NOVIDADE CIENTIFICA

UMA ACELERACAO NOTAVEL NA VELOCIDADE DE TIOLISE DE ESTERES
PRODUZIDA POR VESICULAS DE ANFIFILICOS SINTETICOS

Iolanda M. Cuccovia*, Frank H. Quina** e Hernan Chaimovich*

Departamentos de Bioquimica*e Quimica Fundamental**do
Instituto de Quimica da Universidade de Sdo Paulo,
Séo Paulo, S. P., BRASIL

(Recebido em 28/10/82)

As propriedades de agregados formados por anfifilicos
sintéticos de formula geral l;‘ > YR, = R; =Cyp.38;

H,s.37 € Y tipicamente =PO3 ou — N* gg3 ) vem atrain-

do interesse crescente nos ultimos anos ‘%.A estrutura
dos agregados formados por estes anfifilicos ¢ comparavel
as formadas por fosfolipfdeos em solugdo aquosa, destacan-
do-se vesiculas uni- e multilamelares®*® bem como outros
tipos de estruturas em bicamada®. Estes sistemas estdo sen-
do utilizados para investigar:

i.a relag@o entre a estrutura do mondmero e as proprie-
dades dos agregados’>®; ii, transferéncia de energia em sis-
temas dimensionalmente restritos®>'?; iii, reatividade qui-
mica em ambientes como os encontrados em sitio ativo de
enzimas e membranas biolégicas'! »'2,

Num trabalho recente descrevemos que a reago de tioli-
se de octanoato de p-nitrofenila (NPO) por n-heptil mercap-
tana (HM) (Reacdo I) ¢ acelerada mais de um milhdo de ve-
zes por vesiculas de cloreto de di{n-octadecil) dimetilamé-
nio (DODAC)!?
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Vesfculas de DODAC preparadas'’> em tamp3o acetato
foram aplicadas em colunas contendo peneira molecular
(Sephadex G-25) e elufdas com o mesmo tampao. As vesi-
culas eluem no volume vazio da coluna e o cloreto (contra-
fon do DODAC) é detectado no volume interno. O acetato
substitui completamente o cloreto no processo de prepara-
¢do e filtragdo das vesiculas.

A forma das curvas que relacionam pKap da HM com
DODAC ¢ dependente da natureza e da concentragdo dos
fons presentes (Fig. 1). Estas curvas sfo descritas adequada-
mente pelo formalismo de troca idnica em micelas'® que
considera a associa¢fo da forma neutra da HM com as vesi-
culas e as trocas ionicas (OH /CI™; OH /Acetato e —OH/
mercapteto) na superficie da vesicula. A andlise do efeito
de DODAC na constante de pseudo primeira ordem para a
Reacdo I foi também feita utilizando o formalismo de troca
ionica'® que leva em conta os pardmetros utilizados na an4-

lise do pKap ¢ as constantes de segunda ordem na 4gua e na

vesicula (k3 e k¥ ). Da Figura 2 obtivemos, diretamente, o
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valor médximo de ky, em presenca de veswulas de DODAC
(k MAX) a cada pH. A relaggo entre KMAX ¢ o valor da
constante de pseudo-primeira ordem &5 g/calculada para a
fase aquosa, fornece o valor da aceleragdo em cada pH (Ta-
bela 1).

10,0

9.5

9,0 A
o) 5 10

DODAC(M)xIO2

Figura 1. Efeito de vesiculas de DODAC sobre o pk aparente (pkap)
de heptil mercaptana. A. Vesiculas preparadas em Tampdo Tris. HC]
0.02 M pH 9.1 (®); borato 0.01 M pH 9.3 (0); B. Tris acetato 0.02
M pH 9.05 (D) e Tris acetato 0.04 M pH 9.05 (m). As linhas sdo cal-
culadas.

A simples demonstra¢fo de um aumento de um milhao
de vezes na constante de velocidade de uma reagdo num
modelo ndo-enzimdtico é pouco esclarecedora com relagdo
a origem desta acelerac@o ou a sua relagdo com as velocida-
des obtidas na catdlise por enzimas. Neste caso a aceleragdo
¢ de tal magnitude que se faz essencial compreender a ori-
gem dos fatores que contribuem para a aceleragdo observa-
da.

A velocidade da reagao de tidlise de NPO por HM na
presenga de vesiculas é a soma das velocidades de rea¢fo na
fase aquosa (determinada pela constante de velocidade na
fase aquosa e a concentra¢cdo dos reagentes nessa fase) e a
velocidade na ‘‘fase’” vesicular (determinada pela constante
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Figura 2. Efeito de vesiculas de DODAC na tiblise de octanoato de
p-nitrofenila (§ x 10-¢ M) por heptil mercaptana (5 x 10-° M).
Tampdo acetato 0.01 M pH’s 4,0 (»); 4,6 (w); 5,0 (0); 5,35 (@ e
5.6 (0). Todas as curvas sio calculadas.

e a concentragfo local dos reagentes na fase). Desde que a
fragdo de volume ocupado pelas vesiculas é pequena’® e o
NPO e HM devem se solubilizar preferencialmente na bica-
mada da vesfcula'®, a concentragio local de reagentes na
vesfcula pode ser ordens de magnitude maior que na fase
aquosa. Assim, para uma reagdo bimolecular em que o coe-
ficiente de parti¢do dos dois substratos seja da ordem de
10°, a velocidade da reagdo serd ~10® vezes maior na pre-
senca de 10™* M DODAC simplesmente devido a concentra-
¢do dos substratos na vesicula.

Utilizando os paridmetros derivados da andlise quantitati-
va do efeito de vesfculas de DODAC sobre o pKyp), e a teo-
ria de troca idnica'® demonstramos que os valores calcula-
dos para a constante intrinseca de velocidade de tidlise na
fase vesicular sfo somente 15 vezes maiores que a constan-
te de velocidade na fase aquosa (Tabela I). Portanto, o fator
de aceleragfo mais importante €, de fato, um efeito de con-
centragio local de reagentes.

Se bem que a relagdo entre acelera¢des de velocidade ob-
tida em agregados de anfifflicos e os dados cinéticos para
enzimas ndo seja simples nem direta os resultados deste tra-
balho tém relevincia para a compreenso do papel dos fato-
res entropicos na catdlise enzimdtica. Assim, a andlise dos

dados cinéticos para o modelo apresentado demonstra que
ainda no caso de ligagdo pouco especifica de substrato, au-
mentos de velocidade considerdveis podem provir da con-
centragfo dos componentes de uma reagfo bimolecular
num ambiente dimensionalmente restrito.

TABELA 1. Efeito de vesiculas de DODAC sobre a velocidade de
tiélise de octanoato de p-nitrofenila por heptil mercap-

tana.
kax 1'% Aceleracdo
pH 4 4 .
sHx10® 'yx10° &7 k%)
v "y
4,0 2,3 0,3 7,7 x 106
4,35 3,9 0,67 58x 10
4,60 4,7 1,20 3,9 x 10°
5,0 8,0 30 2,7x 106
5,35 18,4 6,70 2,7 x 10
5,60 27,0 11,9 2,3 x 108
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