 5.1. Com os valores de Ki ap construia-se 

um gráfico de Ki versus [substrato] . De acordo com DIXON 

(1972) o intercepto desta reta com a ordenada fornece o valor 

de Ki quando a inibição é do tipo competitiva. 

Com as velocidades residuais obtidas traçavam-se 

gráficos de v versus [aprotinina], obtendo-se assim, um 

gráfico para cada concentração de substrato (DIXON, 1972). 

Traçando-se retas de Vo (velocidade da reação sem inibidor) 

até os pontos Vq/4, Vq/3 e v^/2' obtinham-se os valores de Ki 

aparente que são dados pela distância entre os pontos de 

interseção na abcissa de duas retas adjacentes, conforme 

descrito no item II. 5.1. Com os valores de Ki aparente 

construia-se um gráfico de Kiapp versus [substrato] . De acordo 

com DIXON (1972) o intercepto desta reta com a ordenada 

fornece o valor de Ki quando a inibição é do tipo 

competitiva. 



II. 5.5.2. Estudos da inibição da atividade ainidásica da 

calicreina urinária humana pela benzamidina 

Nestes experimentos faziam-se pré-incubações da 

calicreina urinária humana com a benzamidina, a 37^0 

durante 15 minutos e, em seguida, dosava-se a atividade 

amidásica residual da enzima com o substrato D-Val-Leu-Arg- 

Nan em tampão glicina-NaOH 0,2 M, pH 9,0. As misturas de 

pré-incubação, em triplicatas, continham 50 |.il da solução de 

enzima a 40 nM e 50 |.il da solução de benzamidina em 

concentrações de 20, 40 e 80 mM no tampão. O controle 

continha 50 |al do tampão em substituição à solução de 

benzamidina. 

Após a pré-incubação adicionavam-se a cada mistura 

400 |il da solução de substrato, previamente equilibrada a 

31°C, cujas concentrações variavam de 40 a 125 |,iM. As 

misturas, em triplicatas, eram incubadas a 37°C durante 7 

min. A reação era paralisada pela adição de 50 |.il da 

solução de ácido acético a 60% (v/v). As absorvâncias das 

misturas eram lidas em 410 nm e convertidas em j.iM de p- 

Nan/min, conforme descrito no item II.5.1. 

As concentrações reais das soluções de benzamidina 

eram calculadas dividindo-se as absorvâncias das soluções 

obtidas em 225 nm {X^ax) pelo coeficiente de extinção molar 

(8m em 225 nm = 9390 . cm'^) (ROGANA et al., 1975) . 
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Com os dados experimentais eram construídos 

gráficos de v versus [S] na ausência e na presença de 

diferentes concentrações do inibidor. 

II.5.6. Determinação dos parâmetros cinéticos para as 

hidrólises de substratos sintéticos catalisadas pela 

calicreina urinária humana 

Para os cálculos dos parâmetros cinéticos seguiu-se 

o modelo clássico para ação das enzimas proteoliticas 

segundo GUTFREUND & STURTEVT^NT (1956), citados por FUNATSU et 

al. (1972). 

kl kz ka 

E + S • ES ' ESi + Pi • E + P2 
k-i k-2 k-3 

Segundo este modelo, para a hidrólise de éster, a 

etapa mais lenta é a desacilação (ka) e para a hidrólise de 

amida, como as p-nitroanilidas, a etapa determinante é a de 

acilação (k2) • Assim, kcat = k2/Eo para as p-nitroanilidas e 

para os substratos do tipo éster, kcat = ka/Eo- 

Quando o substrato é p-nitroanilida pode ser 

tomado como uma medida de K3/ pois: 

Km = (k-i + k2)/ki, como k-i » ka assim, 

K,„ = K3 = k-i/ki 

Os valores de e V^ax tanto para os substratos do 

tipo 4-nitroanilida como para os substratos do tipo éster 
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eram calculados por tratamento dos dados pelo método dos 

mínimos quadrados com pesos estatísticos, como proposto por 

WILKINSON (1961), usando-se o programa SICEB (Sistema para 

Cálculos Estatísticos Em Bioquímica) (JUNQUEIRA, 1992). 
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III - RESULTADOS 

III.l. Purificação da calicreina urinária humana 

A purificação da calicreina urinária humana era 

realizada em três etapas: a) precipitação da glicoproteina 

de Tamm Horsfall; b) concentração da urina com o gel poli(N- 

isopropilacrilamida) seguida de diálise e liofilização e c) 

cromatrografia de afinidade em coluna de Sepharose- 

aprotinina. 

Está representado na Figura A o fluxograma da 

purificação da calicreina urinária humana, onde estão 

incluidas todas as etapas envolvidas. 

ETAPA 1-0 primeiro grande passo na simplificação do 

processo de purificação da calicreina urinaria humana foi a 

preciptação da glicoproteina de Tamm Horsfall antes da 

concentração da urina utilizando-se o gel poli (N- 

isopropilacrilamida) (item 11.1,2). Com a separação desta 

proteína a concentração da urina tornou-se um processo 

fácil e rotineiramente executável no laboratório. 

A atividade amidásica especifica sobre o substrato 

Ac-Phe-Arg-Nan tanto na urina fresca como após a precipitação 

da glicoproteina de Tamm Horsfall era de 3, 67 x 10'^ 

mM.mg"^ .min"^. 
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FIGURA 4 - Fluxograma esquemático da purificação da cali- 

creina urinária humana. 
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ETAPA 2 - após a precipitação da glicoproteina a urina era 

concentrada com o gel poli(N-isopropilacrilamida)(item 

II.1.3) e submetida a diálise e liofilização (item II.1.4). 

com o pó urinário obtido era preparado o extrato bruto (item 

II.2.1) que apresentava uma atividade amidásica especifica 

sobre o substrato de 6,30 x 10"^ mM.mg~\min"^, correspondendo 

a um fator de purificação de 1,9 vezes e com um rendimento de 

7 6% . 

ETAPA 3 - A terceira etapa consistia na cromatrografia de 

afinidade em coluna de Sepharose-aprotinina. Na Figura 5 é 

apresentado o perfil desta cromatografia. Nesta etapa era 

separada uma grande quantidade de proteinas inativas, que 

não se combinavam com a aprotinina, como pode ser visto na 

figura (primeiro pico), o que possibilitou um aumento de 

903 vezes na atividade amidásica especifica, com recuperação 

de 33% da atividade . 

Assim, partindo-se de 1350 mg de proteina em 30 

litros de urina, eram obtidos 440 ng de calicreina urinária 

humana purificada. 

Está apresentado na Tabela 1 o sumário dos 

processos utilizados na purificação da calicreina urinária 

humana, usando-se como substrato para dosagem da atividade 

amidásica especifica, o Ac-Phe-Arg-Nan. 
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FIGURA 5 - Cromatografia de afinidade em coluna de Sepharose- 

aprotinina. 

Condições : Coluna de (2,5 x 9,2) cm, equilibrada com tampão 
glicina-NaOH 0,1 M, pH 9,0, contendo NaCl 0,75 M e azida 
sódica 0,05%. A amostra aplicada - extrato bruto - continha 
530 mg de proteínas. A coluna era lavada com o tampão de 
equilíbrio e a calicreina era eluida através, de aplicação 

do tampão acetato de sódio 0,025 M, pH 3,5, contendo NaCl 1,0 
M e azida sódica 0,05%. A seta indica o inicio da eluição. 
Durante a eluição, as frações eram coletadas em tubos 
contendo 0,5 ml de Tris-HCl 2 M pH 8,5. A cromatografia era 
realizada a 4°C coletando-se frações de 10 ml durante a 
lavagem da coluna e 2,0 ml durante a eluição. Foram aplicados 

à coluna 103 ml da solução do extrato bruto. Para maiores 
detalhes vide Metodologia, item II.2.2. 
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TABELA 1 - Purificação da calicreina urinária humana, 

usando-se Ac-Phe-Arg-Nan como substrato para 

a medida da atividade amidásica. 

TRATAMENTO PROTEÍNA ATIV. AMID. ATIV. AMIDÁSICA FATOR RENDIM. 

(mg) ESPECÍFICA TOTAL PURIF. ( % ) 

(mM/mg.min) (mM/min) 

urina 1350 3, 67 X 10 -3 4, 95 100 

sobrenadante 

da precipit. 

da glicoprot. 

de Taimti- 

Horsfall 1200 3, 67 x 10 ^ 4,40 1, 13 89 

extrato 

bruto 530 6,30 X 10 -3 3, 34 1, 93 76 

Sepharose- 

aprotinina 0,44 3,31 1,46 903,00 33 
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III.2. Critérios de pureza 

O perfil eletroforético da calicreina em qel de 

poliacrilamida a 12% contendo O, 1% de SDS é mostrado na 

Figura 6. Como pode ser observado a calicreina urinária 

humana apresenta apenas uma banda protéica, difusa, 

característica de glicoproteinas. 

O perfil da cromatrografia de exclusão molecular da 

calicreina urinária humana em coluna de Superose 12 HR 10/30 

em equipamento FPLC é mostrado na Figura 7. Como pode-se 

observar, o perfil mostra um único pico, simétrico quanto à 

absorção em 280 nm e com atividade enzimática totalmente 

superposta a ele, demonstrando, assim, a pureza da 

preparação de calicreina. 

O perfil da cromatografia de fase reversa da 

calicreina urinária humana em coluna Poros (crosslinked 

Polystyrene/divinylbenzene) (4,6 x 100 mm) em equipamento 

HPLC é mostrado na Figura 8. Como pode ser observado o perfil 

mostra um único pico, evidenciando a pureza da preparação. 

Está representado na Figura 9 o perfil da 

cromatografia de troca iônica da calicreina urinária humana 

em coluna Poros II Q/P (4,6 x 50 mm) em equipamento HPLC, 

apresentando, também, um único pico, constituindo-se em mais 

uma evidência da pureza da preparação. 
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FIGURA 6 - Eletroforese em placa de gel de poliacrilamida 

contendo SDS e 2-mercaptoetanol. 

Condições : Gel contendo 12% (p/v) de poliacrilamida e 
0,1%(p/v) de SDS. Canaletas A e C : padrões de peso molecular 
(soroalbumina bovina: 66.000, ovalbumina: 45.000, anidrase 
carbônica: 29.000 e SBTI: 20.100 ). Canaleta B: calicreina 
urinária humana obtida da cromatografia em coluna de 
Sepharose aprotinina. Todas as amostras eram dissolvidas no 
tampão Tris-HCl 2,0 M, pH 6,8, contendo SDS 10%, 2- 

mercaptoetanol 5%. Amostras aplicadas: 1 - 5 |.ig de proteínas. 

Gel corado pelo método da prata. Para maiores detalhes vide 
Metodologia, item II.3.3. 
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volume (ml) 

FIGURA 7 - Cromatografia em coluna Superose 12 HR 10/30 

em equipamento FPLC. 

Condições: Coluna (10 X 300 mm) equilibrada com tampão 
fosfato de sódio 50,0 mM, pH 6,5 contendo NaCl 0,1 M. Fluxo: 
0.25 ml/min. Pressão 1,5 MPa. Padrões de peso molecular: 
soroalbumina bovina (PM = 66.000), ovalbumina (PM = 45.000), 
anidrase carbônica (PM = 29.000) e ribonuclease A (PM = 
13.700) dissolvidos em tampão de equilíbrio na concentração 

de 1,0 mg/ml. Quantidade de proteína aplicada : 8,8 |.ig. Para 
maiores detalhes vide Metodologia, item II.4.2.2. 
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FIGURA 8 - Cromatografia de fase reversa em equipamento HPLC 

Condições:ColunaPoros(crosslinked Polystyrene/divinylbenzene) 

(4,6 X 100 mM) equilibrada em ácido trifluoracético 0,1% e 
acetonitrila 3%. Eluição com gradiente linear até 70% do 
acetonitrila , contendo 0,1% de ácido trifluoracético. Fluxo: 

3,0 ml/min. Quantidade de proteina aplicada: 4,4 |,ig. Para 
maiores detalhes vide Metodologia, item II.3.4. 
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FIGURA 9 - Cromatografia de troca iônica em equipamento HPLC 

Condições: Coluna Poros IIQ/P (4,6 x 50 mm) equilibrada em 
tampão borato de sódio 0,05 M, pH 9,0. Eluição com gradiente 
linear de NaCl de O a 1,0 M. Fluxo: 3,0 ml/min. Quantidade de 

proteina aplicada: 4,4 |.ig. Para maiores detalhes vide 
Metodologia, item II.3.5. 



74 

111.3. Determinação do peso molecular aparente da cali- 

creina urinária humana por eletroforese em gel de 

poliacrilamida contendo SDS e 2-mercaptoetanol 

Está representado na Figura 10 a curva padrão 

obtida no gráfico dos logaritmos dos PM dos padrões em função 

de suas mobilidades eletroforéticas relativas. A mobilidade 

eletroforética relativa da calicreina urinária humana foi de 

0,52 correspondendo portanto, ao peso molecular estimado de 

31.000. 

111.4.Determinação do peso molecular aparente da calicreina 

urinária humana por cromatografia de exclusão molecular 

A reta obtida no gráfico dos logaritmos dos PM dos 

padrões em função de seus respectivos kav determinados por 

cromatografia de filtração molecular é mostrada na Figura 11. 

O valor de kav obtido para a calicreina urinária humana foi 

de 0,331 correspondendo ao peso molecular aparente de 

45.000. 

A Tabela 2 resume algumas propriedades físico- 

quimicas da calicreina urinária humana. 
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III.5. Determinação da concentração molar de calicreina 

urinária humana ativa 

Está representado na Figura 12 a variação da 

velocidade inicial de hidrólise do substrato D-Val-Leu-Arg- 

Nan catalisada pela calicreina urinária humana (v) em função 

da concentração total do inibidor - aprotinina - em cinco 

concentrações do D-Val-Leu-Arg-Nan (10; 12,5; 15; 17,5 e 20 

|iM) . A concentração molar da solução de enzima ativa foi 

obtida conforme descrito no item II.5.1. O valor encontrado 

para a concentração da enzima foi praticamente o mesmo em 

todas as concentrações do substrato utilizadas, sendo igual a 

8,O nM. 
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Figura 10 - Determinação do peso molecular aparente da cali- 

creina urinária humana por eletroforese 

em gel de poliacrilamida contendo SDS e 2- 

mercaptoetanol. 

Condições : Géis de placa contendo 12% (p/v) de 
poliacrilamida e 0,1% (p/v) de SDS e 5% de 2-mercaptoetanol. 

Padrões de peso molecular: soroalbumina bovina (Rf = 0,20), 
ovalbumina (Rf = 0,37), anidrase carbônica (Rf = 0,51) e SBTI 

(Rf = 0,74) . Todas as amostras eram dissolvidas em tampão 
Tris-HCl 2.0 M, pH 6,8, contendo 10% de SDS, 5% de 2- 
mercaptoetanol, 60% de glicerol, 0,05% de azul de bromofenol. 

Quantidade de proteina aplicada: 1- 5,0 [.ig. Peso molecular 
estimado para a calicreina urinária humana (Rf = 0,52) = 
31.000. 

Equação da reta: Y = (-9, 811.10"^ ± 0, 091)X + (5, 004 ± 0, 045) 
R = O,9914. 
Para maiores detalhes vide Metodologia, item II. 4.1. 
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figura 11 - Determinação do peso molecular aparente da caJi- 

creína urinária humana por croraatografia de 

exclusão molecular em coluna de Superose 12 HR 

10/30 em equipamento FPLC. 

Condições: Coluna (10 X 300 mm) equilibrada com tampão 
fosfato de sódio 50,0 nM pH 6,5 contendo NaCl 0,1 M. Fluxo: 
0 25 ml/min. Pressão: 1,5 MPa. Padrões de peso molecular: 
sóroalbumina bovina (kav = 0,280), ovalbumina(kav = 0,333), 
anidrase carbônica (kav = 0,397) e ribonuclease A (kav = 

0,492) dissolvidos no tampão de equilíbrio na concentração de 

1 O mg/ml . Quantidade de proteína aplicada: 8,8 |.iq. Peso 
molecular determinado para a calicreina urinária humana (kav 

= O,331): 45.000. 

Equação da reta de calibração da coluna: Y=(-3,21 ± 0,070) X 

+ (5,72 ± 0,027), R = 0,999. Para maiores detalhes vide 
Metodologia, item II. 4.1. 
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TABELA 2 - Algumas propriedades fisico-químicas da calicreína 

urinaria humana. 

peso molecular ponto 
isoelétrico 

cromatografia eletroforese titulação com 

em gel em SDS aprotinina 

45.000 31.000 25.000 4,0 
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figura 12 - Gráficos de DIXON (1972) para a determinação 

da concentração da enzima ativa (eo) e Ki 

aparente. 

Condições: [D-Val-Leu-Arg-Nan] : (A)10,0 (B) 12,5 |,iM, 

(C)15,0 mM, (D) 17,5 [iM e (E) 20,0 |iM. Para maiores 
detalhes vide Metodologia, item II.5.1. 
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III.6. Caracterização cinética da calicreina urinária humana 

III.6.1. Cinética da hidrólise de substratos do tipo 

4-nitroanilida 

III.6.1.1. Cinética da hidrólise do substrato D-Val-Leu-Arg- 

Nan 

O efeito do pH sobre a hidrólise do substrato D- 

Val-Leu-Arg-Nan catalisada pela calicreina urinária humana 

é mostrado na Figura 13. O pH ótimo para a hidrólise deste 

substrato foi 9,0. 

O efeito do tempo de incubação sobre a velocidade 

de hidrólise do substrato D-Val-Leu-Arg-Nan catalisada 

pela calicreina urinária humana está apresentado na Figura 

14. Observa-se que a reta é tangente à curva de tempo até 

aproximadamente 20 minutos. A concentração real do substrato 

foi de 8,0 X 10"^ M, uma das menores concentrações deste 

substrato utilizadas no experimento para a determinação de K.-, 

e Vpnax • 

Na Figura 15 está representado o gráfico de 

Michaelis-Menten para a hidrólise do substrato D-Val-Leu- 

Arg-Nan catalisada pela calicreina urinária humana. Como 

pode-se observar a hidrólise desse substrato não obedece à 

cinética de Michaelis-Menten (curva 2) em toda a faixa de 

concentração do substrato utilizada, apresentando um 
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ligeiro desvio da hipérbole teórica em concentrações mais 

altas do substrato. 

O modelo cinético proposto para o comportamento 

observado é representado a seguir: 

E + P 

SES SE + P 

onde 

Kg = Constante de dissociação do substrato do sitio 

ativo (complexo ES). 

Kz = Constante de dissociação do substrato do sitio 

ativador (complexo SE). 

= Constante de dissociação do substrato do sitio ati- 

vador (complexo SES) . 

= Constante de dissociação do substrato do sitio ativo 

(complexo SES). 

k = Constante catalitica para quebra do complexo ES (do 

sitio ativo). 
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kl = Constante catalitica para quebra do complexo SES (do 

sitio ativador). 

Este modelo fornece a seguinte equação de velocidade 

V k. [S] + kl. [S] Vk^z 

00 K3 + (1+ K3/K,).[S] + [SIVK^z 

Os dados experimentais foram analisados 

estatisticamente de acordo com PETTERSSON & PETTERSSON (1970) 

e ISQUIERDO et al. (1987). Segundo esses autores quase todos 

os sistemas enzimáticos apresentam equação de velocidade como 

uma razão de polinomiais; 

d 

2 OLk . [R]" 
k-O 

V = —  
d 

1 + I p, . [R]"^ 
k-l 

onde 

R = substrato, produto ou modificador 

d = grau da polinomial 

ttk e Pk. = constantes cinéticas 

Para se determinar o grau das polinomiais na 

equação de velocidade era realizado um teste estatístico t, 

pelo qual a contribuição de cada termo na polinomial era 

analisada. 



s.i 

De acordo com STERLING & POLLACK (1968) e BROWNLEE 

(1960) citados por PETTERSSON & PETTERSSON (1970) a 

importância de um determinado termo pode ser testada 

utilizando-se o teste estatístico t através da equação 

ai. 
  = t . ( n - 2d -1 ) 

S (ttk) 

onde 

ttk = coeficiente a ser testado. 

S (ttk) = variância do coeficiente. 

n = número de dados experimentais, 

d = grau da polinomial. 

Após ter-se o conhecimento dos termos relevantes 

nas polinomiais partiu-se para o ajuste dos dados cinéticos 

às equações de velocidade, com ordem (k) crescente, de forma 

que a soma dos quadrados dos residues fosse minimizada. Cada 

ajuste obtido era comparado com os ajustes anteriores. A 

decisão na escolha da equação que apresentou um melhor ajuste 

aos dados experimentais foi realizada pelo teste estatistico 

F, onde, de acordo com ISQUIERDO et al. (1987) 

(Q1/Q2) / (m2-mi) 
F =    

Q2/ (n-ms) 

onde: 

Qi e Q2 = Soma dos quadrados dos resíduos dos 

respectivos modelos testados. 
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mi e m2 = Número de parâmetros correspondentes, 

n = Número de dados experimentais. 

Os valores de F e t obtidos foram analizados 

frente aos valores tabelados (BEYER, 1983) a um grau de 

confiabilidade de 95%. 

A análise estatística dos dados de v ([S]) mostrou 

que a adição do termo [S]^ no numerador e de IS|" no 

denominador da equação de velocidade não se justifica, pois 

essas hipóteses foram rejeitadas pelo teste estatístico t e 

os coeficientes obtidos no ajuste dos dados experimentais 

por regressão não linear à equação de velocidade foram 

negativos. Portanto, a equação de velocidade que melhor se 

ajustou aos dados experimentais possui um termo quadrático da 

concentração do substrato no numerador, indicando uma 

possível ativação pelo substrato. Na parte B da Figura 16 é 

mostrado o gráfico dos resíduos relativos obtidos para o 

ajuste dos dados experimentais à equação de velocidade em 

função da concentação do substrato. Como pode ser observado 

há uma distribuição aleatória dos resíduos. 

A equação de velocidade obtida pelo ajuste dos 

dados experimentais é: 

a(S) + P(S)' 

V =    

1 + y(s) 
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Os valores dos coeficientes a, p e y, obtidos polo 

melhor ajuste dos dados experimentais para a hidrólise do 

substrato D-Val-Leu-Arg-Nan catalisada pela calicreina 

urinária humana são apresentados na Tabela 3. Relacionando 

esses coeficientes com as constantes cinéticas da equação de 

velocidade descrita para o modelo proposto tem-se: 

a = k/Kg = (V„ax/eo)/Ks 

P = kl/ (K3 X Ksz) 

y = (l/K, + I/K3) 

Conhecendo-se o valor de K3, calculado em baixas 

concentrações do substrato, os valores dos coeficientes a, P 

e y e assumindo-se Kz = Ksz e Kg = foi possivel 

determinar todas as constantes cinéticas para a hidrólise do 

substrato D-Val-Leu-Arg-Nan catalisada pela calicreina 

urinária humana. A Tabela 4 apresenta estes valores. 

Os valores de K3 e V^ax foram calculados em baixas 

concentrações do substrato (0-80 |.iM) , na região onde, 

aparentemente, não ocorre ativação pelo substrato, sendo 

iguais a 12,22 ± 0,61 |.iM, 2,72 ± 0,04 i.iM.min~^, 

respectivamente, 

III.6.1.2. Cinética da hidrólise do substrato Ac-Phe-Arg-Nan 

O pH utilizado nos experimentos para a 

determinação dos parâmetros cinéticos para hidrólise do Ac- 



Phe-Arg-Nan catalisada pela calicreina urinária humana foi 

9,O (LIMA, 1986). 

A determinação do efeito do tempo de incubação 

sobre a velocidade de hidrólise do substrato Ac-Phe-Arg- 

Nan catalisada pela calicreina urinária humana, mostrou 

que a reta é tangente à curva de tempo até aproximadamente 20 

minutos. A concentração real do substrato utilizada para a 

realização deste experimento foi de 7,6 [.iM, a menor 

concentração do substrato utilizada no experimento para 

determinação de Ks e V^ax- 

Na Figura 16 está representado o gráfico de 

velocidade versus concentração do substrato para a hidrólise 

do substrato Ac-Phe-Arg-Nan catalisada pela calicreina 

urinária humana. A hidrólise deste substrato também não 

obedece à cinética de Michaelis-Menten em toda a faixa de 

concentração do substrato utilizada. A análise estatística 

dos dados mostrou que a equação que melhor se ajustou aos 

dados experimentais possui um termo quadrático para a 

concentração do substrato no numerador como mostrado no item 

II.6.1.1. A parte B da Figura 16 apresenta o gráfico dos 

resíduos obtidos no ajuste em função da concentação do 

substrato. Como pode ser observado, a distribuição dos 

resíduos é aleatória. 

Os coeficientes obtidos no ajuste dos dados 

experimentais à equação de velocidade são apresentados na 

Tabela 3. 



S7 

As constantes cinéticas para a hidrólise do 

substrato Ac-Phe-Arg-Nan catalisada pela calicreína urinária 

humana, calculadas como descrito para o substrato D-Val-Leu- 

Arg-Nan no item III.6.1.1. são apresentadas na Tabela 4. 

Os valores de e V^ax obtidos em baixas 

concentrações do substrato (0-80 1.1M) , onde, aparentemente, 

não ocorre ativação pelo substrato, foram, respectivamente, 

14,70 ± 0,88 i-iM e0,57 ± 0,01 |.iM.min~\ 
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figura 13 - Efeito do pH sobre a velocidade de hidróiise 

do substrato D-Val-Leu-Arg-Nan catalisada pela 

calicreina urinária humana. 

condições: D-Val-Leu-Arg-Nan 1 x 10~3 M preparado em tampões 

de diferentes pHs. Calicreina urinária humana 2,0 j.ig. 
Incubação: 20 minutos a 370c. Para maiores detalhes vide 
Metodologiâ/ item II.5.2.1. 
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figura 14 - Determinação do efeito do tempo de incubação 

sobre a velocidade de hidrólise do substrato 

D-Val-Leu-Arg-Nan catalisada pela calicreina 

urinária humana. 

Condições: Experiência conduzida em tampão glicina-NaOH 0,2 

M pH 9,0. Concentração molar real do substrato 8,0 X 10"'' M. 
Para maiores detalhes vide Metodologia, item II.5.2.2. 
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figura 15 - Gráfico de Michaelis-Menten para a hidrólise 

do substrato D-Val-Leu-Arg-Nan catalisada peJa 

calicreina urinária humana. 

Condições: Experiência conduzida em tampão glicina-NaOH Ü,2 
pH 9,0, 12 minutos a 37^0.[calicreina = 3,2 nM] Para 

maiores detalhes vide Metodologia, item II. 5.2.3. . 
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figura 16 - Gráfico de Michaelis-Mentem para a hidrólise 

do substrato Ac-Phe-Arg-Nan catalisada pela 

calicreina urinária humana. 

Condições: Experiência conduzida em tampão glicina-NaOH 0,2 M 

pH 9/0, 20 minutos a 370c.[Calicreina =5,3 nM]. Para maiores 
detalhes vide Metodologia, item II.5.2.3, 
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TABELA 3 - Coeficientes da equação de velocidade obtidos 

por ajuste dos dados experimentais. 

D-Val-Leu-Arg-Nan Ac-Phe-Arg-Nan 

a O,225 ± O,007 O,040 ± O,002 

(4, 590 ± 0, 980) X 10"^ (4,160 ± 1, 860) x 10' 

O,084 + O,004 O,072 ± O,004 



y.i 

TABELA 4 - Constantes cinéticas para as hidrólises dos subs- 

tratos D-Val-Leu-Arg-Nan e Ac-Phe-Arg-Nan cata- 

lisadas pela calicreína urinária humana. 

Constantes 

Cinéticas D-Val-Leu-Arg-Nan Ac-Phe-Arg-Nan 

= K. (^IM) 12,22 14,70 

k (|.iM.niin"^) 2, 75 0,58 

kl (pM.min'^) 0, 24 0,016 

Kz = K^z (MM) 441 265 

k/kl 

Kz/Ks 

11,5 

36,1 

36, 3 

18,0 
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II.6.2. Cinética da hidrólise dos substratos Bz-Arg-OEt 

e Tos-Arg-OMe catalisada pela calicreina urinária 

humana 

III.6.2.1. Determinação dos coeficientes de extinção molar 

da benzoil-L-arginina (Bz-Arg) do Bz-Arg-OEt da 

tosil-L-arginina (Tos-Arg) e do Tos-Arg-OMe 

Na Figura 17 está representada a reta obtida na 

determinação do coeficiente de extinção molar (Em) , do Bz- 

Arg-OEt, em pH 3,5. O coeficiente de extinção molar, 

calculado como a inclinação da reta obtida e os outros 

coeficientes de extinção molar calculados de maneira análoga 

são apresentados na Tabela 5. 

III.6.2.2. Cinética da hidrólise do substrato Bz-Arg-OEt 

O pH ótimo determinado conforme descrito no item 

II.5.3.2. para a hidrólise do Bz-Arg-OEt catalisada pela 

calicreina urinária humana foi 8,5, 

A determinação do efeito do tempo de incubação 

sobre a velocidade de hidrólise do Bz-Arg-OEt em pH 8,5 e 

37^0 mostrou que a hidrólise do substrato é linear até 

pelo menos 20 minutos. A concentração molar real do substrato 

utilizada para a realização desta experiência foi 2,0 x IO"* 

M, sendo a menor concentração deste substrato utilizada na 

derminação de Km s Vnuax- 
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Na Figura 18 está representado o gráfico de 

Michaelis-Menten para a hidrólise do sustrato Bz-Arg-OEt 

catalisada pela calicreina urinária humana. A hidrólise deste 

substrato obedece à cinética de Michaelis-Menten até a 

concentração do substrato de 1,0 mM, Em concentrações 

superiores a esta observa-se uma progressiva diminuição nas 

velocidades de hidrólise do substrato, a qual estabiliza em 

68% de inibição. 

Os valores de K3 e V^ax para a hidrólise do Bz-Arg- 

OEt catalisada pela calicreina urinária humana foram 

calculados admitindo-se que em baixas concentrações de 

substrato a enzima não sofre inibição pelo substrato. A 

maior concentração do substrato utilizada para o cálculo dos 

valores de K3 e V^ax foi 6,0 x 10"'' M que, como pode ser 

observado na figura 18 aparentemente não inibe a enzima. Os 

valores de K3 e V^ax/ calculados conforme descrito no item 

II.5.6, foram, respectivamente, 482 ± 28,30 [.iM e 17,69 ± 0,58 

(íM .min"^. 
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figura 17 - Determinação do coeficiente de extinção raolar 

do substrato Bz-Arg-OEt. 

Condições: Experiência conduzida em pH 3.5. Para maiores 
detalhes vide Metodologia, item II.3.3.1.. 
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TABELA 5 - Coeficientes de extinção molar (Sm) para Bz-Arg- 

OEt, Bz-Arg, Tos-Arg-OMe e Tos-Arg em pH 3,5. 

Reagente Em (|.iM.cm'M 

Bz-Arg-OEt 

Bz-Arg 

Tos-Arg-OMe 

Tos-Arg 

2.257 ± 19 

3.043 ± 30 

1.148 ± 55 

2.253 ± 26 



III.6.2.3. Cinética da hidrólise do substrato Tos-Arg-OMe 

O pH ótimo determinado conforme descrito no item 

II.5.3.2 para a hidrólise do Tos-Arg-OMe catalisada pela 

calicreina urinária humana foi 9,0. 

A determinação do efeito do tempo de incubação 

sobre a velocidade de hidrólise do substrato Tos-Arg-OMe 

catalisada pela calicreina urinária humana é linear até pelo 

menos 35 minutos. A concentração molar real do substrato 

utilizada para realização desta experiência foi 2,5 x 10"' M, 

a menor concentração deste substrato utilizada na 

determinação de Kg e V^ax- 

Na Figura 19 está representado o gráfico de 

Michaelis-Menten para a hidrólise do substrato Tos-Arg-OMe 

catalisada pela calicreina urinária humana. A hidrólise 

deste substrato obedece à cinética de Michaelis-Menten até a 

concentração do substrato de aproximadamente 1,0 mM. Em 

concentrações do substrato superiores a esta, observa-se uma 

progressiva diminuição nas velocidades de hidrólise do 

substrato, a qual estabiliza em 68% de inibição. 

Os valores de Ks e V^àx para a hidrólise do Tos- 

Arg-OMe pela calicreina urinária humana foram calculados 

admitindo-se que em baixas concentrações do substrato a 

enzima não sofre inibição pelo substrato. A maior 

concentração do substrato utilizada para o cálculo dos 

valores de Kg e V^ax foi 6,0 x 10"" M que, como pode ser 

observado na Figura 19 aparentemente não inibe a enzima. Os 
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valores de Ks e V^ax, calculados conforme descrito no item 

II.5.6 foram, respectivamente, 145 ± 5,03 |.iM e 4,34 ± 0,04 

jiM.min"^. 

A Tabela 6 resume os valores de K,„, k,,,t e 

kcat/km para as hidrólises dos substratos Ac-Phe-Arg-Nan, 

D-Val-Leu-Arg-Nan, Bz-Arg-OEt e Tos-Arg-OMe catalisadas pela 

calicreina urinária humana. 
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IGURA 18 - Gráfico de Michaelis-Menten para a hidróliso 

do substrato Bz-Arg-OEt catalisada pela calicreína 

urinária humana. 

Condições: Experiência conduzida em tampão TRIS-HCl 0,2 M pH 
0,5, 20 minutos de incubação a 37°C. CCalicreina = 6, A nM|, 

para maiores detalhes vide Metodologia, item II.5.3.4. 
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figura 19 - Gráfico de Michaelis-Menten para a hidróliso 

do substrato Tos-Arg-OMe catalisada pela 

calicreina urinária humana. 

Condições : Experiência conduzida em tampão glicina-NaOH 

Q 2 M PH 9/0^ 20 minutos a 37^0. [Calicreina = 6,4 nM] . 
Para maiores detalhes vide Metodologia, item II.5.3.4. 
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TABELA 6 - Parâmetros cinéticos para a hidrólise de subs- 

tratos sintéticos catalisada pela calicreina 

urinária humana. 

SUBSTRATO Kn kcnt kc^t/Ki,, 

(|.iM) (s'^) 

Ac-Phe-Arg-Nan 14,70 ± O, 1,79 ± O,03 122 

D-Val-Leu-Arg-Nan 12,22 ± 0,01 14,17 ± 0,22 1160 

Tos-Arg-OMe 145,00 ± 5,03 11,30 ± 0,10 78 

Bz-Arg-OEt 482,00 ± 28,30 46,07 ± 1,51 96 
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III.7. Estudos de inibição das atividades amidásica e 

esterásica da calicreina urinária humana 

111.7.1. Efeitos do etanol e da benzoil-L-arginina sobre 

a atividade esterásica da calicreina urinária 

humana com o substrato Bz-Arg-OEt 

A atividade esterásica da calicreina urinária 

humana com o Bz-Arg-OEt não foi modificada na presença de 

etanol e benzoil-L-arginina em concentrações equimoleculares. 

111.7.2. Inibição da atividade amidásica da calicreina 

urinária hiomana 

II1.7.2.1. Inibição pela aprotinina da atividade amidásica 

da calicreina urinária humana com o substrato 

D-Val-Leu-Arg-Nan 

Os valores de Ki aparente para os complexos 

calicreina-aprotinina em diferentes concentrações do 

substrato D-Val-Leu-Arg-Nan são mostrados nos gráficos de v 

versus [I] na Figura 13. A Tabela 7 resume os valores médios 

de Kl ap • 

Construindo-se um gráfico de Ki versus 

concentração do substrato obtem-se uma reta, onde o 

intercepto com a ordenada fornece o valor da constante de 

dissociação (Ki) do complexo enzima-inibidor quando a 

inibição é do tipo competitiva simples (DIXON, 1972) . 
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Na Figura 20 é mostrado o gráfico de Kj em funçào 

da respectiva concentração do substrato. Como pode ser 

observado a reta obtida não fornece um valor positivo de K, 

sugerindo uma inibição mais complexa do que a competitiva 

simples. 

De acordo com PLOWMAN (1972) construindo-se um 

gráfico das inclinações das retas obtidas no gráfico dos 

duplos recíprocos versus a concentração do inibidor obtem-se 

curvas as quais dão uma indicação do tipo de inibição 

competitiva: reta (inibição competitiva linear), parábola 

(inibição competitiva parabólica) e hipérbole (inibição 

competitiva hiperbólica). 

O gráfico de Lineweaver-Burk para a hidrólise do 

substrato D-Val-Leu-Arg-Nan na ausência e na presença de 

cinco diferentes concentrações de aprotinina é mostrado na 

Figura 21. Como pode ser visto, as retas obtidas convergem 

para um único valor de l/V^ax mostrando que a inibição da 

calicreina urinária humana por aprotinina é do tipo 

competitiva. Na Figura 22 está representado o gráfico das 

inclinações destas retas versus a concentração de 

aprotinina. Observa-se uma parábola, indicando assim que a 

inibição é do tipo competitiva parabólica. 

Após ter-se idéia do mecanismo de inibição pelos 

métodos gráficos partiu-se para a proposição do modelo 

cinético de inibição: 
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Ki 

K3 k 
—ES  E + P 

Kii 
EI   lEI 

Este esquema dá a seguinte equação para a velocidade inicial 

V„ax. [S] 
V = 

[S] + K3 (1+ [I]/Ki) + (K3 X [I]')/(Ki X Kn) 

Os duplos reciprocos correspondentes a equação acima originam 

a seguinte equação: 

1 1 + K3 [1 + [I]/Ki + [I]V(ki.kii)] . ( 1 ) 

V Vn.ax 

onde 

Inclinação x (V^ax/Ka) = 1 + [I]/Ki + [I]V(Ki x Kn) 

Através do conhecimento dos valores das inclinações 

das retas obtidas no gráfico dos duplos reciprocos e dos 

valores de Kg e V^ax foi possivel determinar os valores de Kt 

e Kii por ajuste dos dados experimentais pelo processo de 

regressão não linear, sendo iguais a 16,2 nM e 1,1 nM, 

respectivamente. 
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TBELA 7 - Constantes de dissociação (Ki app) para os complexos 

aprotinina-calicreina urinária humana. 

[D-Val-Leu-Arg-Nan] Ki .,pp 

(|jM) (nM) 

10,0 9,64 

12,5 13,14 

15,0 16,40 

17,5 20,00 

20,0 24,60 
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figura 20 - Gráfico de DIXON ( 1972) para a determinação 

da constante de dissociação (Ki) do complexo 

calicreina-aprotinina. 

Os valores de Ki aparente para cada concentração do 

substrato D-Val-Leu-Arg-Nan foram estimados através dos 

gráficos da Figura 12 e são apresentados na Tabela 7. 
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figura 21 - Gráfico de Lineweaver-Burk para a hidrólise 

do substrato D-Val-Leu-Arg-Nan catalisada pela 

calicreina urinária humana na ausência e 

presença de cinco concentrações de aprotinina. 

Condições: As incubações eram realizadas em tampão giicin- 

NaOH, pH 9,0 a 37°C durante 5-10 min. Concentração da enzima: 
4 O nM. Concentração de aprotinina: (O) O nM; (•) 1,35 nM; 

(□) 2,70 nM; (■) 4,05 nM; (A) 5,40 nM e (A) 9,15 nM. O 
intercepto (0,365 min/|iM) corresponde a l/V^^x. 
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figura 22 - Gráfico das inclinações x (V^.^x/K^) 

versus concentração de aprotinina. 

condições: O termo (V^ax/K^) = 0,20 min"\ A curva foi 
construída através de ajuste dos dados experimentais à 
equação de velocidade apresentada no II. 5.4.1. As constantes 

de inibição calculadas são: Ki = 16,2 nM e Kn = 1,10 nM. 
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Os dados experimentais foram analizados também 

estatisticamente, de acordo com IZQUIERDO et al.(1987), onde 

a dependência da concentração de um ligante [X] pode ser 

expressa pela seguinte equação 

V cto + <Xi[X] + (X2[X]^ +   + CXiiíX]"^ 

Eo 3o + 3l[X] + P2[X]^ +   + Pn[X]" 

sendo [X] a concentração de substrato ou inibidor. Os dados 

cinéticos de v ([!]) foram ajustados às equações com ordem 

crescente até que a soma dos quadrados dos residuos fosse 

minimizada. Os seguintes modelos foram utilizados: 

modelo 1 v ao 

Eo bo + bi[I] 

modelo 2 v ao + ai[I] 

Eo bo + bi[I] 

modelo 3 v ao 

Eo bo + bi[I] + b2[I] 

modelo 4 v ao 

Eo bo + bi[I] + bail] + 

Para determinar a equação que melhor se ajusta aos 

dados experimentais foi utilizado o teste estatístico F a um 



111 

grau de confiabilidade de 95%, conforme descrito no item 

III.6.1.1. 

O estudo estatístico dos dados de v([I]), obtido 

para as diferentes concentrações de aprotinina, mostrou que 

a adição do termo dependente de [I] no numerador e de [ I] * no 

denominador não se justifica, pois apresentaram coeficientes 

negativos. Portanto, a escolha da equação que melhor se 

ajusta aos dados experimentais deveria ficar entre os 

modelos 1 e 3. Esta escolha foi feita usando o teste F, 

conforme já descrito, que indicou uma melhora extremamente 

significativa no ajuste dos dados experimentais ao modelo 3. 

Outros valores de Ki e Kn foram utilizados na busca 

de uma curva que apresentasse um melhor ajuste dos dados 

experimentais: 

1) Ki = 16,2 nM e Kii = Qo 

2) Ki = 1, 1 nM e Kii = 00 

3) Ki = 16,2 nMeKii = 1,1 nM 

4) Ki = Kii = 16,2 nM 

5) Ki = Kii = 5,08 nM 

Como pode ser observado na Figura 23 os dados 

experimentais se ajustaram melhor para os valores de Ki e Kji 

apresentados no item 3, onde se tem Ki = 16,2 nM e Kn = 1,1 

nM, cujos valores foram obtidos do ajuste dos dados 

experimentais à equação de velocidade descrita para a 

inibição competitiva parabólica, descrita por CLELAND (1963 e 

1967). 



112 

Na Figura 24 está representada a curva de v versus 

[aprotinina] obtida para o ajuste dos dados experimentais à 

equação descrita para o modelo cinético. A concentração do 

substrato utilizada foi de 17,5 |.iM. A parte B da figura 

apresenta o gráfico dos residuos relativos. Como pode ser 

observado há uma distribuição aleatória dos residuos 

indicando um bom ajuste dos dados experimentais à equação 

descrita para inibição competitiva parabólica. Nas outras 

concentrações do substrato D-Val-Leu-Arg-Nan utlizadas (10; 

12,5; 15 e 20 [íM) foram obtidos resultados semelhantes. 
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figura 23 Gráfico dos ajustes das inclinações x (V,„ax/K.,) 

versus concentração de aprotinina para vários 

valores de Ki e Kn. 

Condições; (1) 

(2) 
(3) 
(4) 
(5) 

Ki 

Ki 
Ki 
Ki 
Ki 

16,2 nM e 

1,1 nM e Kii 
16,2 nM e Kü 
Kii = 16,2 nM 
Kii = 5, 08 nM 

00 

00 
1,1 nM 
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FIGURA 24 - A) Gráfico das velocidades residuais 

versus concentração de aprotinina. 

B) Gráfico dos residues 

Condições: Experiência realizada em tampão glicina-NaOH, pH 

9,0 a 37°C, durante 5-10 min, na ausência e presença de cinco 
concentrações de aprotinina. [D-Val-Leu-Arg-Nan] = 17,5 |.iM, 
[calicreina] =4,0 nM. 
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III.7.2.2. Inibição pela benzamidina da atividade amidásica 

da calicreina urinária humana com o substrato D- 

Val-Leu-Arg-Nan 

Na Figura 25 está representado o gráfico de 

Michaelis-Menten (v versus [S]) para a hidrólise do D-Val- 

Leu-Arg-Nan na ausência e na presença de trás 

concentrações de benzamidina. Como pode ser observado, tanto 

Km como Vmax sofreram variação indicando inibição do tipo 

mista. Os valores de Ks(ap) e V^axiap) extraídos deste gráfico 

são apresentados na Tabela 8. 

O modelo cinético que representa a inibição do tipo 

mista é descrito a seguir. 

EI 

Ki 

K. 

S + E 

lES 

Kiu 

ES E + P 

A equação de velocidade que representa o modelo de inibição 

e: 

Vn^ax . [S] 

^ [Ksd + [I]/Kic) + [S] (1 +[I]/Kiu) ] 



As constantes de dissociação dos complexos enzima- 

inibidor (Kic e Kiu) foram determinadas por dois mótodos 

diferentes: 

1) Pela análise simultânea dos dados experimentais à equação 

que decreve o modelo cinético de inibição. Para tanto fez-se 

uma regressão não linear utilizando-se o método dos minimos 

quadrados de forma que os valores das constantes Kic = 1,75 ± 

0,44 mM e Kiu = 9,30 ± 2,87 mM foram obtidos pelo processo 

iterativo. Cada valor de velocidade utilizado na regressão 

representava a média das triplicatas obtidas nos 

experimentos. 

2) Pelos métodos gráficos, onde eram construídos os gráficos 

de DIXON (1953) (l/v x [I]) e de CORNISH-BOWDEN (1974) ([S]/v 

X [I]). Os pontos de encontro no eixo das abcissas 

correspondentes ao intercepto das retas obtidas nos gráficos 

de l/v versus [I] e de [S]/v versus [I] fornecem, 

respectivamente, os valores de -Kic e -Kiu. 

O gráfico de l/v versus [I] apresentado na Figura 

2 6 mostra que as retas convergem para um único ponto 

localizado no segundo quadrante, o que permitiu determinar o 

ygilor de Kic (1/6 mM) . 

O gráfico de [S]/v versus [I] apresentado na Figura 

27 mostra que as retas convergem para um único ponto, 

localizado no terceiro quadrante. O valor na abscissa 

correspondente a este ponto forneceu o valor de Kiu (9,8 mM). 
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Na Figura 28 é mostrado o gráfico de v versus IS] 

as curvas obtidas com os ajustes dos dados experimentais à 

equação de velocidade descrita para a inibição do tipo mista. 

A parte B da figura mostra o gráfico dos residues em função 

da concentração do substrato D-Val-Leu-Arg-Nan que, como pode 

ser observado, há uma distribuição aleatória dos resíduos 

indicando um bom ajuste dos dados experimentais à equação. 
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figura 25 - Gráfico de Michaelis-Menten para a hidrólise do 

D-Val-Leu-Arg-Nan catalisada pela calicreina 

urinária humana na ausência e na presença de 

três concentrações de benzaitiidina. 

Condições: As incubações eram feitas em tampão glicina-NaOH, 

pH 9,0 a 37°C, durante 7 min. [Calicreina] = 4,0 nM. 

Concentrações de benzamidina: (•) = 0; (O) =2,0 mM; (A) = 

4,0 inM; (A) =8,0 mM. Para maiores detalhes vide Metodologia, 
iteni II.5.5.2. 
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TABELA 08 - Parâmetros cinéticos para a hidrólise do subs- 

trato D-Val-Leu-Arg-Nan (15-100 i.iM) catalisada 

pela calicreína urinária humana na presença de 

benzamidina. 

Benzamidina ap ap 

(mM) (|.iM) ([.iM.min'M 

O 19,20 + 2,00 2,40 ± O,07 

2,O 32,10 ± 6,30 2,02 ± O,14 

4,0 41,30 ± 5,50 1,58 ± 0,09 

8,0 77,00 ± 27,00 1,49 ± 0,03 
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figura, 26 - Gráfico de DIXON (1972) para determinação da 

constante de dissociação (Kic) do complexo 

calicreina urinária humana-benzamidina. 

Condições: As incubações eram feitas em tampão glicina-NaOH, 

pH 9/0 a 37°C, durante 7 min. [Calicreina] = 4,0 nM. 
concentrações do substrato: (A) = 86,1 i.iM; (Á) = 68 ^iM; (O) = 

50 |iM; (•) = 29,2 Para maiores detalhes vide Metodologia, 
tGm II«5.5»2« 

^ I)' OcvX 
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figura 27 - Gráfico de CORNISH-BOWDEN (1981) para determina- 

ção da constante de dissociação (Kiu) do 

complexo calicreina urinária humana-benzamidina. 

Condições: As incubações eram feitas em tampão glicina-NaOH, 

pH 9/0 a 37°C, durante 7 min. [Calicreina] = 4,0 nM. 
Concentrações do substrato: (•) = 29,2 (jM; (O) = 50 |iM; (A) = 

68 mM; (A) = 86,1 )jM. Para maiores detalhes vide Metodologia, 
item II. 5.5.2. 
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figura 28 - A) Gráfico das velocidades residuais versus con- 

centração de D-Val-Leu-Arg-Nan na ausência e na 

presença de três concentrações de benzamidina 

obtido por ajuste dos dados experimentais à 

equação de velocidade descrita para a inibição 

mista• 

B) Gráfico dos residues versus concentração do D- 

Val-Leu-Arg-Nan. 



IV - DISCUSSÃO 

IV.1. Concentração da calicreina na urina humana 

IV. 1.1. Precipitação da glicoproteina de Tamm Horsfall 

A precipitação da glicoproteina de Tamm Horsfall 6 

um procedimento rápido e simples que se tornou uma etapa 

indispensável na obtenção de calicreina urinária humana pvjra, 

pois, desta forma, consegue-se retirar uma boa quantidade da 

proteína contaminante antes de dar inicio à concentração da 

urina com o gel poli(N-isopropilacrilamida). 

A remoção desta glicoproteina otimiza o processo do 

concentração da calicreina com o gel poli(N- 

isopropilacrilamida) como demonstrado anteriormente (MIRANDA, 

1990). 

A glicoproteina de Tamm Horsfall apresenta ponto 

isoelétrico próximo de 8,0, enquanto que o ponto isoelétrico 

da calicreina urinária humana é de aproximadamente 4,0. 

Assim, no pH da urina (6,0) é provável que as duas proteínas 

estejam associadas, pois, estarão com cargas opostas 

dificultando assim, a separação da calicreina urinária 

humana. Portanto, acredita-se que a retirada desta 

glicoproteina tenha facilitado também a obtenção da 

calicreina urinária humana pura com apenas uma única etapa 

cromatográfica (cromatografia de afinidade em coluna de 

Sepharose-aprotinina). 
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IV. 1.2. Concentração da calicreina na urina humana 

A utilização de um método adequado para a 

concentração da urina humana torna-se imprescindível na 

purificação da calicreina urinária humana, pois, a 

concentração da enzima na urina é muito baixa. 

Os métodos convencionais de concentração da 

calicreina na urina descritos na literatura, tais como 

precipitação com sulfato de amônio, diálise e liofilização, 

ultrafiltração e adsorção em resinas são muito trabalhosos, 

caros e, em alguns casos, apresentam dificuldades 

operacionais e de escalonamento. A utilização do qol 

termosensivel poli(N-isopropilacrilamida) para a concentração 

da urina humana substitui os métodos convencionais com 

expressiva vantagem. 

Ao concentrar a calicreina na urina cerca de 20 

vezes, reduz-se consideravelmente o volume de urina 

facilitando assim a sua diálise e liofilização. Partindo-se 

de 10 litros de urina humana chega-se ao final do processo de 

concentração a um volume de cerca de 500 ml, volume esto, 

muito mais fácil de ser dialisado e liofilizado. 

IV.2. Purificação da calicreina urinária humana por afinidade 

A purificação propriamente dita da calicreina 

urinária humana era realizada através de uma única 

cromatografia em coluna de Sepharose-aprotinina, 

possibilitando uma purificação de 903 vezes com um rendimento 
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de 33%. O fator de purificação e o rendimento St^o 

considerados altos e o processo é bem mais simples que os 

processos de purificação da calicreina urinária humaiia, 

citados na literatura (Tabela 9). 

Este novo processo proposto para a concentração o 

a purificação da calicreina urinária humana facilita a 

obtenção da enzima em grande escala. 

MORICHI et al. (1984) apresentam um método para 

purificação da calicreina urinária humana em larga escala. Os 

autores descrevem a utilização de uma grande quantidade do 

silica-gel para concentrar a calicreina na urina, seguida do 

mais cinco etapas cromatográficas para a purificação da 

enzima. Nesse método o rendimento é de 22,5% e o fator do 

purificação de 621,6 vezes. A silica-gel utilizada 

praticamente se perde, uma vez que a sua regeneração é muito 

difícil. Assim, o processo é caro além de muito trabalhoso. 

O método de purificação ora descrito, além do ser 

muito mais simples do que o descrito por MORICHI et a.l . 

(1984) apresenta outras vantagens tais como fator do 

purificação e rendimento bem maiores. 

A atividade amidásica específica da calicreina 

urinária humana pura, usando-se o Ac-Phe-Arg-Nan como 

substrato, foi de 3,313 mM de p-Nan/(mg.min) . Não há na 

literatura valores de atividades amidásicas específicas de 

calicreinas urinárias humanas com esse substrato que possam 

ser comparados com os valores encontrados neste trabalho. 
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IV.3. Critérios de pureza e valores de pesos moleculares 

A pureza da preparação de calicreína urinária 

humana foi comprovada por quatro processos diferentes: 

eletroforese em gel de poliacrilamida na presença de SDS e 2- 

mercaptoetanol e cromatografias da calicreina urinária humana 

em coluna de Superose 12 HR 10/30 em equipamento FTLC, cm 

coluna Poros (crosslinked polystyrene/divinylbenzene) cm fase 

reversa e de troca iônica em coluna Poros II O/P cm 

equipamento HPLC. 

Como pode ser observado na Figura 6 a calicreína 

urinária humana purificada mostrou uma única banda de 

proteínas, quando submetida à eletroforese em qel ile 

poliacrilamida contendo SDS e após redução com 2- 

mercaptoetanol. Devido ao fato da calicreina ser uma 

glicoproteina as suas eletroforeses, em geral, apresentam 

bandas difusas, conforme a observada na figura. 

O perfil da cromatografia da calicreina urinária 

humana purificada em coluna de Superose 12 íIR 10/30 (Figura 

7) mostrou um único pico, simétrico quanto à absorção em 290 

nm e com atividade amidásica com o substrato Ac-Phe-Arg-Nan 

totalmente superposta a ele, demonstrando assim, a pureza da 

preparação enzimática. 

Os perfis mostrados nas cromatografias da 

calicreina urinária humana em fase reversa e de troca iônica 

(Figuras 8 e 9, respectivamente) demonstram, novamente, a 
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pureza da preparação enzimática, uma vez que, em tais 

cromatografias observa-se um único pico de proteínas. 

Os pesos moleculares aparentes estimados para a 

calicreina urinária humana foram de 31.000 determinado por 

eletroforese em gel de poliacrilamida contendo SDS o 2- 

mercaptoetanol (Figura 10) e de 45.000 determinado por 

cromatografia de exclusão molecular (Figura 11). 

O peso molecular da calicreina urinária humana 

estimado por titulação direta com aprotinina foi de 25.000. 

Este valor é muito próximo do valor de peso molecular 

(25.500) citado por GEIGER et al. (1980) para a calicreina 

urinária humana, estimado a partir de sua composição em 

aminoácidos. 

A faixa de pesos moleculares citada na literatura 

para a calicreina urinária humana é bastante ampla, variando, 

dependendo do processo utilizado para a sua determinação, de 

23.000 a 64.000 (Tabela 9). Como pode ser observado os pesos 

moleculares aqui descritos para a calicreina urinária humana 

estão dentro da faixa citada na literatura. 

Uma vez constatada a pureza da preparação de 

calicreina urinária humana pela eletroforese e cromatografias 

de gel filtração, troca iônica e de fase reversa e a sua 

identidade com a calicreina urinária humana descrita por 

GEIGER & FRITZ (1981), indicada pelas concordâncias do peso 

molecular estimado por filtração em gel e pela titulação com 

aprotinina, do ponto isoelétrico, de sua inibição por 

aprotinina e benzamidina e por não ser inibida pelo inibidor 



I2X 

de tripsina extraído de soja (SBTI), mesmo em uma 

concentração molar 12400 vezes maior do que a da calicreína, 

decidiu-se passar à sua caracterização cinética. 
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Tcibela 9 - Processos de purificação e pesos moleculares 

citados na literatura para calicreina urinária 

humana. 

Processos de 
Autores Processos determinação de Pesos 

de purificação pesos molecul. moleculart»a 

Sephadex G-25 e liofilização 
HIAL et al. DEAE-Sephadex A-50 filtração em qel 13.000 

(1974) Sephadex G-150 
Sephadex G-150 

GEIGER et al. 
(1977) 

OLE-MOIYOI 
et al. (1977) 

OZA & RYAN 
(1978) 

GEIGER et al. 
(1981) 

MORICHI et al, 
(1984) 

Diálise e liofilização 
Sephadex G-100 
Sepharose-aprotinina 

Ultracentrifugação 
DEAE-celulose 
DEAE-celulose 
Sephadex G-100 

Precipitação com 
sulfato de amônio 
DEAE-celulose 
Sepharose-aprotinina 
Sephacryl S-200 

Diálise e liofilização 
Sephacryl S-200 
Sepharose-aprotinina 
DEAE-Sepharose 

Silica gel 
Sephadex G-75 
DEAE-Sephadex A-50 
Bentonita 
Sepharose-aprotinina 
Gel TSK G-3000 SWG 

eletroforese-SDS 15.000 
filtração em gel 64.000 

filtração em gel 27.000 

4 3.000 

filtração em qel 45.000 

titulação do 25.500 
centro ativo 
composição em 25.000 
aminoácidos 

eletroforese-SDS 50.000 
filtração em gel 50.000 

lima et al. 
(1986) 

MIRANDA 
(1990) 

Diálise e liofilização 
Fracionamento com 
Sulfato de amônio 
DEAE-celulose 
Hidroxiapatita 
Sepharose-aprotinina 
Sephacryl S-200 

Concentração via gel 
termosensivel 
Diálise e liofilização 
Sepharose-aprotinina 
Hidroxiapatita 

filtração em gel 

eletroforese-SDS 

23.000 
27.000 
25.100 

31.000 
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IV.4. Caracterização cinética da calicreina urinária humana 

IV.4.1. Parâmetros cinéticos com substratos sintéticos 

Nos estudos cinéticos utilizaram-se dois substratos 

do tipo peptidil p-nitroanilida e dois substratos do tipo 

éster que mimetizam seqüências próximas a uma das ligações 

peptidicas hidrolizadas no substrato natural pelas 

calicreinas. 

Os valores de pH ótimo de 9,0 para as hidrólises 

dos substratos D-Val-Leu-Arg-Nan, Ac-Phe-Arg-Nan, Tos-Arg-OMe 

e de 8,5 para a hidrólise do Bz-Arg-OEt catalisadas pela 

calicreina urinária humana estão dentro da faixa do pH ótimo 

para várias calicreinas tissulares, como descrito para a 

calicreina urinária de rato (SILVA et al, 197^), para a 

calicreina urinária humana (GEIGER & FRITZ, 1981), para a 

calicreina urinária de cavalo (GIUSTI et a], 1988) e 

calicreinas de glândulas submandibulares de rato (MATSUDA et 

al, 1976, PENA, 1990, CHAGAS, 1992 e SOUSA, 1993). 

A análise das Figuras 15 e 16 mostra que as 

hidrólises dos substratos D-Val-Leu-Arg-Nan e Ac-Phe-Arg-Nan, 

catalisadas pela calicreina urinária humana não seguem o 

comportamento cinético descrito por Michaelis-Menten em toda 

a faixa de concentração dos substratos utilizada, pois 

observa-se uma ligeira ativação da enzima em concentrações 

j^ais elevadas dos substratos. 
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o modelo cinético proposto para as hidrólises dos 

substratos D-Val-Leu-Arg-Nan e Ac-Phe-Arg-Nan catalisadas 

pela calicreína urinária humana é apresentado no item 

III.6.1.1. A equação de velocidade desenvolvida para esse 

modelo é uma razão de polinomiais de grau 2 tanto no 

numerador como no denominador. Entretanto, pela análise 

estatística dos dados experimentais constatou-se que a 

equação de velocidade que apresentou um melhor ajuste é uma 

razão de polinomiais tendo grau 2 no numerador e grau 1 no 

denominador (p. 84). Desse ajuste foram calculados os valores 

dos coeficientes da equação de velocidade apresentados na 

Tabela 3 e, conhecendo-se Kg e assumindo-se que K, " K;.., e K,- 

= Kaz foi possivel determinar todas as constantes cinéticas 

mostradas na Tabela 4. 

Como pode ser observado na Tabela 4 os valores das 

relações Kz/Ks iguais a 36,1 e 18,0 para as hidrólises dos 

substratos D-Val-Leu-Arg-Nan e Ac-Phe-Arq-Nan, 

respectivamente, catalisadas pela calicreina urinária humana 

são altos mostrando que a afinidade do sitio ativo da enzima 

por estes substratos é muito maior do que a afinidade do 

segundo sitio pelos mesmos substratos. 

As razões k/ki (constante de velocidade para a 

quebra do complexo ES do sitio ativo/ constante de velocidade 

para a quebra do complexo SES do sitio ativador) (p. 81) para 

os substratos D-Val-Leu-Arg-Nan e Ac-Phe-Arg-Nan são 11,5 e 

36,3/ respectivamente. Esses valores mostram que a ativação 



da calicreina urinária humana por excesso dos substratos ó 

pequena. 

A equação de velocidade desenvolvida para o modelo 

cinético proposto é representada em termos de v/eo. Como os 

ajustes dos dados experimentais foram feitos utilizando-se 

valores de velocidade (e não v/eo) as constantes cinéticas 

k 0 kl da equação não são as constantes cataliticas, mas 

sim, constantes de velocidade. 

Na parte B das Figuras 15 e 16 são mostrados os 

gráficos dos residuos relativos para o melhor ajuste dos 

dados experimentais. Como pode ser observado há uma 

distribuição aleatória dos residuos indicando um bom ajuste 

dos dados à equação de velocidade que contém um termo 

quadrático para a concentração do substrato no numerador. 

No trabalho de GEIGER et al. (1980) não há nenhuma 

referência sobre a ativação da calicreina urinária humana por 

excesso do substrato D-Val-Leu-Arg-Nan. Não há na literatura 

dados relativos ao comportamento cinético da calicreina 

urinária humana com o substrato Ac-Phe-Arg-Nan. Entretanto, 

OLIVEIRA et al. (1987) mostraram que a calicreina pancreática 

de porco é ativada por substratos do tipo 4-nitroanilida, 

dentre os quais encontram-se o D-Val-Leu-Arg-Nan e o Ac-Phe- 

Arg-Nan. GIUSTI et al. (1988) afirmaram que a calicreina 

urinária de cavalo, segue á cinética descrita por Michaelis- 

Henten e, segundo SOUSA (1993) a calicreina submandibular de 

rato é inibida em altas concentrações dos substratos Ac-Phe- 

j^rg-Nan e D-Val-Leu-Arg-Nan. 



Para explicar a ativação da calicreina pancreática 

de porco por altas concentrações dos substratos do tipo 4- 

nitroanilida OLIVEIRA et al. (1987) propõem a existência do 

um sitio auxiliar na enzima, ao qual poderia ligar-se uma 

segunda molécula de substrato que funcionaria como um 

modulador alostérico positivo, conforme o modelo proposto 

para a ativação da tripsina por TROWBRIDGE et al. (1963). 

O modelo cinético desenvolvido neste trabalho para 

as hidrólises dos substratos D-Val-Leu-Arg-Nan e Ac-Phe-Arg- 

Nan catalisadas pela calicreina urinária humana também propõe 

a existência de um sitio auxiliar para para a ligação de uma 

segunda molécula de substrato. 

As hidrólises dos substratos Bz-Arg-OEt (E'igura 

18/) e Tos-Arg-OMe (Figura 19) catalisadas pela calicreina 

urinária humana apresentaram um comportamento bimodal. A 

enzima obedece à cinética de Michaelis-Menten em baixas 

concentrações dos substratos, porém, em concentrações mais 

elevadas observa-se uma progressiva diminuição nas 

velocidades de hidrólise caracterizando a inibição da 

calicreina urinária humana por excesso de substrato. 

Esta observação está de acordo com os resultados 

publicados por FIEDLER & WERLE (1968) para as hidrólises do 

g2-Arg-0Et e do Tos-Arg-OMe catalisadas pela calicreina 

pancreática de porco, OLE-MOI YOI et al. (1977) para as 

hidrólises de Tos-Arg-OMe e Bz-Arg-OMe catalisadas pela 

calicreina urinária humana e AMOURIC & FIGARELLA (1980) para 

a hidrólise do Bz-Arg-OEt catalisada pela calicreina 
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pancreática humana, para as hidrólises dos substratos Bz-Arq- 

OEt (RODRIGUES, 1993) e Tos-Arg-OMe (SOUSA, 1993) catalisadas 

pela calicreina submandibular de rato. Entretanto, GIUSTl et 

ai. (1988) afirmaram que as hidrólises do Bz-Arg-OEt e Tos- 

Arg-OMe catalisadas pela calicreina urinária de cavalo, 

segue à cinética descrita por Michaelis-Menten em toda a 

faixa de concentração dos substratos utilizada. Por outro 

lado, SILVA et al. (1974) afirmaram que a calicreina 

urinária de rato é ativada em altas concentrações do 

substrato Tos-Arg-OMe. 

A inibição da calicreina urinária humana em altas 

concentrações de Tos-Arg-OMe descrita aqui está em descordo 

com os resultados publicados por HIAL et al. (1974) para a 

hidrólise do mesmo substrato catalisada pela calicreina 

urinária humana, que afirmaram que a enzima sofre ativação em 

concentrações do substrato maiores do que 2,0 mM. 

Os valores de Km calculados para as hidrólises dos 

substratos Bz-Arg-OEt, Tos-Arg-OMe e D-Val-Leu-Arg-Nan 

catalisadas pela calicreina urinária humana são menores do 

que os citados na literatura (Tabela 10). Entretanto, 

comparando-se os valores de V^ax observa-se que com os 

substratos do tipo éster os valores são maiores do que os 

citados por HIAL et al. (1974) e GEIGER et al. (1977) e menor 

do que o valor publicado por OLE MOI-YOI et al. (1979). Com o 

substrato D-Val-Leu-Arg-Nan o valor calculado foi menor do 

que o valor citado por GEIGER et al. (1980) . As diferenças 



observadas nos valores de K, e Vn,ax devem ser devidas a 

pequenas diferenças nas condições experimentais utilizadas. 

Analizando-se a Tabela 6 verifica-se que para os 

substratos do tipo 4-nitroanilida os valores de K., são muito 

próximos. Entretanto, os valores de kc at S kcnt /K, (14,17 ± 

0,22 e 1.160, respectivamente) para o D-Val-Leu-Arg-Nan são 

8,0 e 9,5 vezes maiores do que os valores obtidos para o Ac- 

Phe-Arg-Nan (kcat = 1/79 ± e k^at/Ks = 122), respectivamente, 

mostrando assim, que o D-Val-Leu-Arg-Nan é melhor substrato 

para a calicreina urinária humana do que o Ac-Phe-Arg-Nan. 

Estes resultados estão de acordo com os resultados 

de OLIVEIRA et al. (1987) que, analisados, mostram que entre 

os substratos Ac-Phe-Arg-Nan e D-Val-Leu-Arg-Nan para a 

calicreina pancreática de porco, o D-Val-Leu-Arg-Nan é melhor 

substrato. Entretanto, para a calicreina urinária de cavalo, 

segundo ARAÚJO-VIEL et al. (1988) os parâmetros cinéticos 

calculados para os dois substratos revelam que a 

especificidade da enzima por eles é praticamente a mesma. 

Os parâmetros cinéticos calculados para as 

hidrólises dos substratos do tipo éster, apresentados na 

Tabela 6, mostram que a calicreina urinária humana apresenta 

uma maior afinidade pelo Tos-Arg-OMe, porém a eficiência 

catalitica e a especificidade são maiores para o Bz-Arg-OEt. 

Estes resultados estão de acordo com os de FIEDLER & WERLE 

(1968) para a hidrólise dos substratos do tipo éster 
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catalisada pela calicreina pancreática de porco e com ARAÚJO- 

VIEL et al. (1988) para a calicreina urinária de cavalo. 

Nenhuma comparação foi feita entre os parâmetros 

cinéticos (kcat e kcat/K^) para os substratos do tipo éster com 

os substratos do tipo 4-nitroanilida, pois a etapa limitanto 

da velocidade de reação, em geral, é diferente para os dois 

tipos de substrato. 
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TABELA 10 - Comparação de algumas constantes cinéticas 

para a hidrólise de substratos sintéticos 

pela calicreina urinária humana. 

Substrato K„ V, Ref 

(MM) (|.imol/min .mg) 

Bz-Arg-OEt 

Tos-Arg-OMe 

1340 0,34 
560 _ 

380 _ 

480 
1100 7,14 

482 20,10 

1140 0,37 
750 

490 _ 

330 
670 1,90 
400 194,00 
145 4,93 

D-Val-Leu-Arg-Nan 24 5, 67 
11,9 3,10 

HI AL 
MATSUDA et 

al.(1974) 
al. (1976) 

GEIGER et al. (1977) 
Este trabalho 

HI AL 
MATSUDA 

et 
et 

al 
al 

(1974) 
(1976) 

GEIGER et al. (1977) 
OLE MOI-YOI et al. (1979) 

Este trabalho 

GEIGER et al. (1980) 
Este trabalho 

condições experimentais utilizadas 

autores são ligeiramente diferentes. 

pelos diferentes 



IV. 5. Inibiçâo das atividades amidásica e esterásica da 

calicreina urnária hiomana 

IV.5.1. Inibiçâo da atividade esterásica da calicreina 

urinária hvunana pelo excesso dos substratos 

As inibições da calicreina urinária humana em altas 

concentrações dos substratos Bz-Arg-OEt e Tos-Arg-OMe, 

mostradas nas Figuras 18 e 19 revelam uma inibiçâo 

progressiva em função do aumento das concentrações dos 

substratos até 68% de inibiçâo, quando as inibições so 

estabilizam. 

O fenômeno de inibiçâo da calicreina urinária 

humana em altas concentrações dos substratos nào pode ser 

atribuído à perda de atividade da enzima, uma vez que ela 

mostrou-se estável nas condições em que foram conduzidos os 

ensaios, mantendo 100% de sua atividade enzimática após 60 

min de incubação a 37°C. O tempo máximo de incubação da 

calicreina urinária humana com os substratos era de 20 min. 

Uma segunda hipótese para explicar a diminuição nas 

velocidades de hidròlise em altas concentrações dos 

substratos seria a possibilidade de inibiçâo da calicreina 

urinaria humana pelos produtos da reação. Entretanto, a 

atividade esterásica da enzima com o substrato Bz-Arg-OEt não 

foi afetada na presença de etanol e Bz-Arg em concentrações 

equimoleculares, sugerindo assim, que o efeito inibitório nào 

é devido aos produtos formados na reação. 



Os dados obtidos neste trabalho para a inibiçào da 

calicreina urinária humana por excesso dos substratos Bz-Arq- 

OEt e Tos-Arg-OMe foram submetidos ao tratamento cinético 

proposto por DIXON & WEBB (1958), para inibição enzimática 

por excesso de substrato. 

Segundo estes autores, a inibição de enzimas com 

vários subsitios de ligação, por excesso de substrato, ocorre 

como conseqüência da formação de complexos improdutivos 

enzima-substrato. Nestes complexos improdutivos, alquns dos 

grupos ligantes da enzima estão combinados com parte de uma 

molécula de substrato, enquanto outros estão interagindo com 

partes de uma outra molécula de substrato formando um 

complexo improdutivo ES2. A probalidade de formação destes 

complexos aumentaria em altas concentrações do substrato. 

Os dados obtidos neste trabalho não se ajustaram a 

este modelo. 

Torna-se importante também, a realização de estudos 

cinéticos da calicreina urinária humana com o substrato 

natural, o cininogênio, explorando uma ampla faixa de 

concentrações do substrato, visando obter um melhor 

conhecimento do comportamento cinético da enzima com seu 

substrato natural. 
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IV. 5.2. Inibiçâo da atividade amidásica da calicreina 

urinária humana 

IV.2.1. Inibiçâo da atividade amidásica da calicreina uriná- 

ria hxamana por aprotinina 

A inibiçâo da calicreina urinária humana por 

aprotinina foi amplamente estudada. Dos gráficos de 

velocidade residual versus concentração de aprotinina em cada 

concentração do substrato D-Val-Leu-Arg-Nan foram extraídos 

os valores de Ki aparente (Tabela 7). O gráfico de Ki aparente 

versus concentração do substrato originou uma reta, mas com 

intercepto negativo nos eixos das ordenadas, indicando que o 

mecanismo de inibiçâo da calicreina urinária humana pela 

aprotinina era mais complexo que o competitivo citado por 

GEIGER et al. (1977). 

O gráfico de Lineweaver-Burk (Figura 21) indicou 

^a possível inibiçâo competitiva da enzima pela aprotinina. 

Entretanto, segundo PLOWMAN (1972), a inibiçâo competitiva 

pode ser linear, parabólica ou hiperbólica. Segundo o autor 

para se distinguir os vários tipos de inibiçâo competitiva 

faz-se o gráfico das inclinações das linhas obtidas no 

gráfico dos duplos-recíprocos versus concentração do 

inibidor. O resultado (reta, parábola ou hipérbole) indica o 

tipo de inibiçâo competitiva. De acordo com PLOWMAN (1972) se 

g"Ljnplssmente o termo competitivo é usado, o tipo linear de 

inibiçâo competitiva está sendo assumido. 
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O gráfico das inclinações das retas obtidas nos 

duplos recíprocos versus a concentração de aprotinina é 

mostrado na Figura 22. A parábola obtida indica que a 

inibição é do tipo competitiva parabólica. 

Estes resultados são consistentes com o modelo 

cinético proposto em que calicreina e aprotinina podem formar 

um complexo ternário, onde uma molécula de calicreina liga-se 

a duas de aprotinina. Somente em concentrações muito baixas 

do inibidor (abaixo de 4,0 nM) calicreina e aprotinina forman 

um complexo equimolecular (Figura 22) . Nestas condições, a 

aprotinina pode ser usada para titular a calicreina. 

Parece pouco provável que ambas as moléculas de 

aprotinina estejam ligadas ao sitio ativo da calicreina, pois 

além do tamanho das moléculas de aprotinina (PM = 6511) 

somente um subsitio aniônico Si (nomenclatura de SHECHTER & 

BERGER, 1967) tem sido descrito no sitio ativo da molécula de 

calicreina, ao qual se liga a Lys 15 da molécula de 

aprotinina. 

Foi mostrado no presente trabalho que a 

estequiometria da reação entre calicreina urinária humana e 

aprotinina depende da concentração do inibidor (MIRANDA et 

al./ 1995)' Isto explica a controvérsia na literatura sobre a 

inibição de calicreinas por aprotinina. VOGEL & WERLE (1970) 

reportaram que a inibição de calicreina por aprotinina é não 

competitiva, enquanto GEIGER et al. (1977) reportaram que a 

inibição da calicreina urinária humana por aprotinina é 
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competitiva. Entretanto, esses investigadores não publicaram 

os gráficos de seus dados experimentais. 

O valor de Ki para a aprotinina (9 nM) citado por 

GEIGER et al. (1980) e GEIGER & FRITZ (1981) é diferente do 

valor de Ki (16,20 nM) calculado no presente trabalho. Esta 

difença pode ser devida ao fato de terem sido determinados 

por métodos diferentes. 

De nossos dados experimentais foi possivel calcular 

os valores de Ki (16,20 nM) e Kn (1,10 nM). 

Outros valores de Ki e Ka foram utilizados na 

tentativa de se obter um melhor ajuste dos dados 

experimentais. Fazendo-se Ki = 16,2 nM e Kü = oo; Ki = 1,1 nM 

e Kii = oo ou Ki = Kii = 16,2 nM foram obtidas retas por ajuste 

dos dados à equação de velocidade (Figura 23) . Já na 

simulação (5) onde se fez Ki = Kü = 5,08 foi obtida uma 

curva que se aproximou do comportamento descrito, entretanto, 

Tjm melhor ajuste foi alcançado para os valores de Ki = 16,2 

roM e Kii = 1,1 nM. 

Como pode ser observado Kü < Ki, isto é, a segunda 

itiolécula de aprotinina liga-se à enzima com uma maior 

afinidade que a primeira sugerindo que este segundo sitio de 

ligação provavelmente tenha sido criado ou positivamente 

jnodulado pela ligação da primeira molécula de aprotinina ao 

centro ativo da enzima. 

A presença de um segundo sitio de ligação para 

substrato na tripsina, isto é, um sitio de ativação, tem sido 
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sugerido por várias linhas de evidências. A formação de 

complexos binários e ternários entre tripsina, substrato e um 

modificador, o qual pode ser o próprio substrato, com 

decomposição dos complexos ternários a uma velocidade maior 

que os complexos binários foi descrita por TROWBRIDGE et al. 

(1963) e TSUNEMATSU et al. (1983). OLIVEIRA et al. (1993) 

mostraram que o sitio secundário está diretamente relacionado 

com o mecanismo de ativação da tripsina. Estudos cinéticos de 

inibição da tripsina por aprotinina mostraram que a enzima o 

este inibidor formam um complexo equimolecular (GREEN & WORK, 

1953) e KASSEL (1970). 

Estudos cinéticos da inibição de calicreina 

pancreática de porco pela aprotinina mostraram que a enzima e 

o inibidor também formam um complexo equimolecular (DIETL et 

al., 1979). A estrutura do complexo calicreina pancreática do 

porco-aprotinina foi determinada por estudos de difraçâo de 

raios X em cristais obtidos de uma mistura equimolecular da 

enzima e do inibidor. Entretanto, JUNQUEIRA et al. (1992) 

demonstraram que o DABB é um inibidor competitivo parabólico 

das calicreinas A e B de pancreas de porco. 

Três considerações nos levam a crer que o sitio dc 

ligação para a segunda molécula de aprotinina na molécula do 

calicreina seja diferente do sitio secundário (S2' ) descrito 

para a tripsina: a) a estequiometria é 2:1, enquanto que para 

a tripsina é 1:1; b) a tripsina é ativada quando a molécula 

do modificador se liga ao subsitio S2', enquanto que a 

ligação da segunda molécula de aprotinina à calicreina 



144 

aumenta a inibição e c) devido ao tamanho da molécula do 

aprotinina parece pouco provável que duas moléculas cio 

inibidor possam ligar aos subsitios Sj e Sj' do centro ativo 

da calicreina simultaneamente. 

Nós não conhecemos a posição deste novo sitio do 

ligação, mas acreditamos que ele não esteja muito próximo do 

sitio ativo da calicreina. A caracterização mais detalhada do 

segundo sitio de ligação na calicreina urinária humana requer 

estudos de difração de raios X na estrutura cristaloqrAfica 

do complexo ternário calicreina-aprotinina (1:2). 

IV.5.2.2. Inibição da atividade amidásica da calicroina 

urinária humana por benzamidina 

O gráfico de Michaelis-Menten para a hidróliso do 

substrato D-Val-Leu-Arg-Nan na ausência e na presença de trôs 

concentrações de benzamidina é mostrado na Figura 25. Como 

pode ser observado a inibição não é do tipo competitiva 

conforme foi descrito por HIAL et al. (1974) e GEIGER et al . 

(1977), pois à medida que a concentração de benzamidina 

aiamenta o V^ax diminui e o Km aumenta. Esses valores são 

apresentados na Tabela 8. 

A alteração tanto nos valores de K,„ como nos 

valores de V^ax para a hidrólise do substrato D-Val-Leu-Arq- 

Nan na presença de benzamidina sugere que a inibição é do 

tipo mista, com duas moléculas do inibidor ligando-se em dois 

sitios em uma única molécula de calicreina. 
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Os dados experimentais foram ajustados à equação 

de velocidade descrita para a inibiçào mista (item 

III.7.2.2). Por meio de ajuste, feito por regressão 

simultânea não linear, foi possível determinar os valores do 

Kic e Kiu ( 1,75 ± 0,44 mM e 9,30 ± 2,87 mM, respectivamente). 

A Figura 28 apresenta o ajuste dos dados experimentais à 

equação de velocidade descrita para a inibição mista. A parto 

B da Figura (gráfico dos resíduos relativos) mosta ura bom 

ajuste, pois os residuos relativos estão distribuídos do 

forma aleatória. 

Os valores de Kic e Kiu foram estimados também 

graficamente pelos gráficos de DIXON (1953) (Figura 26) e 

CORNISH-BOWDEN (1974) (Figura 27) sendo iguais a 1,60 mM o 

9,83 mM, respectivamente. Como pode ser observado os métodos 

gráficos permitem estimar os valores das constantes do 

dissociação do complexo calicreina-benzamidina com uma boa 

aproximação. 

O valor de Kic aqui descrito está de acordo com o 

valor reportado por HIAL et al. (1974) de 2,0 mM para n 

constante de dissociação do complexo calicreina-benzamidina. 

conforme já mencionado estes autores propõem que a inibição 

da calicreina urinária humana pela benzamidina é do tipo 

competitiva. 

A tripsina, segundo MARES-GUIA & SHAW (1965) 6 

inibida competitivamente pela benzamidina. A constante do 

dissociação do complexo tripsina-benzamidina reportada por 

esses autores é de 0,016 mM. Como pode ser observado esto 
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valor é aproximadamente 100 vezes menor do que o Kic obti(io 

para o complexo benzamidina-calicreina urinária humana. 

Assim, benzamidina é melhor inibidor para a tripsina do quo 

para a calicreina urinária humana, como demonstrado por 

MARES-GUIA & DINIZ (1967) para a calicreina urinária de rato. 

Segundo GEIGER & MISKA (1988) os papéis 

fisiológicos e patofisiológicos das calicreinas tissulares no 

organismo ainda não estão claramente compreendidos o, 

segundo estes autores, há crescentes evidências de que as 

calicreinas tissulares podem ter um importante papel na 

regulação da pressão e do fluxo sangüíneo, na hipertensão, 

na função e disfunção renais, na proliferação celular, na 

motilidade e migração do esperma, na absorção intestinal e 

metabolismo muscular da glicose ou no diabetes. 

Entretanto, para compreender melhor a participação das 

calicreinas tissulares nestes processos, acreditamos que ó 

necessário uma melhor compreensão das propriedades 

enziniáticas destas calicreinas, e o presente trabalho 6 o 

resultado de um grande esforço desenvolvido com esto 

objetivo. 
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V - CONCLUSÕES 

O método de purificação da calicreina urinária humana 

apresentado mostrou uma significativa simpli f icaçcio 

operacional em relação aos métodos de purificação 

descritos na literatura, tornando mais fácil a 

purificação da enzima em larga escala. 

A caracterização cinética com substratos sintéticos de- 

rivados da arginina Na-substituida amida e éster mostrou 

que a calicreina urinária humana apresenta comportamento 

cinético bimodal: 

a) em baixas concentrações dos substratos a enzima segue 

a cinética clássica de Michaelis-Menten. 

b)Em altas concentrações dos substratos a enzima des- 

via-se da cinética de Michaelis-Menten, sendo levemente 

ativada pelos substratos do tipo 4-nitroanilida (k é 

11,5 vezes maior que ki com o substrato D-Val-Leu-Arq- 

Nan e 36,3 vezes maior com o substrato Ac-Phe-Arg-Nan) 

e, sensivelmente inibida pelos substratos do tipo óster 

(68%) . 

A análise dos parâmetros cinéticos K,„, e k,.,,t/K,„, para 

as hidrólises dos substratos sintéticos catalisadas pela 

calicreina urinária humana mostrou que dentre os dois 

substratos do tipo peptidil 4-nitroanilida testados o 

melhor foi o D-Val-Leu-Arg-Nan e dentre os dois 

substratos do tipo éster o melhor foi o Bz-Arg-OEt. 
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A inibição da atividade esterásica da calicreina uriiiá- 

ria humana observada em altas concentrações dos 

substratos do tipo éster não foi devida aos produtos da 

reação, nem à perda da atividade enzimática cia 

calicreina urinária humana. 

A caracterização cinética da calicreina urinária humana 

com inibidores mostrou que: 

a) com a benzamidina, a inibição da atividade amidásica 

da enzima é do tipo mista, sugerindo que o inibidor podo 

ligar-se em dois diferentes sitios na molécula do 

calicreina. 

b)Com a aprotinina, a inibição da atividade amidásica da 

calicreina urinária humana é do tipo competitiva 

parabólica, com duas moléculas de inibidor ligando-so a 

uma molécula de calicreina. 
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