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Introducao

Uma das formas de se modificar as propriedades
cataliticas de uma enzima estd na interagdo com
polimeros. A interagdo carga-carga entre polimero e
enzima ¢é capaz de promover modificacoes
estruturais que podem ativar ou inibir a atividade
enzimaica. Um polimero muito versétl é a
polietilenoimina (PEI) que, por apresentar sitios
nucleofilicos, pode ser funcionalizada com
grupamentos que contenham diferentes cargas.
Nesse trabalho, a PElI foi derivatizada
combinatorialmente’ com grupamentos funcionais
contendo tanto cargas positivas como negativas,
obtendo-se, assim, polimeros com diferentes cargas
liquidas. Esses polimeros foram analisados através
da interagdo com a quimotripsina que possui um pl
de 8,8, porém, possui diferentes cargas liquidas em
diferentes regides de sua superficie.”

Resultados e Discussao

Para a preparacdo dos polimeros foi utilizado o
método de funcionalizagdo combinatorial, fazendo-
se uso de reagentes acetilantes e guanilantes. Para
a acetilacdo e insercdo de cargas negativas ao
polimero foi usado de 0 a 1 eq. de acetato de a-
bromo-terc-butila por unidade monomérica do
polimero. Ja para a guanilagao e insergao de cargas
positivas a PEl usou-se de 0 a 1 eq. de praxadina.
Dessa forma, foi obtida uma biblioteca contendo 77
polimeros com diferentes combinacgoes
estequiométricas para os dois derivatizantes. Do
mapeamento cinético da reagao de hidrolise de
acetato de p-nitrofenila (pNPA) pelo sistema enzima-
polimero (1:1), Figura 1A, observou-se dois
comportamentos distintos: i) hiperatividade no
processo de hidrolise de pNPA, com velocidades
entre 3,5a7,0x 10%s”, a velocidade de hidrélise do
PNPA na presenca de quimotripsina, a 35°C e pH
78,¢6de35x10%s"; e i) processo inibitério com
valores entre 1,5 a 3,5 x 108 s™. A regido onde
houve hiperatividade é a que contém uma
combinacdo maior de derivatizantes contendo carga
negativa. Enquanto a regiao de inibicdo ha uma
maior quantidade de grupos positivos e combinagao
de grupos positivos e negativos. A hidrolise do pNPA
meramente pelos polimeros funcionalizados foi
analisada e foi pouco relevante. A quimotripsina
possui até 6 residuos de triptofanos expostos ao
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solvente  (fluoréforos)®, e uma medida de
fluorescéncia, feita assim que os polimeros foram
adicionados ao sistema, revelou que as regides com
maior efeito inibitdrio sofreram uma supressao maior
da fluorescéncia, o que pode ser observado na
Figura 1B. Para a regido onde houve hiperatividade
a queda foi menor.

Intensidade de Fluorescancia

Figura 1. A) k,,s de hidrolise de pNPA pelo sistema
polimeros-enzima por eq. de acetil e guanidina. B)
Intensidade de Fluorescéncia pelos eq. de
derivatizantes.

Para toda a biblioteca, foi apontado que as
supressdes eram consistentes com a Equagdo de
Stern-Volmer.* As constantes bimoleculares, kg,
ficaram na faixa de 10" M's' para ambas as
regides. Como para agua é de 10" M”'s™, entdo os
processos inibitério e hiperatividade ndo sao
controlados por difusdo. Na regiao onde foi maior o
efeito inibitério, maiores foram as constantes de
Stern-Volver (Ksy). Dessa forma, na regido onde sao
maiores as constantes de ligacdo, maior é a
interacao dos polimeros com a proteina e, assim,
maior € a inibigdo da enzima.

Conclusoes

Os sistemas polimero-proteina indicaram inibigao e
hiperatividade dependendo da carga liquida da PEI
derivatizada. Os mesmos sdo consistentes com a
Equagao de Stern-Volmer e quanto maior a inibigao
da proteina, maior € a sua interagdo com os
polimeros.
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