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RESUMO

O tripsinogénio e as isoformas de tripsina (B-, a- e W-tripsina) sdo serino
proteases com uma cadeia polipeptidica contendo 229 e 223 residuos de aminodcidos,
respectivamente. Sdo proteinas globulares com predomindncia de folhas beta
antiparalelas e segmentos curtos em alfa-hélice em sua estrutura secundéria e
apresentando dois dominios com estruturas similares. O estudo da atividade e
estabilidade destas enzimas tem sido de grande interesse durante anos de pesquisa
devido a grande importincia bioquimica e biotecnoldgica em que a enzima atua. No
presente estudo investigou uma metodologia de otimizacdo de purificacdo de isoformas
de tripsina a fim obter proteinas mais puras, ativas € em maior quantidade do que os
métodos usados anteriormente. As proteinas purificadas foram caracterizadas por sua
massa molecular, atividade enzimatica, tempos para decaimento de atividade de 5% e de
50% e outros parametros fisico-quimicos. A estabilidade termodinamica de
tripsinogénio O- € Y-tripsina em meio 4cido foi investigada usando-se a técnica de
calorimetria diferencial de varredura. A metodologia de purificacdo de isoformas de
tripsina desenvolvida neste trabalho foi considerada satisfatéria quanto a pureza,
atividade e quantidades obtidas. Os resultados termodinamicos para o tripsinogénio e
para as isoformas de tripsina sugerem a ocorréncia de uma mesma transi¢ao
conformacional em dois estados € sofrida em todas as situagdes experimentais,
possibilitando realizar a caracterizagao termodinamica. Os resultados sugerem ainda que
existe uma diminuicdo de estabilidade termodinamica e estrutural a medida que a

isoforma [B-tripsina se converte em Q- e esta em -tripsina.
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ABSTRACT

Trypsinogen and the trysin isozymes (-, o- and - trypsin) are serino proteases
with a polypeptide chain of 229 and 223 amino acid residues, respectively. They are
typical globular proteins with a predominance of antiparalel beta sheet and small alpha-
helical segments in their secondary structure, presenting two domains with similar
structures. The study of the activity and stability of those enzyme has been of great
interest during years due to their great biochemical importance and biotechnolgical
applications. In the present work, our research group in protein chemistry and
thermodynamics has performed an optimization of the purification methodology of the
trypsin isoforms in order to furnish purer proteins, more active and in larger amount
than the methods previously reported in the literature. The purified isoforms were
characterized by their molecular mass, enzymatic activity, shelf-life, half-life and other
physical-chemical parameters. The thermodynamic stability of trypsinogen and trypsin
isoforms in acid media was accessed by using differential scanning calorimetry. The
methodology of trypsin isoforms purification developed in this experimental work was
considered satisfactory as wells as the purity, activity and amount of the proteins. The
thermodynamic results suggest that the same two states conformational transition is
occurs in all the experimental conditions, for trypsinogen and the trypsin isoforms,
being thus possible to accomplish the thermodynamic characterization. The
thermodynamic data show yet that a decrease in thermodynamic and structural stability
is apparent when [3- converts itself into o trypsin and this isoform is converted into Y -

trypsin.

Xiii



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Superposi¢do estrutural de cinCo SErino Proteases. ........ccceevveerruveerrrveeriveeennnes 30
Figura 2: Seqiiéncia dos 229 aminoécidos do tripsinogé€nio bovino. .........c..cceceevueneee. 31

Figura 3: Seqiiéncia dos 229 aminoécidos do tripsinogénio bovino. Val-Asp-Asp-Asp-

ASDLLYS + ettt e et e e et e e ettt e e e ettt e e e e bbeeeeannraes 32
Figura 4: Estrutura primaria de B-tripsina, Sptp.pdb. .......cccevveerrenieieiieieieeeeevene 33
Figura 5: Conversao de tripsinogénio nas isoformas de tripSina. ..........ccecceeevvuveerveennnne. 34

Figura 6: Pontos de clivagem na conversao de tripsinogénio para as isoformas ativas de

EEIPSINA DOVINA ..eeiniiieiiiie ettt ettt ettt e et e et e s bt e e s bt e e sabbeesabbeesabeeesabeeseans 35
Figura 7: Estrutura tridimensional de B-tripsina bovina...........cccceeeeviieenieniieenieneeenen. 38
Figura 8: Dominios isolados da isoforma B-beta tripsina em forma de beta-barris. ...... 39
Figura 9: Disposicdo das pontes dissulfeto na isoforma B-tripsina...........ccccecevueeeeenene. 40
Figura 10: Sitio de ligagdo a fon célcio na isoforma B-tripsina...........cccceevevvrverierierennene. 41

Figura 11: Sistema cromatogréfico de troca i0nica catidonica de separacdo de proteinas.
Dimensoes de 90.0 X 2.2 €M Di...oouviiiiiiiiiiiieeeeceeeee e 47
Figura 12: Cromatografia cldssica de troca i0nica catidnica de isoformas de tripsina em
meio alcalino segundo Schroeder & Shawn. ...........ccocoiiiiiiiiiiiiniiiee 48
Figura 13: Cromatografias de tripsina comercial bovina (Worthington) de Schroeder &
SRAW (1968t 49
Figura 14: Sistema de funcionamento do DSC. .........cccceoiiiiiniiiiicceceeeen 66
Figura 15: Cromatografia de troca idnica catidnica usando fase estaciondria SE-
SEPHADEX C-50® (Pharmacia®) reproduzindo o sistema cldssico de Schroeder &

SHAW (1968).....eeiniieiieieeieee ettt ettt ne s 76

X1V



Figura 16: Efeito da concentracdo de NaCl sobre a resolu¢do cromatogrifica.............. 80
Figura 17: Efeito do fluxo sobre a resolucdo cromatografica.. ........cccceeevveeecveenneennnne. 88
Figura 18: Efeito do fluxo sobre a resolucdo cromatografica. .........cccceeeeveeecveenneeennne. 89
Figura 19: Efeito do pH da fase modvel sobre a resolu¢do cromatogrifica de a- e B-
10010 1 1 - PO US PP 97
Figura 20: Atividade amiddasica da isoforma o-tripsina em fun¢do do pH. ................. 103
Figura 21: Fragdes utilizadas dos picos de B-, a-, e y- tripsina para testes fisico-
QUITIEICOS. . uvteeuiteeeiitee ettt et te ettt e ettt e ettt e et e e e bt eeeabaeeeabeeesabeeesbeeebbeesnabeesabbeesaseeenabeeenanes 104
Figura 22: Novo sistema cromatogrifico operando nas seguintes condigdes: 500
uL.min'l, 1,2 g de quantidade de partida............cooceeeeriieiiiiiniiiinieeeeeeeeeee 112
Figura 23: Novo sistema cromatografico operando nas seguintes condigdes: 300
uL.min™; 1,0 g de quantidade de PArtida. .............oo.oveeveeveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 113
Figura 24: Novo sistema cromatografico operando nas seguintes condi¢des:

500 uL.min™", 1,0 g de quantidade de partida. ............cocoveveeveeueeeeeeeeeeeeeeeeeeseeseens 114
Figura 25: Novo sistema cromatografico operando nas seguintes condigdes:
400 pL.min™', 0,8 mg de quantidade departida...............oweveeeeeeeereeereeeeeereeeeeeeeeeeenae 115
Figura 26: Novo sistema cromatografico operando nas seguintes condigdes:
350 uL.min"", 500 mg de quantidade de partida. ..............coooveeveeeeeeeeeeeereeeeeeeeeeens 116
Figura 27: Fracdes utilizadas dos picos de B-, a-, e y-tripsina para testes fisico-
QUITIEICOS. 1.nvveeeetreeeteeeeieeeeteeesteeeetteeesateeesaeeesaeesnsaeeansaeessseeenssaeessaeesseeansseennsneennseeennses 117
Figura 28: Estimativa do “Shelf-life” da atividade amidasica residual da isoforma o-
tripsina liofilizada armazenada. ..............coocueieiiiiiiiiiiiniieeeeeeee e 119
Figura 29: Estimativa do “half life”ou meia vida da atividade amiddsica residual da

isoforma o-tripsina liofilizada armazenada. ............ccooceeeviieiiiiiniiieiniicieeeeeeeee 120

XV



Figura 30: Decressimo real da atividade da isoforma a-tripsina de 100% para 95%... 121
Figura 31: Determinagdo de t9s¢, para W-tripsina por calorimetria diferencial de
VAITEAUTA. . c.eeniteeieeeiteeteeet ettt ettt ettt et sa e et e st e e bt e sen e eneesaneeaneenaee 124
Figura 32: Relacionamento entre AH,,; X tempo x % de moléculas inativas.. ............. 125
Figura 33: Monitoramento da transformacdo de o- em y-tripsina em fun¢do do tempo
de armazenamENTO. .......ceovuuiiiiiiiiiee ettt et 130

Figura 34: Cromatografia por exclusao molecular de tripsinogénio comercial bovino 133

Figura 35: Espectrometria de massa do tripsinogénio comercial bovino..................... 134
Figura 36: Perfil caracteristico de desnaturacao térmica de proteinas em DSC........... 137
Figura 37: Curva de desnaturag@o térmica de tripSinogenio. ..........cceccveeeeuveererveeruneenns 138
Figura 38: Curva de desnaturag@o térmica de O-tripSina.........ccceeeveeeruveeeruveensineeniuneenns 139
Figura 39: Curva de desnaturag@o térmica de WY-tripSina .........cceeeveerruveeniuveenieeenieenne 140

Figura 40: Influéncia do pH sobre a relagdo AH../AH,y para o tripsinogénio, O- € Y-
ETIPSINAL 1.vteenitieiiiee ettt e et e ettt e et e et e e et e e s st e e e sabeeeabee e bt eeeasbeesasbeeeabbeesabbeesabaeesabeeenns 149

Figura 41: Influéncia da concentracdo de proteinas sobre a relacio AH.,/AH,y de

tripsinOZENio, Ol- € W-LIIPSINA.. c..eeeiuiiriiiiieeiieiie ettt ettt e sttt et et e st e e e sareens 150
Figura 42: Céclulo de capadidade calorifica (AH 4 x T,,) de tripsinogénio... ............. 158
Figura 43: Célculo de capacidade calorifica (AH x T,,) de Q-tripsina.............cc........ 159
Figura 44: Célculo de capacidade calorifica (AH; x T,,) de y-tripsina.. .................... 160

Figura 45: Curva de estabilidade termodinidmica para tripsinogénio, -, o~ e y-tripsina

Xvi



Figura 48: Calibracdo externa elétrica do calorimetro diferencial de varredura, usando
pulsos elétricos, para aferéncia do €1X0 Y. ...ccovieeiiieriiieeiiieeiee e 192
Figura 49: Teste de precisdo do DSC com uso de tripsina comercial bovina.............. 193
Figura 50: Correlacdo entre parametro 7, para isoforma B-tripsina em épocas

QIEETEIIEES. oo e et e e e e e et ee e e e e e e et eaaa e aaeeeeeeeaaennaaeseeeeeeanannaaaeaeeaenes 197

XVvil



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Avaliagdo do fluxo cromatografico quanto a resolucdo das isoformas B- e a-
tripsina e quanto a variacdo do volume de fase estacionaria...........cceccveeevveeriuveenneeennne. 77
Tabela 2: Efeito da concentracdo salina sobre a resolugdo cromatogréfica.. ................. 78
Tabela 3: Comparagao dos tempos de retencdo para as isoformas - e a- tripsina quando
aplicados no sistema cromatografico, submetido a diferentes concentragdes salinas. ... 82
Tabela 4: Efeito do fluxo sobre a resolu¢do cromatografica.. .......ccceeeveeerveeriieeenneeennne. 85
Tabela 5: Comparacdo dos tempos de retencdo para as isoformas - e o- tripsina em
quando aplicados no sistema cromatografico submetido a diferentes fluxos
[0 00) 10 P10 o 2 1o LSRR 86
Tabela 6: Efeito da quantidade de partida sobre a resolu¢do cromatogréfica.. .............. 91
Tabela 7: Efeito do pH da fase mdvel sobre a resolugao cromatografica de B- e a-
ETIPSINAL . 1vveeerieeeetieeeieeeritee ettt e etteeetaeestaeeansaeeassaeeasseeeassaeesseeenssaeensseeansseesnsseesnseeennseeennses 94
Tabela 8: Comparacao dos tempos de reten¢do das isoformas de B- e a-tripsina em
diferentes condi¢des de pH da fase mOVel. ........ccceeeviieiiiiieniiieeeeeee e 95
Tabela 9: Efeito da reprodutibilidade sobre a resolucdo cromatogrifica de B- e a-
EEIPSINA. . .eeeenitieeitee et et et e ettt e ettt e et e e et e e e st e e e sabeeeabee e bt eesabbeesasteeeabbeesabbeesabaeesabeeens 100
Tabela 10: Comparacdo da quantidade das isoformas de tripsina, atividade amiddsica
das proteinas brutas e resolucdo cromatogréfica entre as isoformas - e o- tripsina de
marcas diferentes de tripsinas comerciais bovinas usando o sistema cromatografico

OUIMUZATO. cevveeeeee ettt ettt e e e e ettt e e e e e e e et e saa i eeeseeeessasansaseseeeesssnannnseseeeeens 107

XViil



Tabela 11: Comparacdo dos parametros cromatograficos para os testes de aumento de
escala para obtencao das isoformas de tripSina. ........cceeecveeerieeerieeenieeeriee e e eiee e 110
Tabela 12: Relacionamento da atividade esterdsica e dados calorimétricos com a

agregacdo ou desnaturacdo irreversivel para isoforma y-tripsina em fun¢do do tempo.

Tabela 13 : Influéncia da concentracdo das isoformas de tripsina no resultado
calorimétrico obtido POr DSC. ......iiiiiiiiiiiee e 131
Tabela 14 Teste da influéncia da velocidade de varredura (‘“scan rate”) nos parametros
T, € AH 4 NO tTIPSINOZEMIO. ...eeeuiieeiiieeeiiteeeiiteeetteesitteesiteeesiteeeareesbteesbbeesabteesabeeesaseeas 142
Tabela 15: Teste da influéncia da velocidade de varredura (“scan rate’”) nos parametros
T € AH 4 NA OAITIPSING. 1eveeeniiieeiieeeiieeeieeeeieeesteeesteeesteeessseeensreeesseeensseesssseesseessnseens 143
Tabela 16 Teste da influéncia da velocidade de varredura (‘“scan rate”) nos parametros
T € AH 4 NA WALTIPSINA . ..eeeniiieeiiieeeiieeeiee ettt e sttt e et esiteesbteesbaeesabteesabeeesaneeas 144
Tabela 17: Determinacdo de 7, € AH ;) para tripsinogénio, pB- a- e y-tripsina. ......... 145
Tabela 18: Determinagio de AH 29sx) € AS(20sk) para tripsinogénio, -, ot-, e Y-tripsina
€N PH 3,0, <ot e e aa e e entaeeenbeeeeanes 161
Tabela 19: Determinacéo de AG29sk) € do T, para tripsinogénio, -, a- e y-tripsina em
PH 3,0 ettt sttt et sbe et eaee 162
Tabela 20: Andlise comparativa de métodos de cdlculo da determinacdo do T para
tripsinogénio, -, o- € y-tripsina em pH 3.0. ......cooiiiiiiiiiiiiieie e 166
Tabela 21: Dados de Bittar para isoforma B-tripsina no periodo de 1999 a 2003 foram os
SEEUIMIELS: ..vveeeuvreeeerreeereeateeeateeesseeensseeansseeensseeenssesesseeesssesassseeesssessssessnssesssseeensseeennses 195
Tabela 22 Dados repetidos neste trabalho experimental para comparag¢do dos dados de

Bittar, (2003) foram os seguintes diSpOStOS abaiXo. .......ccceeerveeerieeerveeerreenrireenneeenenes 196

X1X



LISTA DE ABREVIATURAS

BApNA- N-a-Benzoil-p; -arginina p-nitroanilida.

D- Denatured= desnaturada.

DSC- Differential Scanning Calorimetry ,ou seja ,Calorimetria Diferencial
de Varredura.

Gdn-HCI- Cloridrato de guanidina.

HEPES- 4-(2-Hidroxietil) piperazina-1-acido etanosulfonico.

K- constante de equilibrio.

k-constante de velocidade cinética.

MALDI-TOF- Matrix Assisted Laser Desorption/Ionisation,
Desorcao/ionizagdo por laser assistida por matriz.

N-Nativa, Folded ou enovelada.

NPGB- 4-nitrofenil-4-guanidinobenzoato.

PDB- Protein Data Bank, banco de dados de estruturas e seqiiéncia de
proteinas.

psi-unidade de pressdo; um psi equivale a 0,068 atmosferas

AQ- Variacdo da quantidade de calor absorvida ou liberada.

Q-TOF- Quadrupole Time of Flight ou seja quadrupolo- tempo de vdo.
RMN- Ressonancia Nuclear Magnética

Twm- Temperatura na qual o polimero tem sua estrutura desnaturada em 50 %
a quente.

Tw- Temperatura na qual o polimero tem sua estrutura desnaturada em 50 %

a frio.

XX



Ts= Tmax Temperatura de maxima estabilidade na curva de AGp x T

Tris- tris (hidroximetil) aminometano.

U- Unfolded- desenovelada.

v/v-porcentagem volume por volume.

AC,-Variagdo da capacidade calorifica entre estados organizados e
desorganizados..

AG-Variagado de energia livre. de Gibbs.

AH- Variacao de entalpia.

AH.,- Variagdo de entalpia quando uma molécula desnatura, calculada pela
integral da drea da curvade C, x T.

AH, - Descreve a dependéncia da constante de equilibrio (K) em fungdo da
temperatura.

AP- Variacdo da pressdo.

AS- Variagdo de entropia.

XX1



Introdugao

1. INTRODUCAO

1.1. Termodinamica de proteinas

O estudo da termodinamica de proteinas tem atraido a atenc¢do de vérias linhas
de pesquisa devido a razdes diversas. Primeiro, por que tem sido compreendido nos
ultimos trinta anos que uma molécula de proteina, consiste em muitos milhares de
atomos que estdo em movimento (translacional, rotacional e vibracional) dependente de
variagdo de temperatura e este conjunto de dtomos € um sistema macroscépico. Como
qualquer outro sistema macroscopico, o entendimento de uma proteina requer
inicialmente um conhecimento da sua termodinamica. O segundo aspecto é que, a
termodindmica de uma proteina € esperada ser muito incomum, devido 4 organizacdo
espacial deste sistema macromolecular ser especialmente bem ordenado (Privalov,
1989).

Cada 4tomo na proteina nativa ocupa uma posicao definida (sujeita a oscilacoes)
como em um cristal, mas ao contrario de um cristal a proteina nao possui simetria € nem
periodicidade na disposicdo de seus datomos. Tal sistema macroscépico ordenado e
aperiddico nunca tinha sido tratado anteriormente do ponto de vista fisico. Logo, ndo se
pode predizer propriedades termodindmicas de uma dada proteina e
correspondentemente, ndo se pode engenheirar uma nova molécula (Privalov, 1989).
Sem o conhecimento da termodindmica todas as discussdes sobre os principios da
organizacdo de uma proteina, mecanismos de enovelamento e estabilizacdo de

estruturas tridimensionais, sdo meras especulacdes. Isso tem-se tornado 6bvio apenas
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depois de muitos anos de tentativas, sem sucesso, de resolver esses problemas apenas
analisando a informacao estrutural das proteinas ( Privalov, 1989).

A falha desses métodos de deteccdo agora torna-se clara, pois a informacao
estrutural revela apenas uma face da molécula de proteina, enquanto a outra face é
revelada pela informacdo da base energética desta estrutura, ou seja, a sua
termodindmica. E esses dois tipos de informagdo nao podem ser deduzidos um do outro
(Privalov, 1989).

A estabilidade termodinamica de uma proteina é a medida de quanto mais

estavel € a conformacdo globular ou nativa da molécula em comparagdo ao seu estado
desnaturado (Pace e cols., 1990 e Ahmad e cols., 1992). A forma nativa da proteina, ou
seja, sua estrutura tercidria ou quaterndria estd em um minimo de energia e demonstra
varios graus de flexibilidade, principalmente na sua superficie e nas extremidades amino
e carboxi-terminal, onde as cadeias laterais e as al¢as possuem conformacoes
alternativas. Para que ocorra um processo no qual a proteina passe de um estado nativo
para o desnaturado € necessdrio um aumento significativo da energia livre (Pace e cols.,
1990), a temperatura ambiente e sem a ajuda de desestabilizantes.
Em contrapartida, sabendo-se que a conformacdo nativa das proteinas pode ser
facilmente desfeita e que a cadeia polipeptidica pode desenovelar-se por meio de
processos fisicos (temperatura e pressdao) ou quimicos (variacdo do pH e adicdo de
substancias desnaturantes) (Privalov, 1997), torna-se importante entender os
mecanismos relacionados a estabilidade das proteinas.

A estabilidade é importante para manter a estrutura nativa da proteina, evitando-
se que ela adquira outras conformacgdes que sejam diferentes da nativa, mas também

essa estabilidade ndo pode ser tdo rigida a ponto de impedir mudancas conformacionais
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ou ajustes necessdrios as funcdes das mesmas (Becktel & Schellman, 1987 e Dill, e
cols., 2008).

O processo reversivel de enovelamento e desenovelamento das proteinas podem
ser estudados por véarios métodos sensiveis capazes de detectar mudancas na estrutura
das moléculas, como espectrofotometria e espectroscopia de dicroismo circular (CD)
(Martins, 1999; Martins & Santoro, 1999; Martins e cols., 2003 e Brumano e cols.,
2000), ressonancia magnética nuclear (RMN) (Tamura & Privalov 1997),
espectroscopia de fluorescéncia (Hilser, 2001), etc. Apesar de estes métodos
espectroscOpicos serem extremamente sensiveis e capazes de fornecer informacgado
estrutural de alta resolucdo e parametros termodinamicos, eles fornecem informacoes
indiretas, ou seja, uma determinacdo termodinamica modelo dependente, eou seja, os
principais parametros termodinamicos (7}, € AH., ) sdo determinados através de ajustes
matematicos de medidas indiretas.

Ao contrario dos métodos espectroscOpicos a andlise termodinamica por
calorimetria é capaz de fornecer informagdes sobre quantidades termodindmicas de um
modo direto e ndo dependente de um modelo. Logo a andlise calorimétrica
complementa os estudos espectroscopicos , fornecendo uma descri¢do mais completa do
sistema de interesse (Cooper e Johnson, 1994 e Haynie, 2001-a).

Para que se conheca a descricao termodinamica do sistema torna-se necessario
obter dados sobre as variacoes de entalpia (H) e entropia (S) dos processos relacionados
ao enovelamento e desenovelamento das proteinas, bem como a respeito da varia¢do da
capacidade calorifica (AC,) desses estados e a sua dependéncia de diferentes condi¢des

de solventes sob variacOes de temperatura em diferentes faixas de pH, e finalmente a
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determinacdo da variacdo da energia livre de Gibbs (AG) para os processos de
desnaturagdo térmica (Haynie, 2001-b).

Segundo Jackson & Brandts (1970) e Tishchenko & Gorodkov (1979), o
processo de desnaturagdo em dois estados que considera apenas os extremos, pode ser
utilizado para andlise de proteinas pequenas e de estruturas tridimensionais simples. A
andlise termodinamica permite considerar o processo de desnaturagdo como sendo uma
transicdo simples entre dois estados macroscopicos (nativo e desnaturado); em
contrapartida, para proteinas constituidas de mais de um dominio estrutural a
temperatura induz um desenovelamento em dominios isolados e, portanto, este processo
nao pode ser visto como sendo um processo simples com dois estados termodindmicos

(Privalov & Potekhin, 1986).

1.1.1. Microcalorimetria

A microcalorimetria € uma técnica sensivel, precisa e exata capaz de gerar dados
de temperatura média de desnaturacao-T,, (temperatura onde 50% das moléculas estdao
desnaturadas), variacdo de entalpia de desnaturacdo-AH (varia¢do da energia absorvida
ou liberada durante uma transi¢cdo térmica), variagdo de entropia-AS (variagdo dos
estados entropicos entre estados nativos e desnaturados), variacdo de capacidade
calorifica-AC, (variagdo da capacidade calorifica entre os estados nativos e
desnaturados) e variagdo de energia livre de Gibbs (AG) entre os estados nativo e
desnaturado.

Para estudar, enovelamento/desenovelamento de proteinas devem-se excluir as

interacdes ndo especificas entre as macromoléculas; para que isso seja possivel €
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necessario trabalhar com solugdes diluidas. Assim o efeito calorifico associado com
interacdes proteina-proteina em solucdes diluidas serdao muitos pequenos, sendo o sinal
do equipamento relacionado diretamente a efeitos de variagdo de capacidade calorifica
originados de pequenas mudancas nos sistema em questdo. Deste modo para realizar
tais medidas € necessario utilizar um aparelho muito sensivel que seja capaz de captar
essas pequenas variagdes de capacidade calorifica.

Para esse tipo de estudo, necessita-se de um calorimetro especial que possua
caracteristicas técnicas adequadas para a aquisicdo de dados experimentais (Privalov,
1997). Esses requisitos técnicos sdo preenchidos pelo microcalorimetro do tipo
Calorimetro Diferencial de Varredura (DSC). O DSC possui caracteristicas que
integram Hardware e Software que permitem aquisicdo, andlise e deconvolucdo dos
dados (Brandts e cols., 1989) com precisdo e exatiddo elevadas. Este aparelho realiza
suas medidas fornecendo a variacdo da capacidade calorifica de um processo (mudanca

de estados) durante uma dada variacdo de temperatura.

1.1.2. Parametros avaliados pelo DSC.

A temperatura € a principal varidvel independente em um experimento realizado
por calorimetria diferencial de varredura, concentragdo, co-solventes, concentra¢do da
amostra, pH ou concentracdo de fons pode ser uma segunda varidvel independente ttil
em alguns estudos sobre estabilidade de proteinas. Os experimentos no DSC sdo
realizados a uma pressdo constante (AP=0), para que o efeito calorifico (AQ)
corresponda a variacdo de entalpia da reacdo (AH) (equacdo-1) onde E € a energia do

sistema. Considerando o termo PAV na equacdo-1, e lembrando-se que em sistemas
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condensados a variacao de volume € quase nula, uma vez que ndo existe geracdo ou

consumo de gases (PAV=0) (Eisenberg & Crothers, 1979) entdo:

H=E+PV Equacdo-1

dH =dE+d(PV)

dH =dE+dV.P+V.dP

AH =AE+AV.P+V.AP

AH =Q—PAV + PAV +V AP

AH =Q+0

AH =0Q,

Como pode ser visto acima na dedu¢do da equagao-1, quando o sistema funciona
a pressdo constante o calor trocado ou absorvido durante o evento analisado € igual a
variacdo da entalpia calorimétrica do processo em questao.

A curva endotérmica gerada pelo microcalorimetro na forma da fungdo
capacidade calorifica (C, x T) fornece informagdo sobre a termodinidmica da
ordem/desordem da transicio de estados pela qual a molécula estd passando e a anélise
feita pelo DSC €é modelo—independente na determinacdo de AH, AC,, Ty, e ainda a
cooperatividade de uma mudanga estrutural em uma macromolécula. O parametro
capacidade calorifica relaciona-se a quantidade de calor que uma molécula tem que
absorver para que um mol de proteina possa mudar de 1 K e variacdo da capacidade
calorifica refere-se a diferenca entre as capacidades calorificas do estado nativo menos o
desnaturado e o T, relaciona-se a temperatura na qual 50% das moléculas estio em um
estadao desordenado.

A medida dessas quantidades termodindmicas fornece uma descricao

termodinamica completa de uma transicdo ordem - desordem (Nativo - Desnaturado),
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porque essas quantidades sao suficientes para simular a funcao de capacidade calorifica
(C, x T) (Haynie, 2001-a).
A andlise dos dados experimentais (C, x Temperatura) permite avaliar dois tipos

de variagdo de entalpia (Privalov & Potekhin, 1986):

a) A variacdo da entalpia calorimétrica (AH,,;) representa a area sob a curva de
desnaturacdo, descontado-se a contribuicdo da variagdo de capacidade
calorifica (AC,) entre a forma nativa e a forma desnaturada da proteina. Este
é um pardmetro modelo-independente e a unidade é cal.mol” de proteina
(mondmero), mas também pode ser expresso como cal.mol”' dimero ou

oligdmero, se necessario.

b) A variagdo da entalpia de vant’Hoff (AH,y) reflete o formato da curva de
desnaturacdo e descreve a dependéncia da constante de equilibrio (K) em
funcdo da temperatura. Esse € um parametro modelo-dependente (assume
uma transicdo de dois estados), e as unidades sdo cal/mol de unidades
cooperativas (menor unidade termodinamica capaz de transmitir um sinal),

responsaveis pelas transicdes conformacionais observadas.

Um importante pardmetro experimental € a razdo (AH,.,/AH, ), que representa:

Cal Cal = mol unidades cooperativas
mol Proteina mol unidades mol proteina (mondémero)
cooperativas
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Para um mondmero, uma transi¢ao de dois estados € descrita por um valor (AH,,
/ AH,g) = 1,0 isto €, o monomero € a unidade cooperativa responsdvel pela transi¢ao
conformacional. No caso de um dimero, a razdo (AH., /AH,y) = 0,5 isto é tem se 0,5
mol de unidade cooperativa por mol de mondmero. Um mondmero com dois dominios
de tamanhos semelhantes, quando desacoplados termodinamicamente , deve gerar uma
razdo (AH./AH,y) = 2,0, ou seja, detectariamos 2 mols de unidades cooperativas

equivalentes por mol de mondmero.

1.2. Serino proteases

A tripsina € um modelo interessante para o estudo microcalorimétrico, ja que a
estrutura tridimensional de sua principal isoforma a -tripsina é conhecida e possui alta
reversibilidade apds desnaturacdo térmica e suas formas nativas apresentam alta

estabilidade térmica.

1.2.1. Caracteristicas das serino proteases.

A tripsina, quimotripsina, elastase e trombina fazem parte da super familia das
enzimas homdlogas da quimotripsina (Fig. 1). Essas enzimas apresentam dois dominios
similares, provavelmente originados por meio de duplicacdo génica divergente contendo
a triade catalitica e a fenda oxianidnica em seu centro ativo (Lesk & Fordamn, 1996 e

2001).
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Virios processos fisioldgicos sdo relacionados as atividades dessas enzimas
como, por exemplo, a digestdo (Barrett, 1970), a coagulagao sanguinea (Davie e cols.,
1991), fertilizacdo (Baba e cols., 1989) e outros. Essas enzimas estdo presentes em

virus, bactérias, plantas e animas (Lesk & Fordman, 1996 e Lesk, 2001).

Sitio ativo

Figura 1: Superposi¢do estrutural de cinco serino proteases e de seus sitios ativos nas
respectivas enzimas: quimotripsina bovina (amarelo), calicreina porcina (rosa), tripsina
bovina (azul), tonina de rato (cinza) e elastase porcina (verde). (Prolysis:

http://delphy,phis,univ-tours.fr/Prolysis).

1.2.2. Estrutura primadria do tripsinogénio e das isoformas de tripsina.

Muitas sdo as fontes onde podem ser encontradas as sequéncias primdrias de

tripsinogénio e de tripsina (Walsh. & Neurath., 1964a; Mikes e cols., 1966 e Eyl &

Inagami, 1970). Apesar disso existe uma ligeira confusdao em relacdo a numeracdo dos
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residuos de aminodcidos devido ao modo como foi feita a descricdo da sequéncia por
alguns autores.

Quando a seqiiéncia foi descrita comparando—se com a do quimotripsinogénio
(sequencias mais antigas) gerou-se uma sequéncia de tripsina que tem seu N-terminal

iniciando-se com Ile (16) (Fig.2).

Val-Asp-Asp-Asp-Asp-Lys Ile Val Gly Gly Tyr Thr Cys Gly Ala Asn Thr Val Pro Tyr Gln Val

Ser Leu Asn Ser Gly Tyr His Phe Cys Gly Gly Ser Leu Ile Asn Ser Gln Trp Val Val Ser Ala Ala
His Cys Tyr Lys Ser Gly Ile Gln Val Arg Leu Gly Gln Asp Asn Ile Asn Val Val Glu Gly Asn
Glu GIn Phe Ile Ser Ala Ser Lys Ser Ile Val His Pro Ser Tyr Asn Ser Asn Thr Leu Asn Asn

Ile Met Leu Ile Lys Leu Lys Ser Ala Ala Ser Leu Asn Ser Arg Val Ala Ser Ile Ser Leu Pro Thr
Ser Cys Ala Ser Ala Gly Thr Gln Cys Leu Ile Ser Gly Trp Gly Asn Thr Lys Ser Ser Gly Thr Ser
Tyr Pro Asp Val Leu Lys Cys Leu Lys Ala Pro Ile Leu Ser Asp Ser Ser Cys Lys Ser Ala Tyr
Pro Gly Gln Ile Thr Ser Asn Met Phe Cys Ala Gly Tyr Leu Glu Gly Gly Lys Asp Ser Cys GIn
Gly Asp Ser Glv Gly Pro Val Val Cys Ser Gly Lys Leu Gln Gly Ile Val Ser Trp Gly Ser Gly
Cys Ala Gl Lys Asn Lys Pro Gly Val Tyr Thr Lys Val Cys Asn Tyr Val Ser Trp Ile Lys Gln

Thr Ile Ala Ser Asn

Figura 2: Sequéncia dos 229 residuos de aminodcidos do tripsinogénio bovino. Val-
Asp-Asp-Asp-Asp-Lys (verde) é o hexapeptideo N-terminal liberado na conversdo de
tripsinogénio a B-tripsina. His (57) (vermelho), Asp (102) (amarelo), Ser (195) (azul)

sdo os aminodcidos que participam da triade catalitica.
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Quando a sequéncia da tripsina € descrita utilizando-se como base de comparacdo a

sequéncia do tripsinogénio o seu N-terminal inicia-se na Ile (7) (fig.3).

VAL ASP ASP ASP ASP LYS 006

007 ILE VAL GLY GLY TYR THR CYS GLY ALA ASN 0le
THR VAL PRO TYR GLN VAL SER LEU ASN SER 026
GLY TYR HIS PHE CYS GLY GLY SER LEU ILE 036
ASN SER GLN TRP VAL VAL SER ALA ALA HIS 046
CYS TYR LYS SER GLY ILE GLN VAL ARG LEU 056
GLY GLN ASP ASN ILE ASN VAL VAL GLU GLY 066
ASN GLU GLN PHE ILE SER ALA SER LYS SER 076
ILE VAL HIS PRO SER TYR ASN SER ASN THR 086
LEU ASN ASN ASP ILE MET LEU ILE LYS LEU 096
LYS SER ALA ALA SER LEU ASN SER ARG VAL 106
ALA SER ILE SER LEU PRO THR SER CYS ALA 1le
SER ALA GLY THR GLN CYS LEU ILE SER GLY 126
TRP GLY ASN THR SER GLY THR SER 136
TYR PRO ASP VAL LEU LYS CYS LEU LYS ALA 146
PRO ILE LEU SER ASP SER SER CYS LYS SER 156
ALA TYR PRO GLY GLN ILE THR SER ASN MET 166
PHE CYS ALA GLY TYR LEU GLU GLY GLY LYS 176
ASP SER CYS GLN GLY ASP SER GLY GLY PRO 186
VAL VAL CYS SER GLY LYS LEU GLN GLY ILE 196
VAL SER TRP GLY SER GLY CYS ALA GLN LYS 206
ASN LYS PRO GLY VAL TYR THR LYS VAL CYS 216
ASN TYR VAL SER TRP ILE LYS GLN THR ILE 226

ALA SER ASN

Figura 3: Sequéncia dos 229 residuos de aminoédcidos do tripsinogénio bovino. Val-
Asp-Asp-Asp-Asp-Lys € o hexapeptideo N-terminal liberado na conversdo de
tripsinogénio a PB-tripsina. His (46), Asp (90), Ser (183) sdo os aminodcidos que
participam da triade catalitica. CYS s3o as cisteinas que participam das pontes
dissulfeto e indica o ponto de clivagem para conversdo de - para
o-tripsina e Lys (176)-Asp (177) mostra o ponto de clivagem para conversio de o- em

V- tripsina. Numeragdo baseada na seqiiéncia da B-tripsina (5ptp-Protein Data Bank).
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Para obten¢do dessa sequéncia (Fig.3) foi necessdrio observar atentamente a
sequéncia fornecida pelo arquivo Sptp.pdb para posteriormente escrever a sequéncia a
partir de dados da sequéncia mae que é baseada na sequéncia do quimotripsinogénio.
Uma das dificuldades encontradas na seqiiéncia fornecida pelo Protein Data Bank ¢é
existéncia de muitos “gaps” ou espagos, e repeticdes numéricas entre aminoacidos que
nao sdao descontadas da numeracdo linear. Assim o erro se propaga € provoca um
deslocamento de aminoacidos de sua posicdo natural. Muitos destes “gaps” sdo devidos
a baixos indices de alinhamento (dados cristalograficos) entre a molécula teste e a

molécula mae (fig.4).

ILE16 UAL1? GLY18 GLY1%? TYR2A THRZ1 C¥S522 GLY23 ALAZ4 ASH25
HRZ26 UAL2? PRO2B TYRZ? GLN3A UAL31i  SER32 LEU33 ASH34 ¢ SER37?
L¥38 TYR3? HIS4A PHE41 CY¥542 GLY43 GLY44 SER45 LEU46  TLE4?
SN48 SER4%? GLN5A TRPS51  UALS2 UALS3  SERS4 ALASS  ALASeE  HISS?
Y358 TYRS? LYS6A SERG1 GLY62 ITLE63 GLNG64 UALGS # ARGES LEUGGH#
LY&? GLUYA ASP?1  ASN?2  ILEY3 ASN?4  UALDS  UALYPG  GLU?Y?  GLY?E
SN7? GLUSA GLN81 PHES2 ILES83 SER84 ALASS SERS6 LYSEY SERSS

ILEE? UAL?@ HIS?1 PRO9?2 SER?3 TYR?4 ASN9S  SER?6  ASHN??  THR98
EU?? ASH1AA ASHiAl ASP182 ILE1A3 METiA4 LEU1AS ILE1@A6 LYS1A7 LEU183
Y5187 SER118 ALAi1i1 ALA112 SER113 LEU114 ASM115 SER116 ARG117 UAL118
LA11? SER12A ILE121 SER122 LEU123 PRO124 THR12543ER127 CY5128 ALA129
ER136#ALA132 GLY133 THR134 GLN13L CY¥S5136 LEU137 ITLE138 SER139 GLY144
RP141 GLY142 ASH143 THR144 LYS5145% SER146 SER147 GLY148 THR149% SER15A
YR151 PRO152 ASP153 UAL154 LEU155 LYS156 CY¥S8157 LEU1S5E8 LYS159 ALA1GA
RO161 ILE162 LEU163 SER164 ASP165 SER166 SER167 CYS168 LYS169 SER17A
LAa171 TYR172 PRO172 GLY174 GLN175% ILE1Y76 THR177 SER178 ASH1Y7? MET18@
HE181 CY¥5182 ALA183 GLY184#TYR184 LEUi85 GLU186 GLY187Y GLY1388LYS5183
SP18% SER198 CYS5191 GLN192 GLY193 ASP1948GLY196 GLY197 PRO198 UAL199
ALZAA CYS5201 SER2682 GLYZ283 LYS2A4#LEU2A? GLH21A GLY211 ILE212 UAL213
ERZ214 TRP215 GLY216 SER217eGLY219 CYS220 ALA221 GLN221 LYS222 ASM223
Y5224 PRO22S GLY226 UAL22Y? TYR223 THR22? LYS238 UAL231 CYS232 ASH233
YR234 UAL235 SER236 TRP237? ILE238 LYS239 GLM24@ THR241 ILE242 ALA243
ERZ44 ASH245

® (7APS @ Repticdes numéricas

Figura 4: Estrutura primdria de B-tripsina, Sptp.pdb. “gaps” sdo as inser¢des em branco

inseridas pelos programas de alinhamento.

A numeragdo usada nesta tese foi fornecida por Keil., 1971 onde a sequéncia

N-terminal inicia-se com a Ile (7).
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1.2.3. Ativacdo do tripsinogénio e formacdo das isoformas de tripsina.

A tripsina bovina é uma enzima proteolitica produzida nas células acinares do
tecido pancredtico, na forma de seu zimogénio (tripsinogénio) que tem atividade
proteolitica restrita. Seguindo sua secre¢do no intestino, o tripsinogénio é convertido
para a forma ativa da tripsina (B-tripsina), reagdo esta catalisada pela enteroquinase e
pela prépria B-tripsina, recém formada (auto-ativagdo) (Bode e cols., 1976 e 1978)

(Fig.5).

Val-Asp-Asp-Asp-Asp-Lys

/

tripsinogénio ———— B-tripsina  ————»  q-tripsina  ——>  y-ripsina

/ NN

Enteroquinase *Clivagem *Clivagem

Figura 5: Conversdo de tripsinogénio nas isoformas de tripsina. *A B-tripsina recém

formada também atua na ativacdo junto a enteroquinase e nas clivagens adicionais

A conversdo do tripsinogénio na isoforma P-tripsina consiste na clivagem da
ligacdo peptidica entre os residuos de aminodcidos Lys (6) e Ile (7) (nomenclatura
baseada na sequéncia do tripsinogénio) no lado carboxilico o que promove a saida do
hexapeptideo N-terminal (Fig.5) Val-Asp-Asp-Asp-Asp-Lys... (Davie & Neurath, 1955).

O recém formado grupo o-amino da Ile (7) forma uma ponte salina com o
residuo Asp (194) (Perkins, 1980) introduzindo, assim, significativas modificacdes

estruturais na nova molécula formada (PB-tripsina). No tripsinogénio o sitio de
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especificidade e o espaco oxianiOnico estdo impropriamente formados, mas mesmo
assim este apresenta uma atividade residual de aproximadamente 0,5 % da atividade da
B-tripsina. Essa nova conformacdo assumida pela B-tripsina faz com que ela se torne
200 vezes mais ativa (Robinson e cols., 1973) que o tripsinogénio.

Seguindo-se o processo de autdlise apds a formagdo da P-tripsina, a seqiiéncia
peptidica desta isoforma sofre uma clivagem adicional entre os residuos Lys (131) e Ser
(132) (Fig.6), originando uma segunda forma ativa da tripsina, conhecida como «-
tripsina (Schroeder & Shaw, 1968). A o-tripsina formada possui basicamente a mesma
estrutura tercidria da isoforma [-tripsina, sendo a diferenca baseada na menor
porcentagem de estruturas em folha beta (Foucault e cols., 1974a). Contudo, apresenta-
se 40% menos ativa que a P-tripsina frente ao substrato amidédsico N-o-Benzoyl-DL-
arginina p-Nitroanilida (BApNA) e nenhuma diferenca significativa frente a substratos

ésteres como acetato de p-nitrofenila, em pH 6timo (Foucault et al., 1974b).

(= ) cC—x= %
229 229

7

N\

I 11
— )
229 229 177 ‘ 176
7 W 7
m 13 132 v 13 132

Figura 6: Pontos de clivagem na conversao de tripsinogénio para as isoformas ativas de
tripsina bovina, as setas indicam onde ocorreu uma clivagem proteolitica. I-

tripsinogénio, II- B-tripsina, III a-tripsina, IV pseudotripsina (y-tripsina). (Keil, 1971).
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Uma terceira isoforma de tripsina é formada quando ocorre uma nova clivagem
entre os residuos Lys (176) e Asp (177) (Fig.6) resultando na W-tripsina, que possui trés
cadeias polipeptidicas interligadas por pontes dissulfeto (Smith & Shaw, 1969). Essa
nova isoforma é menos especifica que as demais isoformas e possui uma insiginificante
atividade amidasica frente a substratos sintéticos (Foucault e cols., 1974 a, b).

Uma quarta isoforma ativa da tripsina (ndo apresentada na Figura-6) observada
apos a clivagem entre os residuos Lys (155) e Ser (156) foi purificada, parcialmente
caracterizada e denominada de d-tripsina (Teixeira., 1977).

Outras isoformas de tripsina se formam ainda durante o processo de ativacao,
porém algumas delas possuem atividades proteoliticas muito baixas ou nenhuma
atividade amiddsica ou esterdsica e algumas ainda nao foram caracterizadas (Maroux e
cols., 1966 e 1967). A formacgdo destes produtos inativos é fortemente inibida por
cations divalentes tais como célcio. Na auséncia destes fons a quantidade de proteinas
sem atividade enzimatica pode resultar até em 50% do zimogénio que foi ativado. Em
concentracoes de 0,02-0,10 mol.L'! de fons calcio, estes aceleram a quebra seletiva da
ligacdo entre Lys (6) e Ile (7), deste modo promovendo a formagdo de [B-tripsina,

evitando-se assim clivagens nao especificas (McDonald & Kunitz, 1942).

1.2.4 Estruturas secunddria e tercidria.

N

No que se refere a estrutura tridimensional da tripsina pode-se observar, por
métodos cristalograficos, segundo Bode e cols., (1975a, 1978 e 1983) que a molécula de

B-tripsina apresenta um arranjo tridimensional globular com dois dominios de estruturas
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similares. O primeiro dominio compreende do 1° residuo de aminoécido ao 105° € o
segundo do 106° ao 223°, estes dominios estdo unidos assimetricamente, e entre eles
estd localizado o sitio catalitico. A estrutura secunddria da isoforma B-tripsina apresenta
85% de identidade com o tripsinogénio e € principalmente caracterizada por apresentar
estruturas do tipo folhas beta-antiparalelas (Fig.7) que juntas se organizam formando

dois beta barris unidos assimetricamente (Fig.8) contendo pequenos segmentos de alfa-

hélice (fig.7).

Figura 7: Estrutura tridimensional de PB-tripsina bovina. O primeiro dominio estd
realcado em cor azul (1-105) e o segundo dominio realcado em cor vermelha (106-223).
O residuo de aminodcido N-terminal estd representado em cor laranja e o C-terminal em
cor verde. Os residuos de aminodcidos que compdes a triade catalitica estdo

representados em modo de bastdo: Ser ( ), His ( ) € Asp (verde).
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Figura 8: Dominios isolados da isoforma P-tripsina em forma de beta-barris ( figura

feita no Rasmol a partir de Sptp.pdb).

O tripsinogénio e as isoformas de tripsina (B, a e ) sdo constituidos,
respectivamente, por uma, duas e trés cadeias polipeptidicas sendo essas cadeias
interligadas por seis pontes dissulfeto (Fig-9) localizadas nos residuos Cys (13)-Cys
(143), Cys (31)-Cys (47), Cys (115)-Cys (216), Cys (122)-Cys (189), Cys (154)-Cys
(168) e Cys (179)-Cys (203) (Walsh & Neurath, 1964b e Mikes e cols., 1966). A ponte
dissulfeto (13-143) interliga os dois dominios, enquanto que as pontes dissulfeto
restantes sao intradominios. O primeiro dominio possui uma ponte dissulfeto (Cys (31)-

Cys (47)) e as outras quatro pontes estdo no segundo dominio.
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Figura 9: Disposicdo das pontes dissulfeto na isoforma B-tripsina. O primeiro dominio
( ) possui uma ponte dissulfeto ( ). O segundo dominio (cinza) possui
quatro pontes dissulfeto (vermelho). Os dois dominios sdo ligados por uma ponte

dissulfeto (ponte interdominio) ( -vermelho) (Sptp.pdb Protein Data Bank).

Tanto o tripsinogénio como as moléculas de tripsina possuem sitios especificos
para ligacdo do ion metdlico cdlcio No tripsinogénio o primeiro sitio de baixa afinidade
com pKCa™ = 1,8 é constituido principalmente pelas cadeias laterais de dois residuos de
aminodcidos na porcdo N-terminal Asp (4) e (5) e outros aminodcidos mais internos e
uma molécula de dgua, o outro sitio de ligagdo possui alta afinidade com pKCa®'= 3,4 e
¢ formado por um grupo de aminoécidos e duas moléculas de dgua (Glu (58), Asn (60),
Val (63), Gln (68), HO (711) e (714). As isoformas de tripsina possuem apenas um

sitio de ligacdo ao cdlcio (correspondente ao segundo sitio do tripsinogénio) (Fig.10),
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pois, o primeiro sitio de ligac@o é perdido com a clivagem do hexapeptideo N-terminal

(Bode & Schawager, 1975b e Chiancone e cols., 1985).

Figura 10: Sitio de ligagdo ao fon metdlico cdlcio na isoforma PB-tripsina. O fon
metalico Ca(Il) é representado por uma esfera de cor laranja acondicionada em uma alca

da molécula de proteina.

As moléculas de o- e Y-tripsina até a presente data ndo possuem suas estruturas
tridimensionais determinadas; assim todos os estudos sobre as isoformas de tripsina
bovina se baseiam na estrutura de sua molécula precursora, a P-tripsina. Embora
algumas caracteristicas cinéticas da o- e Y-tripsina ja tenham sido descritas (Foucalt e
cols., 1974a,b), pouco se sabe da sua caracterizacdo termodindmica. Devido a
semelhangca estrutural pode-se esperar que a isoforma oO-tripsina apresente
caracteristicas termodinamicas proximas as da P-tripsina, ja descritas na literatura
(Bittar e cols.,, 2003) e que a isoforma W-tripsina apresente alguma diferenca

siginificativa frente as outras isoformas estudadas.
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2. JUSTIFICATIVA E HIPOTESE CENTRAL DO PROJETO

O nosso grupo de pesquisa (grupo de pesquisa em fisico-quimica e
termodindmica de macromoléculas) dedica-se, ha aproximadamente quarenta anos,
inicialmente sob a dire¢cdo do Prof. Marcos Luiz dos Mares Guia e atualmente sob a
direcdo do Prof. Marcelo Matos Santoro, em investigar parametros fisico-quimicos e
termodindmicos de algumas serino-proteases. J4 foram realizados alguns estudos
termodindmicos da isoforma B-tripsina (Gunther e cols, 1997; Martins e cols., 2003;
Bittar e cols, 2003; Pereira e cols., 2005).

A partir do momento que foi possivel isolar, caracterizar, obter quantidades
suficientes para ensaios calorimétricos e ter um controle de qualidade sobre as trés
isoformas da tripsina foi possivel tentar determinar a estabilidade termodindmica do
tripsinogénio e das isoformas o- e y- tripsina em meio dcido (pH 3,0).

A fim de continuar a pesquisa sobre o comportamento termodinamico do
sistema de conversao de isoformas de tripsina este trabalho visou a utilizar ferramentas
termodindmicas, bioinformatica e de fisico-quimica de proteinas para fazer inferéncias
de como discretas modificagdes estruturais discretas podem alterar a estabilidade
termodindmica das proteinas e entender, do ponto de vista termodinadmico, 0 processo
de conversdes quimicas de uma serino-protease, passando de tripsinogénio até -
tripsina.

Trés hipdteses dirigiram este projeto; a primeira a de que a metodologia de
purificacdo de isoformas de tripsina previamente usada era ineficiente devido a alguns
problemas analiticos e outros na determinacao de alguns parametros fisico-quimicos do
processo. Se estes pontos fossem analisados e revisados finamente uma melhoria

poderia ser alcancada. A segunda hipdtese foi a de que os pardmetros termodinamicos
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determinados para algumas isoformas de tripsina anteriormente usavam amostras
impuras de tripsina quanto a misturas de isoformas devido a conversdo temporal. A
terceira hipétese foi a de que a conversdo de tripsinogénio a isoforma [-tripsina
ocasiona uma maior estabilidade termodindmica para a molécula formada. E que para
as outras isoformas a o- e Y-tripsina que sio isoformas menos ativas e abundantes que
sua precursora a B-tripsina, ao serem formadas podem ter sua estabilidade diminuida e

apresentar caracteristicas fisico-quimicas que justifiquem esta instabilidade.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Purificacdo, isolamento, caracterizacdo fisico-quimica e bioquimica, de

tripsinogénio e das isoformas B-, a-, € y- tripsina.

3.2 Objetivos especificos

Otimizacdo da metodologia de purificacdo de isoformas de tripsina (B-, a-, € y-
tripsina) em meio alcalino, utilizando-se conceitos analiticos quantitativos a fim
de aumentar o grau de pureza, rendimento e ainda a manutenc¢do da atividade
destas enzimas;

Aumento da escala de producdo de isoformas de tripsina a partir de parametros
obtidos no método cromatogréifico analitico;

Caracterizagdo bioquimica (massa molecular e atividade enzimdtica) das
isoformas de tripsina;

Desenvolvimento de metodologia de controle de qualidade para as isoformas de
tripsina purificadas a partir da metodologia proposta de purificaco ;

Isolamento e caracteriza¢do bioquimica da molécula de tripsinogénio bovino a
partir de amostra comercial;

Confirmagdo dos dados termodinamicos obtidos por Bittar, e cols., (2003), para

a isoforma B-tripsina para uso de comparagdo com as outras isoformas;
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e Determinagdo dos parametros termodindmicos possiveis por calorimetria
diferencial de varredura para o de tripsinogénio, e as isoformas o-e y-tripsina

em pH 3,0.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Otimizacao do processo cromatografico e caracterizacido fisico-quimica das

isoformas de tripsina.

4.1.1. Montagem do sistema cromatogrdfico.

A fim de aperfeicoar o processo desenvolvido por Schroeder & Shaw (1968),
nosso grupo de pesquisa decidiu reproduzir o sistema cromatografico usado em 1968
pelos autores acima citados com pequenas modificagdes na metodologia. O sistema
cromatografico (Fig.11) é composto de uma fase estaciondria constituida de SE-
Sephadex® C-50 (323 mL ou 85 cm de altura na coluna) (Pharmacia®, 1977) que foi
preparada nas mesmas condicdes descritas no artigo cldssico de Schroeder & Shaw
(1968) montada em uma coluna de vidro (90.0 x 2.2 cm Di) usando uma fase mével
(solu¢do tampdo) constituida de tampdo a 0,1 mol.L! de tris-HCI, pH 7,1 (25°C),
contendo NaCl a 0,1 mol.L'l, CaCl, a 0,02 molL! de e benzamidina a 1,0 mmol.L .
Todos os reagentes usados na montagem do sistema cromatografico foram de grau
reagente (P.A) e a dgua utilizada foi d4gua reagente tipo II (destilada).

A fase estaciondria depois de acondicionada na coluna foi equilibrada com a fase
movel, ou seja, a solucdo tampdo com aproximadamente cinco vezes o volume da
coluna e o equilibrio foi verificado por meio da comparagcdo da absorbancia e do pH
entre a solugdo tampdo aplicada (fase mdvel) no topo da coluna com aquela que era
eluida do sistema cromatogréfico. A fim de evitar que a resolucdo cromatografica fosse
influenciada pela compressao da fase estaciondria durante o processo de separagdo, para

cada condicao experimental diferente testada foi repetido o processo de remogao de fase
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estaciondria da coluna cromatografica seguido por regeneracio € por novo

empacotamento (Santos e cols., 2008 e Bollag e cols., 1996).

B /@\
ny
U

s [N

e —S

Figura 11: Sistema cromatogréfico de troca i0nica cationica de separacdo de proteinas.

Coluna (90.0 x 2.2 cm Di).

4.1.2. Procedimento cromatogrdfico.

As isoformas de tripsina foram obtidas a partir de tripsina comercial de pancreas
bovino (SIGMA, tripsina tipo III T8253, lote 125HO676, EC 3.4.21.4) e foram
purificadas por cromatografia liquida de troca i0nica (catidnica) em um sistema de
bancada com eluicdo do tipo isocrdtica. O sistema cromatografico operou a uma
temperatura de 4°C sob pressdo hidrostitica (20 cm de coluna de dgua) e com
reservatorio de solvente abaixo do nivel do topo da coluna a fim de evitar
empacotamento da fase estaciondria (Fig. 11). As fracdes foram coletadas usando um

coletor automatico (LKB—FraC—100—Pharmacia®) (Fig. 11) contendo tubos de 14 mL aos

quais foram adicionados 250 pL de solucdo aquosa de dcido férmico a 1,5 mol.L"! para
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evitar a autdlise das proteinas até que as enzimas fossem processadas (dialisadas e
liofilizadas) e armazenadas. As fracdes eluidas tiveram suas absorbancias lidas em

espectrofotometro a 280 nm.

4.1.3. Testes de otimizacdo cromatogrdfica.

A anélise dos resultados de Schroeder & Shawn (1968) (Fig.12) tornou possivel
levantar algumas hip6teses para melhorar a resolu¢do cromatografica das isoformas de

tripsina.
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Figura 12: Cromatografia cldssica de troca idnica catidnica de isoformas de tripsina em
meio alcalino segundo por Schroeder & Shaw em 1968. Fase mével com tampao tris-

HCl a 0,1 mol.L’l, pH 7,1 usando 220 mg de tripsina comercial da marca Seravac.

48



Materiais e Métodos

T | T | T T I 1 1 | T T
A
E
o 0.3—
[Tw]
o
=]
w 02
[ ]
=
<
4
g ﬂ/\
w
m
<

120 = 160 240
TUBE NUMBER

1 | 1 I I I I | 1 I T T
& B
< 03
uy
o
=
w 02
[
g
Z
&S ol
(2]
m
=%

" 40 | 80 @ 120 160 200 240

TUBE NUMBER

usando 252 mg de tripsina comercial.

Figura 13: Cromatografias de tripsina comercial bovina (Worthington) segundo
Schroeder & Shaw 1968. Perfil A usando tampao tris-HCl a 0,125 mol. L! pH 7,1 e 240

mg de tripsina comercial e 0 B com tampdo tris-HCl a 0,100 mol.L"' de tris-HCI, pH 7,1

Observacgdes sobre os perfis cromatograficos de Schroeder & Shawn:

* Resolugdo baixa entre as principais isoformas de tripsina (B e a), fig. 12 e 13-A

e B;

e Altas atividades amiddsicas para isoformas conhecidamente com baixas

atividades (v, v, Z, e A-tripsina) (Fig.12);
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Atividades amidésicas relativamente baixas para a concentracdo de proteina
usada, sugerindo que a proteina de partida poderia estar parcialmente
desnaturada ou que o processo de purificacdo ocasionou mudancas irreversiveis

nas moléculas fazendo que sua atividade diminuisse quando mensurada;

Fragdes com bandas muito largas e com simetria reduzida, sugerindo que a
coluna estd trabalhando sobrecarregada;

Apesar de o fluxo ser alto para uma fase estaciondria que opera usualmente a
fluxos mais baixos, as fragdes protéicas sao eluidas em um volume superior ao
esperado para fluxos rdpidos. Este resultado sugere mais uma vez que a fase
estaciondria estd comprimida pela pressdo excessiva;

Nimero de moléculas além do que € conhecido atualmente, sugerindo
fragmentacdes ou clivagens inespecificas;

Tempo de corrida experimental muito longo.

Por meio destas observacdes foram levantadas as seguintes hipdteses:

Hipotese-1 (H-1): A resolug@o baixa entre as isoformas de tripsina € devido a fatores

como:

>

>

Fluxo muito alto (Fluxo médio de 290,0 uL.min'l), levando a um
empacotamento excessivo da fase estaciondria;

Sistema cromatografico pode estar sobrecarregado de proteinas.

Hipoétese-2 (H-2). As condigdes fisico-quimicas do processo cromatografico ndo foram

sistematicamente controladas:
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» Temperatura cromatografica é diferente da temperatura de ajuste da fase mével,
ocasionando mudancas nos valores de pH em diferentes ambientes;
» Concentragdo dos reagentes e for¢a i6nica ndo foram otimizadas para uma

melhor resolu¢do cromatografica.

Estas hipéteses foram testadas no sistema cromatografico a fim de observar a resolucio
entre as principais isoformas de tripsina, ou seja, B- e a-tripsina variando-se as seguintes
condi¢des experimentais:

¢ Fluxo cromatografico de 60,0; 70,0; 100,0 e 150,0 p.LL.min'l;

¢ (Concentracdo de NaCl de 90; 100; 125 e 150 mmol.L'l;

e (apacidade trocadora da coluna com quantidades de partida de 60; 80;
100; 150; 200; 250 e 300 mg de tripsina comercial bovina dissolvida em
10mL da fase moével;

e Variacdo de pH da fase mdvel usando-se os valores de 7,69 ou 7,10
medidos a 4°C *;

e Medida da precisdo cromatografica através de dez experimentos
consecutivos sem desempacotamento e regeneragdo do sistema
cromatogréfico.

*A fase movel foi preparada considerando a temperatura na qual operava o sistema
cromatografico, de tal maneira que a 4°C (temperatura cromatogréfica) o valor do pH
ajustado a 25°C sofria um acréscimo. Isto foi possivel devido ao conhecimento do
coeficiente dpK.,/dT do tris-HCl (-0,028/°C) (Beynon & Easterby, 1996). Estas
variagcdes no valor do pH foram confirmadas experimentalmente sendo feitas medidas

periddicas durante o intervalo cromatografico.
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Todas as condi¢des experimentais foram testadas pelo menos em triplicata para poder

observar a reprodutibilidade do processo e para cada teste realizado com o sistema

cromatografico o mesmo foi desempacotado e regenerado a fim de evitar erros

sistematicos durante avaliacdo do sistema. Em média cada ponto experimental isolado

foi ensaiado em intervalos de quinze dias.

4.1.4. Avaliagdo da eficiéncia do sistema cromatogrdfico.

A avaliagdo da eficiéncia do sistema cromatografico foi feita através de trés

parametros:

Medida do nivel (altura) da fase estaciondria em funcdo do tempo
cromatografico (indicativo de compressao da fase estaciondria e
consequentemente diminui¢ao dos nimeros de pratos tedricos, Harris, 2001);
Simetria dos picos (gaussianas) feita pela comparacdo da largura na meia altura
dos picos (indicativo de sobrecarga da coluna);

Resolugdo cromatogrifica entre as isoformas } e o-tripsina obtida através da

seguinte equagao:

V_pico2-V_ picol

Onde:

O,Sx(WZ + W1) Equagdo 2

-V, pico= volume de retencdo do pico

- W =largura da base do pico
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Os valores de W e de V, foram obtidos por meio de andlise de deconvolu¢do usando
calculos com modelos de Gaussianas dos picos cromatograficos do programa de andlise

Origin® Scientific 5.0.(Harris, 2001 e Skoog, 1980).
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4.1.5. Selecdo das isoformas de tripsina e didlise.

As fracdes de tripsina originadas do processo cromatografico foram
selecionadas, visualmente fracdo por fracdo por meio do perfil de eluicdo
cromatogréafica. Posteriormente, as atividades das fra¢des foram ensaiadas assim como
as massas moleculares das proteinas foram determinadas.

As fracdes selecionadas foram submetidas a um processo de didlise em uma
membrana de didlise com limite de exclusdo de 12 kDa (Espectrapor®). A solugdo
protéica foi submetida a uma didlise contra um fator de diluicdo de 10° vezes o volume

da amostra durante 24 horas em uma solu¢ao aquosa de HCl a 1,0 mmolL" a 4°C.

4.1.6. Liofilizacdo, armazenamento da amostra e determinacdo da concentracdo de

tripsina.

O material dialisado foi submetido a um processo de liofilizacdo (Everse, &
Stolzenbach, 1971) e logo depois fracionado em aliquotas de 5 mg e acondicionado em
tubos Falcon® de 15 mL sob pressdo de nitrogénio gasoso e estocado em geladeira a
temperatura de 4°C.

A determinagdo das concentragdes do tripsinogénio e das isoformas de tripsina
foi conduzida espectrofotometricamente usando-se os respectivos coeficientes de
extingio molar a 278 nm, 33.360 M"'.cm™ (Vincent & Lazdunski, 1976) e 40.000 M’

lem™! (Walsh & Wilcox, 1971), respectivamente.
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4.1.7. Determinacdo da identidade e pureza das isoformas de tripsina e de

tripsinogénio.

As massas moleculares e a pureza das isoformas de tripsina foram determinadas
por meio da técnica de espectrometria de massa usando dois tipos diferentes tipos de
ionizacdo: A ionizacdo por eletronebulizacdo (ESI-MS “Electrospray ionisation mass
espectometry”) para isoformas de tripsina e a desor¢ao/ionizagao por laser assistida por
matriz (MALDI-TOF-“Matrix assisted Laser Desorption/Ionisation-Time of Flight”)

para o tripsinogénio.

4.1.7.1. ESI-MS

A espectrometria de massa do tipo ESI-MS foi realizada usando um
equipamento do tipo Q-TOF Micro™ (Micromass, UK) equipado com uma fonte de
ionizacao tipo electrospray operando no modo positivo. Amostras (20 L) originadas de
1,0 mL na concentragio de 1,0 mg.mL"' foram ressuspendidas em 20 pL de uma
solucdo aquosa de acetonitrila a 50 % (em volume) e 0,2 % (em volume) de 4cido
férmico. As amostras foram injetadas diretamente na fonte de ionizacdo via canaliculo
de injecdo a um fluxo de solvente de 10 uL.min"". As condi¢des experimentais foram as
seguintes:

o Fonte (capilar = 3000 V, cone de amostra = 70 V e cone de extracdo =2 V)

o TOF (tubo de voo= 2500 V e detector de MCP= 5630 V).

As aquisi¢des dos espectros de massas foram rotineiramente obtidas na faixa de 100
a 3000 m/z e esta escala foi calibrada usando uma solucdo alcodlica de Nal. Os

espectros usados resultaram de vinte aquisi¢des combinadas (aquisi¢ao/2 seg.). Os dados
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originais (m/z) foram tratados (subtrag¢do de linha de base, suavizagao, e centralizacio) e
os dados resultantes foram analisados usando o programa computacional Masslynx®

4.0.

4.1.7.2. MALDI-TOF
As amostras foram dissolvidas em uma solucdo saturada de acido sinapinico (5,0
mg solugdo aquosa de TFA a 3%:acetonitrila: 4gua 1:4:5, v/v) na propor¢ao de 1:3 (v/v)
amostra:matriz, ¢ em seguida colocadas em triplicata (0,5 ulL/poco) sobre uma placa de
aquisicdo de dados do MALDI (MTP Anchorchip® 384x600) e deixada secar a
temperatura ambiente. A massa molecular foi obtida usando um AUTOFLEX® III
MALDI-ToF/ToF (Bruker™) operando no modo linear positivo.
Foi realizada uma calibragdo linear usando o Kit de calibracdo da Bruker (Protein
Calibration Standard II):
e Tripsinogénio [M+ H] *=23.982
e Proteina A [M+ H] *=44.613
e Albumina-Bovina [M+ H] "=66.431
e Protefna A [M+ 2H]*" = 22.306
e Albumina-Bovina [M+ 2H]*'= 33.216
Para andlise dos dados foi usado o programa Flex Analysis® (Bruker Daltonics),
onde o dado bruto teve subtraida a linha de base seguido de um tratamento de

suavizacao das curvas e entdo a proteina teve determinada sua massa molecular.
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4.1.8. Atividades enzimdticas das isoformas de tripsina e perfil de atividade amiddsica

de a-tripsina em funcdo do pH.

As atividades amidésicas das isoformas de tripsina foram ensaiadas utilizando a
metodologia descrita por Ascenzi e cols., (1981) usando-se o substrato sintético
cromogénico No-Benzoil-DL-Arginina-p-Nitroanilida (DL-BApNA) (Erlanger e cols.,
1961). Os ensaios foram conduzidos a uma temperatura de 37°C, em triplicata para
cada fracdo e o produto cromogénico foi lido em um espectrofotometro a um

comprimento de onda de 410 nm.

4.1.8.1. Atividade amiddsica

Em alguns momentos do projeto a atividade amidasica foi medida em todos os
tubos do eluato da cromatografia para que atividade amidésica fosse detectada em todo
o perfil. Em outros momentos a medida de atividade foi conduzida somente na fragdo ja
selecionada e identificada por ESI-MS como uma isoforma de tripsina. A metodologia
foi a seguinte:

-Aliquota de 50,0 pL de cada amostra (a 1,0 mg.mL’l) foi acrescida de 0,9
mL de tampdo especifico para cada valor de pH desejado (0,10 mol.L" de
tampdo citrato de sédio ou B-alanina ou tris-HCI ou ainda tampao acetato de
s6dio ou tampao Hepes mais 20,0 mmol. L de CaCly) e 5,0 mmol.L! de
DL-BApNA;

-Incubagio por 10 minutos a 37°C;

-Adicao de 250,0 uL de solucao aquosa de dcido acético a 60% (v/v) para

paralisar a reacao;
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-Leitura de absorbancia a 410 nm;

- O controle inclui todos os passos anteriores, mas sem a adicao de enzima.

4.1.8.2. Atividade esterdsica da isoforma Y-tripsina.

A atividade esterasica (Schroeder & Shaw, 1968) foi determinada somente na
isoforma W-tripsina, pois esta possui uma atividade amiddsica pouco significativa
(Smith, 1969) ndao sendo possivel utilizd-la como controle para esta enzima. A
metodologia da medida foi a seguinte:

-Aliquota de 50,0 uL de cada amostra (estoque de tripsina a 0,5 mg.mL™") foi
acrescida de 0,9 mL de solugdo tampao tris-HCI (0,10 mol.L" de tampao
tris-HCL, pH 7,5) mais 20,0 mmol.L! de CaCl, e 5,0 mmol.L' de éster
etilico de Ng- acetil L-tirosina (ATEE) ou éster etilico de Ng- benzoil-
arginina (BAEE).

-Incubacdo por 10 minutos a 37°C;

-Adicao de 250,0 uL de solucao aquosa de acido acético a 60% (v/v);
-Leitura de absorbancia a 247 nm;

- O controle inclui todos os passos anteriores, mas sem a adicao de enzima.

4.1.8.3. Atividade amiddsica de o-tripsina em fungdo do pH.

A atividade amidasica da isoforma o-tripsina em fun¢do do pH foi conduzida na
faixa de pH 2,0-8,0 com incrementos de 0,5 unidade de pH a fim de usar a enzima para
verificar se as proteinas purificadas ndao sofreram danos no processo de purificacao.Os

tampdes utilizados foram: glicina (pH 2,0-3,5), acetato de sédio (pH 3,7-4,7), citrato de
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sodio (pH 4,8-5,8), hepes (pH 6,3-7,3) e tris-HCI (pH 7,0-9,0) na concentracdo de 50

mmolL " mais 20 mmol.L! de CaCl,.

4.1.8.4 Titulacdo do centro ativo

As titulagdes dos centros ativos das isoformas purificadas foram conduzidas
segundo a metodologia descrita por Davie &Neurath, (1955); Dias., (1986) e Chase &
Shaw, (1967) com pequenas modificacdes na metodologia.

Neste método a tripsina catalisa a hidrélise do substrato NPGB (4-
guanidinobenzoato de p-nitrofenila), onde a primeira etapa da catélise (acilacdo) €
varias vezes mais rapida que a segunda (desacilacdo), o que torna possivel a detec¢ao
espectrofotométrica da enzima acilada em um comprimento de onda de 410 nm.

Para a realizagdo da titulacdo utilizou-se cubeta de referéncia com 0,9 mL de
tampao Veronal (acido dietil barbitirico) a 100 mmol.L! , pH 8,3, contendo 0,1 mL de
NPGB (5 m.mol.L’l) e cubeta de amostra contendo 0,85 mL de tampao Veronal, pH 8,3,
0,1 mL de NPGB e 50 uL de amostra de tripsina (solucdo estoque a 0,5 mg.mL™") a ser
testada.

Adotou-se o valor de 40.000 e 16.595 M™ cm™ (Walsh & Wilcox, 1971) para o
coeficiente de extingdo molar das isoformas de tripsina e p-Nitrofenol em pH 8,3
respectivamente. Os comprimentos de onda utilizados foram de 280 e 410 nm para as

isoformas de tripsina e o NPGB respectivamente.

Para se calcular a quantidade de centros ativos foi utilizada a seguinte equagao:

[Centro ativo] % = Abs 250,/ 40.000 x 100 Equagdo 3

AbS(410) /16.595 xf
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Onde: f = fator de dilui¢do da enzima.

o Foram realizados testes para determinacao dos valores de centro ativo da
tripsina comercial antes do processo cromatografico e das isoformas de

tripsina depois da purificagao.

4.1.9. Teste do sistema cromatogrdfico otimizado com outras amostras de tripsinas
comerciais para avaliacdo da quantidade relativa de isoformas de tripsina e atividade

da amostra bruta em amostras comerciais.

A fim de testar a eficiéncia do sistema cromatografico otimizado, outras amostras
comerciais de tripsina foram aplicadas no sistema para determinar a quantidade relativa
de isoformas de tripsina, resolu¢do cromatografica e outros parametros. Foram usadas
as seguintes marcas de tripsinas comerciais disponiveis no Laboratério de Enzimologia
e Fisico-quimica de Proteinas:

o Sigma Tipo III Lote 8253

o Sigma Tipo III Lote 8003

o Sigma Tipo I Lote 8003

o Boeringer Lote 1247

o Seravac Lote 1235

o Worthington (LS003667)

Os resultados sobre as quantidades relativas de cada isoforma foram analisados no

programa Origin® scientific. 5.0.
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4.2. Controle de qualidade das enzimas purificadas e armazenadas.

4.2.1. Estimativa de “Shelf-life” (t95%) e meia vida (t50%) de ortripsina e medida

real da perda de atividade amiddsica em funcdo do tempo de armazenamento.

Para obtencdo de dados sobre a estabilidade cinética das enzimas purificadas,
foram conduzidos ensaios para determinar o tempo no qual a enzima estocada tem sua
atividade diminuida de 5% (shelf-life) e de 50% (half-life). As amostras de o-tripsina
estocadas foram ensaiadas para a determinacdo de estabilidade cinética nas seguintes
condi¢des:

® Foram testadas as atividades amiddsicas em pH 8,0 das amostras
armazenadas em temperaturas de 4°C com 50% de umidade relativa em
intervalos de 15 e algumas medidas com 25 dias num intervalo de 340
dias, a fim de observar qual o efeito do tempo de armazenamento sobre a
atividade da enzima. A metodologia do teste de atividade amidésica foi a
mesma do item 4.1.8.1;

® Ag leituras foram feitas em triplicata e os resultados obtidos representam
as médias dos valores mais ou menos um desvio padrao.

Os célculos de estimativa de “shelf-life” e da meia vida foram feitos usando o
programa SIGMA PLOT® versio 8.0 usando o macro “shelf-life” disponivel na
ferramenta PHARMACOLOGY (Bhardwaj e cols., 2005). Para validar o uso do macro

que calcula o “shelf-life” o teste de decaimento de atividade foi continuado até que se
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obtivesse o valor experimental do tempo de decaimento da atividade amiddsica para
95% da atividade inicial da enzima (Shaw, 1987). O grafico dos resultados foi plotado

no Origin Scientific® 5.0.

4.2.2. Determinagdo da porcentagem de formagdo de y-tripsina inativas (agregadas)

em funcdo do tempo de armazenamento por calorimetria diferencial de varredura

(DSC).

A fim de avaliar qual a porcentagem de \-tripsina estaria na condicdo nativa
para realizagdo dos experimentos foram feitas medidas no DSC para avaliagdo deste
contetido a partir do momento do armazenamento (proteina liofilizada e mantida a 4°
C). A metodologia de aplicacdo e o funcionamento do DSC estdo apresentados no item
4.5. As medidas realizadas no DSC foram feitas nas seguintes condi¢des, com intervalos
de 30 dias durante 8 meses:

-Solugdo de - tripsina a 1,0 mg.mL" em solugdo tampdo glicina a 50 mmol.L™", pH 3,0
, contendo CaCl, a20,0 mmol.L’l;

-A proteina foi submetida a uma velocidade de varredura de 60 K.h™' em uma faixa de
temperatura de 20 a 85 °C (193-253 K);

- Os termogramas foram analisados e os valores de AH., (que sdo numericamente
iguais a quantidade de proteina nativa da amostra analisada naquele momento) foram
obtidos e comparados com as medidas mensais anteriores para resultar no valor da
porcentagem de proteinas nativas ou de agregados naquela condicdo (% proteinas

nativas = cal 2/ AH ¢ 1 X 100).
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Os dados foram analisados com os programas computacionais Origin® DSC 4.0 e
Origin® Scientific 5.0.
4.2.3. Determinacdo da porcentagem de transformacdao de a- em Yrtripsina em

Juncdo do tempo de armazenamento e a influéncia das misturas de isoformas de

tripsina nos resultados calorimétricos.

A determinacdo da quantidade de a-tripsina armazenada que se transforma na
isoforma W-tripsina por autdlise é um importante parametro a se determinar, pois €
necessario saber exatamente qual a isoforma estd sendo usada na caracterizagio
termodindmica. Para isto tornou-se necessdrio monitorar durante o tempo de
armazenamento (proteina liofilizada e acondicionada a 4°C) como se passa esta
transformac¢do de uma isoforma em outra e qual a quantidade relativa de cada uma em
um determinado tempo.

Para monitorar esta transformacao foi utilizado um sistema cromatografico de
bancada semelhante ao usado para purificar as isoformas de tripsina (Santos e cols.,
2008), porém em menor escala para diminuir o tempo de separacdo das isoformas. As
isoformas foram identificadas por espectroscopia no UV a 280nm e por espectrometria
de massas do tipo ESI-MS .

Descricio dos sistemas cromatograficos (C- comprimento e R- raio)

Caracteristicas da coluna (grande): Caracteristicas da coluna (pequena):

Resina SE- Sephadex- C50° Resina SE- Sephadex- C50°

Dimensoes da coluna: 90 cm (C) x 1,1 cm Dimensdes da coluna: 30,0 cm (C) x 0,6

(R) cm (R)
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Fluxo: 0,120 mL/min Fluxo: ? mL/min

Quantidade aplicada: 100,0 mg Quantidade aplicada: ? mg

Para calcular a quantidade de proteina a ser aplicada e qual fluxo dever-se-ia usar na

coluna de escala menor, foram feitas as seguintes andlises:

) 2
pequena

= > .. Equacdo 3(Harris, 2001),
M grande (Rgrande )

M (R

pequena

M= quantidade de proteina aplicada na coluna, R = raio da coluna.
Mpequena = 29,7 mg

A quantidade tedrica que poderia ser aplicada para manter a mesma resolugdao
obtida para a “coluna grande” (Santos, e cols., 2008) para as isoformas € de até 29,7 mg
de amostra inicial. Porém, optou-se em aplicar apenas 15 mg, pois a resolucio seria
ainda maior com uma massa menor de proteinas. Outro cdlculo necessdrio foi a
determinac¢do do fluxo para a “coluna menor”. O fluxo que deveria ser mantido pra que

a resolucdo permanecesse a mesma daquela obtida para a “coluna maior” segue a

2
(Rgrande) _ F grande

seguinte relagao: (

)2 Equagao 4 (Harris,. 2001)
pequena pequena

R= raio da coluna, F= fluxo da fase movel.

Fpequena= 0,036 mL.min™'

-As proteinas foram eluidas com fase mével de tampao tris-HCl a 0,1 mol.L’l, pH7,1a
4°C, contendo NaCl a 0,1 mol.L’l, CaCl, a 20,0 mmol.L! e benzamidina a 1,0 mmol.L”

1, com um fluxo de 0,03 mL.mim™.
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-A proteinas foram coletadas e os valores de absorbancia foram determinados em um
espectrofotometro a 280 nm.

-As isoformas foram identificadas pela sua massa molecular e assim selecionadas. O
protocolo de aplicacdo e detec¢do no ESI-MS foi o0 mesmo da técnica descrita no item
4.1.7.1.

4.3. Aumento na producao da quantidade de isoformas de tripsina.

Para aumentar as quantidades de isoformas de tripsina puras para 0s ensaios
calorimétricos e fisico-quimicos foi montado um sistema cromatografico para separar as
enzimas em uma escala maior seguindo os parametros ja obtidos e padronizados para a
separacdo em menor escala. O novo sistema apresenta dimensdes de 130,0 cm x 7,4 cm
D.i. A fase estaciondria e fase movel foram as mesmas otimizadas para coluna de menor
porte (90,0 x 2,2 cm Di). Para aperfeicoar a resolucao cromatografica do novo sistema
foram testados os seguintes parametros:

o Fluxo cromatogréfico (0,25 a 0,30 mL.min’l);

o Quantidade inicial aplicada de tripsina comercial bovina (800 a 1000 mg)

Todos os procedimentos analiticos usados para fazer a otimizagdo do processo

cromatografico desenvolvidos por Santos e cols., (2008) foram também usados nesta

etapa de aumento de escala de purificacdo.

4.4. Purificacio e determinaciao da identidade e pureza de tripsinogénio.

Para determinar a pureza do tripsinogénio comercial bovino SIGMA® (E.C N®

232-651-3 lote 033k7680) e averiguar a necessidade de aplicacdo de metodologia de

separacdo de proteinas realizou-se um experimento cromatografico de exclusao
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molecular em uma coluna Superose-12° (HR 10/30 Pharmacia®), operando com um
fluxo de 0,5 mLmin’' em um sistema de FPLC (“Fast Liquid Performance
Chromatography”). A fase mével foi uma solugio tampéo de B-alanina a 50,0 mmol.L™,
pH 3,0, contendo CaCl, a 20,0 mmolL". Foram aplicadas 0,5 mg de tripsinogénio para
andlise de pureza. As andlises de espectrometria de massas foram feitas seguindo a

metodologia do item 4.1.7.2.

4.5. Microcalorimetria

O calorimetro diferencial de varredura € um equipamento (Fig.14) que possui
duas camaras (adiabdticas), ou seja, a célula de referéncia (R) e a célula de amostra (S=
sample), ambas possuindo volume de 0,5 mL. Basicamente o aparelho registra a
diferenca de temperatura entre a célula de referéncia e a célula de amostra gerando um

grafico de capacidade calorifica em func¢do da temperatura (Fig.14).

T[£} Program 1

N
L Cdulas O
-1

—Amastra Alp ——=

= Beferéncia

Figura 14: Sistema de funcionamento do DSC. (Hemminger & Sage, 2000)
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As medidas dos parametros termodinamicos foram obtidas por calorimetria
diferencial de varredura (DSC, Differential scanning calorimetry) por meio da
utiliza¢do de um calorimetro VP-DSC (MicroCal® (Northampton, EUA).

As solucdes protéicas usadas foram exaustivamente dialisadas (6h) contra o
respectivo tampao que € colocado na camara de referéncia. As aquisicoes foram
conduzidas dentro de séries a fim de reduzir artefatos devido ao histérico térmico do
instrumento. As solugdes protéicas foram degaseificadas (20 min) antes da aplicagcdo

nas camaras e as aquisicoes foram feitas na faixa de temperatura de 20-80 °C (193-253
K) usando preferencialmente uma velocidade de varredura de 1 K-min™' e o sistema foi

submetido a uma pressdo de 20 psi em ambas as camaras.

Os parametros termodindmicos foram calculados usando-se o pacote de andlises
do software “Origin-DSC” fornecido pela empresa MicroCal® (Inc., Northampton, MA,
USA). Este pacote de andlise envolve subtracdo da linha de base, definicdo de uma
conexao linear para o estado nativo e desnaturado e ajuste de curvas do dado processado
a modelos pré-definidos.

O modelo cldssico de transicilo em dois estados foi aplicado para a
deconvulucdo da maioria das curvas experimentais obtidas. Cada transi¢ao ajustada no
modelo de dois estados fornece dois parametros, 7,, € AH.y. T,, € o ponto médio da
curva de desnaturacdo e AH,, ¢ mudanca de calor obtida por meio da deconvulugdo da
curva de capacidade calorifica x T, ou seja, € a quantidade de calor que o sistema
consome ou libera para que ocorra uma transi¢do. As equacdes bdsicas usadas para
deconvoluir os dados de DSC estdo descritas nas referéncias Sturtevant, (1987) e

Privalov, (1986).
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Outro parametro importante € a entalpia de van’t Hoff que € relacionada com a forma

do pico (Gaussianas de desnaturacdo) por meio da seguinte expressao:

4Rt*
AHVH = Cpmax ° AH

Equacao 5

cal

Onde o 4H,, € a variagdo da entalpia calorimétrica, Cpmax 0 maximo da fungdo

capacidade calorifica, R € a constante dos gases e T, € a temperatura media da curva de
desnaturagdo.
Para obter o valor da entalpia de van’t Hoff , a funcdo de ajuste ndo dois estados, para
estados multiplos (“no two state””) do programa de andlise Origin. DSC® 4.0 pode ser
usada. Para transicoes em dois estados o quociente entre as entalpias calorimétricas
(4H,q) e van’t Hoff (4H,y), AH.,/AH,y deve ser préximo da unidade. Uma razao maior
que a unidade sugere que intermedidrios de desnaturagdo podem estar presentes € uma
razdo menor que a unidade sugere que podem estar ocorrendo interagdes
intermoleculares, tais como mudangas no estado de oligomerizacao.

A entalpia calorimétrica (4H.,) € a darea total integrada sob a curva do
termograma, a qual depois de correcdo apropriada da linha de base representa a energia
total absorvida ou liberada pela amostra passando por uma transi¢cdo. Esta
absorc¢ao/liberacdo depende da quantidade de amostra presente no volume aplicado nas
células do DSC, e € em principio uma medida ndo dependente de modelo para
determina¢do da entalpia absoluta envolvida no processo de transi¢do de estados. Por
outro lado, a entalpia de van’t Hoff (4H,y) € uma estimativa da entalpia da transi¢do
baseada sobre um modelo assumido para aquele processo analisado. Onde se usa a 4rea

sob a curva de C, em qualquer temperatura, dividida pela area total do termograma,
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como uma medida da extensdo da fracdo de moléculas desnaturadas que ocorrem
naquela temperatura. Desde que o tratamento de van’t Hoff (4H,y) se baseia apenas nas
razdes das areas sob a curva experimental, ela ndo requer nenhuma informacdo sobre
concentragdo ou pureza da amostra. A comparacdo da entalpia calorimétrica (AH,.,)
da entalpia de van’t Hoff (AH,y) pode fornecer informagdes importantes sobre os
mecanismos de alguns processos e molecularidade de alguns eventos (Leharne e cols.,
1998).

O estudo microcalorimétrico da desnaturacdo térmica do tripsinogénio e das
isoformas o- e Y-tripsina em meio dcido foi realizado conforme metodologia descrita

por Privalov & Potekhin, (1986) e Freire e cols., (1992).

4.5.1. Metodologia de aplicagcdo de amostra e parametros de corrida no DSC para as

proteinas analisadas:

¢ Dissolu¢do da proteina em solucdo tampao;

e Determinagdo da concentracdo através de método espectrofotométrico UV (280nm);

¢ Didlise das amostras; contra a solucdo contida na camara de referéncia;

e Degaseificacao da solucdo protéica e do tampao da célula de referéncia durante 30
minutos;

¢ Linha de base:
Foram realizados registros de linhas de base com solugdo tampdo na célula de
amostra e na célula de referéncia para cada tipo de experimento a ser realizado, para
posterior subtracdo no processamento de dados, seguindo-se os seguintes
parametros:
» Cinco corridas consecutivas na faixa de temperatura de 20 a 80 °C (193-253 K);

= Velocidade de varredura podendo variar de 1-90 K.h'l;
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= A linha de base foi obtida pela média entre as cinco corridas realizadas
anteriormente;

e Antes de aplicar as amostras no calorimetro cada célula foi lavada com &4gua
reagente tipo I com aproximadamente dez vezes o volume das camaras;

e Aplicacao de 500 pL da soluciao tampao que contem amostra na célula S (amostra) e
da mesma quantidade de tampao na célula R (referéncia);

e Depois da aplicacdo foi realizada uma pressao positiva de 20,0 psi em ambas as
camaras por meio de um dispositivo préprio do aparelho;

¢ Inicia-se entdo a varredura de temperatura.

4.5.2 Teste comparativo de alguns pardmetros termodindmicos obtidos com [-tripsina

por Bittar e cols., ( 2003) com aqueles obtidos nesta tese para a isoforma f-tripsina.

Pretendendo-se utilizar os dados obtidos por Bittar e cols., (2003) para a
isoforma B-tripsina como comparativo para os experimentos ora realizados, e poder
relaciond-los com os outros resultados das isoformas o- e W-tripsina tornou-se
necessdrio realizar alguns experimentos. Assim foram escolhidos dentro da curva de
AC, para isoforma P-tripsina no trabalho de Bittar e cols., 2003 oito pontos
experimentais aleatérios para serem repetidos nas mesmas condigoes.

Os pontos experimentais e as condi¢cdes de aplicagdo no DSC foram as seguintes:
o Solugdo tampao de glicina a 50,0 mmol.L'l, pH 2,5;2,7;2,9 e 3,0;
o Solug¢do tampao de glicina a 50,0 mmol.L'l, pH 3,2 e sorbitol a 1,0 mol.L'l;
o Solugdo tampdo de glicina a 50,0 mmol.L'l, pH 3,0; contendo cloreto de

guanidinio a 0,7 e 1,0 mol.L" (GANCI);
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o 0,5 mL de uma solucdo de B-tripsina a 1,0 mg.mL"' em sistema tamponante para
todos os pontos experimentais;
o Os testes foram conduzidos no DSC a uma velocidade de varredura de 60 K.h'l,
na faixa de temperatura de 20 a 80 °C (193-253 K) a uma pressdo constante de
20 psi.
Os resultados foram analisados através do programa Origin.DSC® 4.0. e os
parametros termodindmicos foram comparados quanto a similaridade através do
programa de andlise Origin. Scientific® 5.0 usando-se uma andlise estatistica através do

teste ¢ de Student.

4.5.3. Teste para determinar se a desnaturacdo térmica de tripsinogénio, a- e Y-

tripsina sdo termodinamicamente ou cineticamente dirigidas.

Com o intuito de determinar se as proteinas de interesse poderiam submeter-se as
leis termodindmicas para transi¢des reversiveis, testou-se a dependéncia de 7,, e de
AH,, em func¢do da velocidade de varredura nas seguintes condi¢des experimentais:

e Foram preparadas as amostras de tripsinogénio, O.-, € Y-tripsina em condigdes
semelhantes conforme descrito no item 4.5.1. e essas foram aplicadas
separadamente no microcalorimetro uma de cada vez;

e Foram ajustados os seguintes parametros:

» Cada corrida foi submetida a faixa de temperatura de 20-80°C (193-253

K);
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= (Cada uma das corridas independentes foi submetida as seguintes
velocidades de varredura diferentes sendo as mesmas as seguintes: 0,5;
3,0; 5,0; 15; 30; 60 € 90 °K.h™';
= (Os valores médios de T,, e AH,.,; das corridas foram calculados e
comparados para decidir qual seria o tipo de controle do processo de
desnaturacdo térmica para andlise posterior dos dados de modo que se
oos parametros termodinamicos fossem dependentes de velocidade de
varredura o processo seria controlado cineticamente.
4.5.4. Influéncia do pH e da concentracdo de proteinas na relacdo de AH ./AH,y
para tripsinogénio, a- e y- tripsina .

Para determinar a influéncia do pH e da concentracdo de proteinas sobre os
parametros termodinamicos foram realizados experimentos no DSC, variando-se o pH
de 1,0 a 4,0 e a concentragdo das proteinas de 0,25 a 2,0 mg.mL’l. Nos testes onde
foram avaliados o efeito do pH todas as amostras continham 1,0 mg.mL’ de
tripsinogénio o~ e Y-tripsina. Depois de realizadas as corridas calculou-se a relacdo
AH, ,/AH,y para fornecer o indicativo do desacoplamento dos dominios e do estado

oligomérico da proteina em questdo.. Todos os testes foram feitos em triplicata.

4.5.5. Determinacao do T,, AH ) AT, (indice de cooperatividade) AS 1) AC,
AS29s k), AH (298 k), AG29s k, Ts e T, (temperatura de desnaturagdo a frio) de

tripsinogénio, a- e Y tripsina .

Para determinacdo dos parametros termodindmicos foi necessario perturbar o

sistema termodinamico das proteinas de modo a que se permitisse O acesso as
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informacdes de seus estados. Assim realizaram-se vdarios ensaios com valores de pH
variando de 1,0 a 5,0 e outras em pH fixo, porém com a adi¢do de um estabilizante
como, por exemplo, sorbitol, manitol ou outro tipo de estabilizante, variando-se a sua
concentracdo de 0,5 a 1,5 mol.L’l, ou de um desestabilizante como o cloreto de
guanidinio variando-se a sua concentracdo desde 0,3 a 0,75 mol.L" a fim de perturbar a
estabilidade protéica.

Todos os ensaios foram realizadas com o mesmo procedimento conforme
descrito no item 4.5.1. Os tampdes utilizados nos ensaios foram: glicina, B-alanina,
citrato de sédio, acetato de sédio e KCI nas concentra¢des de 50,0 mmol.L™" da solucdo

tamponante contendo ainda CaCl, a 20,0 mmol.L! em um determinado valor de pH.

4.6. Determinacdo do Raio de Stokes em pH 3,0 para o tripsinogénio, -, a- e y-

tripsina.

A determinagdo do Raio de Stokes para o tripsinogénio, -, o- e y-tripsina foi
realizada por cromatografia de exclusdo molecular usando uma coluna cromatogréfica
Ultra Hydrogel Tm 250 da Millipore (7,8 x 300 mm) acoplada a um sistema de
cromatografia liquida de alta performance ou HPLC (High Performance Liquid

Chromatography) seguindo a metodologia descrita por Al- Obeidi & Light (1988).

O procedimento de determinacdo do Raio de Stokes (RS) foi o seguinte:

a- Calibracdo da coluna de exclusdo molecular com marcadores de massa molecular
especificos para calibracdo de colunas da Sigma® com raios de Stokes conhecidos
(Laurent & Killander , 1964 e Corbett & Roche 1984):

e (Ovoalbumina: Massa molecular (MM) de 43,5 kDa e RS de 31,2 A,
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¢ Tripsinogénio bovino: MM de 24 kDa e RS de 22,4 A;

e (Citocromo C: MM de 12,3 kDae RS 17,0 /OX;

A fase mével utilizada foi uma solucio tampdo de glicina a 100,0 mmol.L"!, pH
3,0, contendo CaCl, a 20,0 mmol.L. A fase mével foi injetada a 800 uL.min'1 a
25°C e o eluato foi monitorado no ultravioleta a 220 e a 280 nm respectivamente.

Todos os marcadores moleculares e a amostra teste foram aplicados em triplicata
no sistema cromatografico a fim de se obter uma precisao elevada no valor do tempo
de retencdo. Com os valores dos tempos de retencdo dos padrdes e da amostra teste
foi possivel estimar a massa molecular das dltimas (Equacdo 6) e consequentemente
o Raio de Stokes seguindo-se a equagdo- 7.

e LogMM=a (Tr) +b Equacio-6

e RS=a(MM)+b Equagao-7

MM (massa molecular), RS (raio de Stokes), Tr (tempo de retencao

cromatogréifico), a e b sdo coeficientes angular e linear da equacdo de primeiro grau.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Otimizacdo do processo cromatografico e caracterizacio bioquimica das

isoformas de tripsina.

Para utilizar o sistema desenvolvido por Schroeder & Shaw (1968) como base de
comparacdo para a otimizacdo cromatografica foi necessdrio reproduzi-lo
experimentalmente seguindo fielmente as condi¢des definidas pelos autores. Uma tnica
condic¢do experimental foi mudada:

o A proteina comercial usada no cldssico experimento de purificagao de isoformas
de tripsina foi da marca Seravac e Worthington e no presente estudo foram
preferencialmente usadas tripsinas comerciais da marca Sigma®.

Como pode ser observado na Figura-15 o perfil cromatografico obtido assemelha-se
muito com os dos obtidos por Schroeder & Shaw (1968) (Fig.13 A e B), apresentando
seis fracdes facilmente distinguiveis. Duas das cinco fracdes, a tltima e a pentltima em
ordem de elui¢@o e que sdo as isoformas - e a- tripsina foram caracterizadas por ordem
de eluicdo, atividade amiddsica e massa molecular por ESI-MS (fig.15). Podem-se notar
ainda quatro fragdes eluidas anteriormente a isoforma a-tripsina, que sdo as isoformas
V-, V,-, Z-, € A-tripsina (caracterizados somente pelo perfil de elui¢do). Como pode ser
visto na figura-15 a resolug@o entre as trés principais isoformas de tripsina (B-, o- e )
foi baixa seguindo a metodologia descrita por Schroeder & Shaw (1968) usando a
proteina comercial Sigma®, reproduzindo-se assim um perfil semelhante ao do cldssico

artigo citado acima.
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Figura 15: Cromatografia de troca ionica catidénica usando como fase estaciondria SE-
SEPHADEX C-50° (Pharmacia®) reproduzindo o sistema cldssico de Schroeder &
Shaw (1968). Condi¢des experimentais cromatogréficas foram: coluna com 99cm x 1,1
cm, fase moével de tampao tris-HCI a 0,1 mol.L'l, pH 7,69 a 4°C, a um fluxo de 0,3
mL.min"". Foram aplicados 240 mg de tripsina comercial bovina Sigma tipo III . (—)
absorbancia a 280 nm e (0) atividade amidasica monitorada a 410 nm, utilizando-se

BApNA como substrato.
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O perfil cromatografico da figura-15 atuou como padrio de comparacdo para
otimizacdo dos parametros cromatograficos desenvolvidos nesta tese.
Para todos os testes descritos abaixo as fragdes s6 comecaram a ser coletadas apos

passagem em média de aproximadamente 140 mL da fase mével pela coluna.

5.1.1. Teste da influéncia do fluxo cromatogrdfico sobre a resolucdo cromatogrdfica.
A fim de testar a hipétese H-1 do item 4.1.3. foram ensaiados os seguintes fluxos
no sistema cromatografico (60; 70; 100; 150 e 290 uL.min'l) e os resultados relativos a
resolucdo entre as isoformas de tripsina e a variagdo no volume da fase estaciondria
devido a uma pressdo excessiva sdo mostrados na Tabela-1. Para todos os testes acima
citados variando-se o fluxo, perfis semelhantes ao da Figura-15 foram obtidos com
pequenas variagdes nas formas gaussianas dos picos (dados ndao mostrados).
Tabela 1: Avaliacdo da resolucdo das isoformas B- e a-tripsina e do volume de
compactagdo da fase estaciondria em func¢do do fluxo cromatografico, durante o periodo
experimental de separacdo de protefnas. Rp, (resolugdo entre as isoformas - e a-
tripsina) e AV (variacdo do volume da fase estaciondria) O desvio padrao da resolucio

foi de 0,01.

Fluxo Rpa AV (mL)

290 uL.min" 0,75 15,0
150 pL.min" 0,60 4,6
100 uL.min" 0,92 0,37
70 uL.min" 0,81 0,37

60 uL.min" 0,78 0,37

77



Resultados e Discussdo

Como pode ser visto na tabela-1 o melhor resultado alcangado para a resolugao
entre as isoformas de tripsina foi encontrado entre fluxos de 60 a 100 uL.min™ e nesta
mesma faixa existe uma menor variacdo no volume de fase estaciondria durante o
periodo do experimento cromatogrifico. Esses resultados demonstram bem a
caracteristica fisica da fase estaciondria, que tem resisténcia baixa a fluxos muito
elevados acima de 100 uL.min'l para o sistema montado. Assim em fluxos acima de
100 pL.min™" a fase estaciondria sofre um significante empacotamento diminuindo deste
modo o ndmero de pratos tedricos e consequentemente a resolucdo cromatogrifica
(resolugd@o cromatogréfica = VNtmeros de pratos tedricos, Harris, 2001).

Uma explicacdo para a baixa resolug¢do entre as isoformas de tripsina pode ser
relacionada a velocidade de eluicdo das proteinas a interagdes inespecificas da proteina
com a fase estaciondria, pois em fluxos muito altos o equilibrio entre fase estaciondria e
as proteinas ndo é alcangadas idealmente nos tempos de contatos entre 0s mesmos,
consequentemente a separacao fica comprometida. J4 que nao foi encontrada diferenca
significativa na resolu¢do cromatografica entre as isoformas de tripsina na faixa de
fluxo de 60 a 100 pL.min"', decidiu-se inicialmente trabalhar com o fluxo de 60uL.min”
I com o objetivo de alcancar o equilibrio entre as proteinas e a fase estaciondria e obter

assim uma resolugdo satisfatoria.

5.1.2. Teste da influéncia da concentracdo salina ou forca iénica sobre a resolucdo
cromatogrdfica.

Para se avaliar a influéncia da concentracdo salina sobre o sistema
cromatogréifico foram testadas as variadas concentracdes de NaCl (0,090; 0,100; 0,125;

0,150 mol.L™") e os resultados estdo na Tabela-2 e na figura-16 onde sdo demonstrados
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apenas os resultados dos cromatogramas que apresentaram variacOes estatisticamente
significantes.

Tabela 2: Efeito da concentracdo salina (NaCl) sobre a resolucdo cromatografica. As
condicdes cromatogrificas foram: fluxo de 60 pL.min"', 100 mg de proteina aplicada,
fase movel constituida de tampao tris-HCI a 0,1 mol.L'l, pH 7,69 a 4 °C, contendo
CaCl, a 20,0 mmol.L! e benzamidina a 1,0 mmol.L"!. Fase estacionaria SE-Sephadex
C50%.  As concentracdes de NaCl, estdo indicadas na Tabela. A resolucio
cromatogréfica foi calculada a partir da equacao-2. Os experimentos foram conduzidos
em triplicata e os resultados apresentados sdo valores de médias com mais ou menos um

desvio padrao (DP).

Concentragdo Salina Resolucdo DP
(NaCl, mmol.L™) (B-o. tripsina)
0,090 0,42 0,01
0,100 0,95 0,01
0,125 0,81 0,01
0,150 0,61 0,01

Como pode ser visto na Tabela-2 o melhor resultado quantitativo para a
resolucdo cromatogréfica foi obtido quando se usou a concentracdo de NaCl de 0,100
molL"'. O perfil mostrado na Figura-16 é representativo do teste da influéncia da
concentracdo salina sobre o sistema cromatografico para algumas das concentracdes
testadas que apresentaram os resultados mais significativos. Pode se observar na figura-
16 que para as as concentragdes salinas testadas (i.e. 0,100; 0,125 e 0,150 mol.L™) o
perfil de elui¢do foi semelhante, apresentando duas fracdes visualmente definidas e uma

terceira sem definicdo. As fracdes com picos em 300, 275 e 235 mL correspondem a
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isoforma B-tripsina, identificada pela sua massa molecular obtida por ESI-MS e por
determinagcdo de atividade amidésica e as fracdes com picos em 236, 219 e 199

correspondem a uma

2,0 ' T ' T ' T ' T ' T ' | '
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Figura 16: Efeito da concentracio de NaCl sobre a resolucdo cromatografica. As
condi¢des cromatograficas foram: fluxo de 60 uL.min'l, 100 mg proteina de quantidade
de partida, fase mével constituida tampao tris-HCI a 0,100 mol.L’l, pH 7,69 a 4 °C,
contendo CaCl, a 20,0 mmol.L'l, benzamidina a 1,0 mmol.L! de e NaCl a 100, 125 ¢
150 mmol.L™" sobre a fase estaciondria SE-Sephadex C50°. A atividade demonstrada na
figura (-#-) é a medida da atividade amidésica relativa a isoforma B-tripsina. Os dados

de massa molecular foram obtidos por meio de ESI-MS.
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mistura das isoformas o- e y-tripsina que apresentaram valores de massa molecular e
atividade amidésica caracteristicos relativo a da isoforma B-tripsina (schroeder & Shaw,
1968 e Smith & ShaW, 1969).

Este resultado foi interessante, pois a partir da quantidade de NaCl empregada na
coluna pode-se controlar o tempo de retencdo das moléculas de tripsina aplicadas no
sistema cromatografico. Aparentemente pode-se supor que para as condi¢des testadas
valores de concentracdes de NaCl acima de 0,100 mol.L" o tempo necessério para o
equilibrio da proteina entre a fase estaciondria e a fase mdvel aumenta, ou seja, a
proteina passa mais tempo em solucdo do que ligada a fase estaciondria, ocasionando
desta forma uma resolucao baixa entre as isoformas de tripsina.

Por outro lado valores de concentracdes salinas (NaCl) abaixo de 0,100 mol.L!
fazem com que a proteina fique muito tempo retida na fase estaciondria, ocasionando
uma resolugdo baixa entre proteinas correlatas como as isoformas de tripsina que
diferem muito pouco na sua carga superficial liquida. Este fato poder ser visualizado
com clareza quando é observada a variagdo do tempo de retenc¢do das isoformas de
tripsina em func¢do da alteracdo da concentragdo salina da fase mével. Além disso, o
tempo de retencao entre as proteinas em um sistema cromatografico foi outro parametro
importante usado para avaliar a qualidade do sistema cromatogréfico e os resultados

podem ser vistos na tabela-3.
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Tabela 3: Comparacdo dos tempos de retencdo para as isoformas - e a- tripsina
quando aplicadas no sistema cromatografico submetido a diferentes concentracdes

salinas. Tr (tempo de reten¢do médio).

0,100 molL"! 0,125molL”" 0,150 molL"' NaCl
NaCl NaCl
Tr B-tripsina (dias) 7,9 7.3 6,5
Tr o +y-tripsina (dias) 6,5 6,2 5.8

Como pode ser visto na tabela-3 o menor tempo de retenc¢ao para as isoformas [3-
e o +y- tripsina obtido para as concentracdes salinas testadas foi em 0,150 mol.L"' de
NaCl, sendo que para as outras concentracbes o tempo de retencdo foi
significativamente* (p<0,05) maior do que comparado ao de 0,150 mol.L" de NaCl.
*A andlise estatistica da variacdo dos tempos de retencdo foi feita usando o teste ¢ de
student no pacote de analise do Origin 5.0° para os tempos de retencdo médios da

isoforma B-tripsina: 6,52 (A); 7,35 (B) e 7,9 (C) dias, e os resultados estdo dispostos

abaixo:

Inserto-1

Dados Média Varidncia N
A 6,52 0,0111 3
B 7,35 0,01123 3

t = 9,31064

= 7,40543E-4

'O
|
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0,01003

0,01123

o+
Il

-6,88873

= 0,00233

o]
|

No nivel de 0,05% de confianga, as trés médias dos tempos de reten¢do sao

significativamente diferentes.

O mesmo procedimento descrito acima foi feito para analisar os tempos de retengcdo

médios da isoforma a + Y-tripsina: 5,8 (C); 6,1 (B) e 6,5 (A) dias.

Inserto-2

Variancia

o
Il

3,67423

= 0,02131

'O
|

Dados

Varidncia

o+
Il

-4,89898

= 0,00805

o]
|
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No nivel de 0,05% de confianga, as trés medias sao significativamente diferentes.

Apesar do tempo de retengdo apresentar valores um pouco maiores quando
aplicou-se 0,100 mol.L" de NaCl no sistema cromatografico, quando comparado a
aplicacdo no sistema de 0,125 mol.L"' ou mesmo 0,150 mol.L" de NaCl (para as
isoformas B e a +y), a resolucdo cromatografica foi significantemente maior quando foi
usado 0,100 mol.L. Assim, a partir da andlise dos dados apresentados neste item todos
os testes seguintes usaram a concentracdo salina de 0,100 mol.L"' de NaCl em sua fase

movel para poder realizar a otimizagdo do sistema cromatogréfico.

5.1.3. Refinamento do teste da influéncia do fluxo sobre a resolucdo cromatogrdfica.

A partir dos dados obtidos da influéncia do fluxo cromatogrifico e da
concentrac¢do salina (NaCl) foram feitos outros testes mais refinados sobre a variagdo do
fluxo na a resolugdo cromatografica de modo a otimizar este parametro, pois o fluxo
usado de 60 pL.min"' apesar de fornecer resultados satisfatérios resultava em tempos
cromatograficos muito longos. Deste modo foram testados fluxos maiores para tentar
diminuir o tempo de separagdo experimental e ao menos manter a e resolucdo entre as
isoformas B- e a- tripsina. Os resultados destes testes estdo dispostos na Tabela-4 e na

Figura-17.
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Tabela 4: Efeito do fluxo sobre a resolugdo cromatografica. As condi¢des
experimentais foram as seguintes: 100 mg de tripsina, fase mével constituida de tampao
tris-HClI a 0,1 mol.L'l, pH 7,69 a 4 °C, contendo CaCl, a 20,0 mmol.L’l, benzamidina a
1,0 mmol.L™! ¢ NaCl a 100 mmol.L"! sobre a fase estaciondria SE-Sephadex C50°. A
resolucdo cromatogréfica foi calculada a partir da equacdo-2. Os experimentos foram
feitos em triplicata e os resultados apresentados sdo valores de médias com mais ou

menos um desvio padrao (DP).

Fluxo Resolucio  DP
(UL.min™) (B-o tripsina)
100,0 1,05 0,01
110,0 1,10 0,01
120,0 1,28 0,01
130,0 1,17 0,02
140,0 1,08 0,01

Como pode ser observado na tabela-4 os melhores resultados relativos a
resolucdo cromatografica entre as isoformas de tripsina foram encontrados para fluxos
entre 110 e 130 uL.min"', sendo o mais eficiente em 120 pL.min"'. Fluxos com valores
de 90, 80 ¢ 70 pL.min"' ndo sdo mostrados devido aos resultados experimentais nio
serem significantes, pois os mesmos nao mostraram qualquer melhoria tanto no tempo
cromatografico quanto na resolugao.

Quanto a avaliacdo da variacdo dos tempos de retencdo (Tabela-5) entre os

fluxos testados pode-se observar que a diferenca entre eles é muito pequena e nao
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significativa estatisticamente (teste t de student) apesar do resultado quanto a resolucdo

ser claramente visivel na figura-17.

Tabela 5: Comparacdao dos tempos de retencdo para as isoformas - e a- tripsina

quando aplicados no sistema cromatografico

cromatograficos. Tr (tempo de reten¢do médio).

submetido a diferentes

Fluxo Tr B-tripsina (dias) Tr a-tripsina (dias)
A) 100uL.min™" 3,7 3.3
B) 110pL.min™ 3,5 32
C) 120pL.min™ 3,6 32
D) 130pL.min"' 3,7 3,3
E) 140uL.min' 3,6 3,1

fluxos

A andlise estatistica dos tempos de retencdo foi feita usando o teste ¢ de student

no pacote de analise do Origin® 5.0 scientific para os tempos de retengdo médios da

isoforma B-tripsina (inserto-3).

Inserto-3

Dados Média Varidncia
A 3,7 0,01

B 3,5 0,01

C 3,6 0,01

D 3,7 0,01

E 3,6 0,01
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No nivel de 0,05% de confianca, as médias dos tempos de retencdo nao_sao

significativamente diferentes.

Nos perfis cromatograficos da figura-17 podem ser observados claramente que em cada
teste realizado o perfil € caracterizado por trés fracdes discretas, que podem ser
qualitativamente e quantitativamente (atividade amiddsica e massa molecular)
caracterizadas (B-,a-, € y- tripsina) e pelo menos mais trés fracdes com baixa resolugao
saem no inicio do perfil cromatogréfico. Pode-se notar ainda que na Figura-17 que a
melhor resolugdo entre as isoformas - € a - tripsina € alcancada quando o sistema opera
a 120 pL.mim™”. A influéncia do fluxo cromatogréfico foi marcante neste ponto da
pesquisa, pois como pode ser observado, o ganho em tempo cromatografico e em
resolucdo obtidos quando comparados com os perfis dos sistemas cromatogrificos
operando a 60 e a 120 uL.min'l (Fig.18) foi considerado satisfatorio, uma vez que o
tempo de retengdo, por exemplo, da isoforma B-tripsina foi reduzido de 7,9 para 3,7 dias

quando o fluxo foi de 120 pL.mim" e as isoformas de tripsina ficaram melhor

resolvidas do que no fluxo menor de 60 uL.mim".

87



Resultados e Discussdo
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Figura 17: Efeito do fluxo sobre a resolucdo cromatografica. As condigdes
cromatograficas foram as seguintes: fluxo de 100-140 pL.min"', 100 mg de quantidade
de partida de proteina, fase movel constituida de tampao tris-HCl a 0,1 mol.L’l, pH 7,69
a 4 °C, contendo CaCl, a 20,0 mmolL'l, benzamidina a 1,0 mmol.L! e NaCl a 100,0
mmol.L" sobre a fase estaciondria SE-Sephadex C50®. A atividade demonstrada na
figura (-#-) é a medida da atividade amiddsica relativa a isoforma B-tripsina. Os dados

de massa molecular foram obtidos por meio de ESI-MS.
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Figura 18: Efeito do fluxo sobre a resolucdo cromatografica. As condigdes
cromatograficas foram: fluxo de 60 e 120 uL.min"', 100 mg de quantidade de partida de
proteina, fase movel constituida de tampao tris-HCI a 0,1 mol.L'l, pH 7.69 a 4 °C, CaCl,
a 20,0 mmolL'l, benzamidina a de 1,0 mmol.L"' e NaCl a 100 mmol.L'! sobre a fase
estaciondria SE-Sephadex C50°. A atividade demonstrada na figura (-4-) é a medida da
atividade amiddsica relativa a isoforma B-tripsina. Para a corrida cromatogréafica com
fluxo de 60 UL.min"' foram coletados fracdes de 1,8 mL.tubo™ e para de 120 pL.min™

foram coletados fracdes de 3,6 mL.tubo " Os dados de massa molecular foram obtidos

por meio de ESI-MS.
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5.1.4. Influéncia da quantidade de partida aplicada na coluna (capacidade trocadora)

sobre a resolucdo cromatogrdfica.

Apés a incorporagdo dos resultados obtidos anteriormente para fluxo e
concentracdo de NaCl foi necessario determinar a capacidade trocadora do sistema
desenvolvido. Esta varidvel testa um dos itens da Hipdtese 1 (H1) do item 4.1.3. de que
o sistema cromatografico desenvolvido por Schroeder & Shaw (1968) possuia baixa
resolucdo devido a uma sobrecarga de proteinas no sistema. Assim foram testadas
quantidades de partida de 100 mg (3,33 mg.mL™), 150 mg (5,0 mg.mL™"), 200 mg (6,6
mg.mL™), 250 mg (8,3 mg.mL") e 300 mg (10,0 mg.mL™") em um volume de aplicacio
de 10 mL. Os resultados relativos a resolu¢ao cromatografica entre as isoformas - e a-
tripsina obtidos da anélise dos perfis cromatograficos estdo apresentados na Tabela-6.

Como pode ser observado na tabela-6, a melhor resolucdo entre as isoformas [3-
e a-tripsina foi alcan¢ada quando foram aplicadas quantidades de 65, 80 ou 100 mg de
tripsina comercial bovina, pois a resolucdo e os perfis cromatograficos foram
semelhantes para as trés condi¢des, com fracdes apresentando formas gaussianas
simétricas (dados ndo mostrados). Pode se notar na tabela-6 que os testes realizados
com 150 e 200 mg de tripsina comercial resultaram em resolu¢des comparativamente
mais baixas aquelas obtidas para quantidades menores de proteinas. A andlise
comparativa dos cromatogramas (dado ndao mostrado) permitiu verificar que o tempo de
retencdo médio para a isoformas B- e a- tripsina diminui significativamente e que seus
picos perdem a simetria tipicamente gaussiana para valores entre 150 e 200 mg de
proteina de partida. Para valores acima de 250 mg a resolucdo entre as isoformas - e a-
tripsina diminui ainda mais e os picos perdem totalmente sua simetria tornando-se muito

alargados (dados nao mostrados).

90



Resultados e Discussdo

Tabela 6: Efeito da quantidade de partida sobre a resolu¢do cromatogréfica. As
condic¢des experimentais foram: fase mével constituida de tampao tris-HCI a 0,1 mol.L"
1, pH 7,69 a 4 °C, contendo CaCl, a 20,0 mmol.L’l, benzamidina a 1,0 mmol.L! e NaCl
a 100,0 mmolL"' sobre a fase estaciondria SE-Sephadex C50®. A resolucdo
cromatogréfica foi calculada a partir da equacao-2. Os experimentos foram conduzidos

em triplicata e os resultados apresentados sdo valores de médias com mais ou menos um

desvio padrao (DP).

Quantidade Resolucio  DP

de partida
(mg) (B-o tripsina)
65,0 1,27 0,01
80,0 1,28 0,01
100,0 1,28 0,02
150,0 1,16 0,02
200,0 1,03 0,01
250,0 0,86 0,02
300,0 0,62 0,01

Ja que quantidades de partida de proteina entre 80 e 100 mg forneceram
resolucdes semelhantes no sistema cromatografico decidiu-se por motivo de rendimento
manter a quantidade de partida na quantidade de 100 mg de tripsina comercial bovina

para todos os experimentos seguintes.
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5.1.5. Influéncia do pH da fase movel sobre a resolucdo cromatogrdfica.

Incorporados os resultados de fluxo, concentracdo salina e quantidade de partida
de proteina, foi testada a influéncia do pH da fase mével na resolucdao cromatogréfica
das isoformas de tripsina. A escolha de testar o valor de pH 7,1 a 4°C ndo foi aleatoria,
tendo vindo de uma observacdo no artigo de Schroeder & Shaw (1968), em que os
autores afirmam que “‘all pH adjustments were made at room temperature, and the

values cited in this paper refer to such measurements regardless of the temperature of

chromatography, which was often 2- 4 °C..”. Assim todos os experimentos

cromatograficos deste clédssico artigo foram conduzidos a 2-4 °C como citado acima € o
sistema cromatografico desenvolvido pelos citados autores operou com uma fase mével
com tampao tris-HCI a 100 mmol.L’l, pH 7,1 a 25°C.

Observando a afirmacdo citada acima, um erro de quimica analitica foi cometido
por tais pesquisadores, pois o pH aumenta para 7,69 quando o sistema tamponante (fase
moével) é ajustado a temperatura ambiente para pH 7,1 a 25°C e levado a 4° C o pH
aumenta para 7,69, pois:

pH4°C=dpK/dt (tris) x AT + pH25°C..
pH 4°C= 0,028 x(25-4)+ 71..
pH 4°C= 0,588 + 7,1..
pH 4°C=7,69

Deste modo o experimento realizado por Schroeder & Shaw (1968) foi
conduzido a um pH 7,69 a 4°C e ndo a 7,1 a 4°C. Com esta nova informacao foi
aventada para otimizar a resolu¢do cromatogréfica:

e Como a tripsina tem um pl de 8,69 € de se esperar que se a proteina fosse

submetida a um pH mais baixo do que usado por Schroeder & Shaw,
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(1968) mais protonada ela estaria e assim sua interacdo com a fase

estacionaria (anidnica) seria mais intensa, deste modo aumentando a

resolucdo cromatografica e consequentemente seu tempo de retengao.
Para testar a hipétese acima foi necessdrio preparar uma solu¢do tampao que atuaria

como fase mével a 4°C com um pH de 7,1. Assim foi feito seguinte célculo:

pH 25°C = 7,1 - 0,588 (acréscimo devido a variacao de temperatura de 25-4°C)

pH 25°C =6,512..
Assim o quando o pH de 6,512 fosse levado a temperatura de 4°C:

pH 4°C=dpK /dt (tris) x AT + pH25°C...

pH 4°C= 0,028 x(25-4) +7,1 ...

pH 4°C=0,588 +6,512..

pH 4°C=17,1
Foram realizadas medidas de pH na solu¢do cromatografica a 4° apds 4 horas de
equilibrio térmico para confirmar o valor calculado e esperado. Foram observados

valores de pH oscilando entre 7,05 e 7,13. Confirmando assim a predi¢do feita pelo uso

do dpK,/dt do tris-HCI.

Deste modo a hipétese da variacdo do pH foi testada e os resultados podem ser vistos na

Tabela-7 e na Figura-19.
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Tabela 7: Efeito do pH da fase mével sobre a resolucdo cromatografica de B- e a-
tripsina. As condi¢des experimentais foram as seguintes: fase modvel constituida de
tampao tris-HCl a 0,1 mol.L’l, pH 7,69 € 7,10 a 4 °C, contendo CaCl, a 20,0 mmol.L! e
benzamidina a 1,0 mmol.L! e NaCl a 100,0 mmol.L”' sobre a fase estaciondria SE-
Sephadex C50®. A resolucdo cromatogréfica foi calculada a partir da equacdo-2. Os
experimentos foram conduzidos em triplicata e os resultados apresentados sdo valores

de médias com mais ou menos um desvio padrao (DP).

pH 4°C Resolucio  DP

(B-o tripsina)

7,69 1,28 0,08

7,10 1,60 0,05

Conforme pode ser observado na Tabela-7 a resolu¢do cromatografica para - e
a-tripsina foi melhor obtida quando o pH da fase mdével foi de 7,10 a 4 °C. Este
resultado de resolucdo de 1,60 significa que a isoforma [-tripsina estd totalmente
separada da sua isoforma o-tripsina, j& que um valor superior a 1,50 tem significado
analitico que dois analitos estdo separados totalmente entre si (Harris, 2001). Este dado
quantitativo poder ainda ser qualitativamente observado na Figura-19 onde a proteina [3-
tripsina esta isolada da sua isoforma o-tripsina por aproximadamente 43,0 mL de fase
movel e a isoforma a- tripsina apresenta uma resolucdo satisfatéria para a isoforma -
tripsina.

E interessante salientar que na cromatografia realizada em pH 7,1 a 4°C as

fracdes eluidas exibem uma forma gaussiana bem definida e com simetria elevada,

mostrando com isto que o sistema nao estd sobrecarregado de proteinas, que nio existe
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arraste de proteinas durante o percurso da coluna e que a difusdo longitudinal estad
minimizada. Outro fato importante notado com a variagdo do pH é que a separagdo
entre as isoformsa a- e -tripsina tornou-se evidente e a quantidade de wy-tripsina
aumentou significativamente em relacdo aos outros testes anteriores. As proteinas
purificadas apresentaram atividade semelhante aos testes anteriores e foram
identificadas por sua atividade amidésica e massas moleculares.

Quanto ao tempo de retengdo médio para as isoformas - e a-tripsina, pode-se
notar na Tabela-8 que houve um aumento significativo para ambas as isoformas quando
o experimento foi conduzido a pH 7,1 a 4°C, porém aceitdvel operacionalmente, pois
este efeito negativo é compensado pelo aumento da resolucao cromatografica quando o

pH da fase moével foi 7,1 a4 °C.

Tabela 8: Comparacdo dos tempos de retencdo das isoformas de -, o e y-tripsina em

diferentes condi¢des de pH da fase movel. Tg (tempo de retencao).

pH7,69a4°C pH 7,102 4°C

Trp-tripsina (dias) 3,6+0,1 7.1+0,2
Tro-tripsina (dias) 3,1+0,1 6,0+0,2
Try-tripsina (dias) 2,7+0,1 5,2+0,2

Assim, conforme visto na Figura-19 e nas Tabelas 7 e 8 um abaixamento no pH
da fase movel ocasionou uma maior protonacio das isoformas de tripsina fazendo com
que estas tivessem uma adsorcdo mais forte a fase estaciondria e aumentando assim a
resolucdo entre as mesmas. Este ponto da pesquisa de otimizacdo da metodologia de
purificacdo das isoformas de tripsina foi de suma importincia para a tese mostrando

como um pequeno erro de quimica analitica e de célculo de pH pode ocasionar uma
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mudanca tdo significativa no perfil cromatografico. Vale a pena enfatizar aqui que a
predicao de aumento de retencdo e de resolu¢do baseou-se em um modelo simples e

confirmou-se.
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Figura 19: Efeito do pH da fase mdvel sobre a resolucdo cromatogréfica de B- e a-
tripsina. As condicdes cromatogrificas foram: fluxo de 120 uL.min'l, 100 mg de
quantidade de partida de proteina, fase mdvel constituida de tampao tris-HCI a 0,1
mol.L’l,pH 7,69 e 7,10 a 4 °C, contendo CaCl, a 20,0 mmol.L’l, benzamidina a 1,0
mmol.L! ¢ NaCl a 100,0 mmol.L 'sobre a fase estaciondria SE-Sephadex C50%. A
atividade demonstrada na figura (-¢-) é a medida da atividade amiddsica relativa a

isoforma B-tripsina. Os dados de massa molecular foram obtidos por meio de ESI-MS.
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5.1.6.Teste de precisdo do sistema cromatogrdfico.

A fim de se testar a reprodutibilidade do processo cromatografico otimizado nas
condi¢cdes anteriormente descritas (tampao tris-HCI a 0,1 mol.L’l, pH 7,10 a 4°C,
contendo NaCl a 0,1 mol.L’l, CaCl, a 0.02 mol.L’! e benzamidina a 1.00 mmol L'l;
100,0 mg de quantidade de partida de tripsina comercial bovina; fluxo de 120 puL.min
Y, dez corridas consecutivas sem desempacotamento nem regeneracio do sistema foram
conduzidas e avaliadas quanto a resolu¢do entre as isoformas [B- e a-tripsina. Os

resultados destes testes estdo dispostos na Tabela-9.
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Tabela 9: Efeito da reprodutibilidade sobre a resolu¢do cromatogréfica de B- e a-
tripsina. As condi¢des experimentais foram as seguintes: fase moével constituida de
tampao tris-HCI a 0,1 mol.L’l, pH 7,10 a 4 °C, contendo CaCl, a 20,0 mmol.L’l,
benzamidina a 1,0 mmol.L”! NaCl a 100,0 mmol.L’! sobre a fase estaciondria SE-
Sephadex C50®. A resolucdo cromatogréfica foi calculada a partir da equacdo-2. Os
experimentos foram conduzidos em triplicata e os resultados apresentados sdo valores

de médias com mais ou menos um desvio padrao.

Corrida Resolugdo DP
(ntimero) (B-o tripsina)
1 1,63 0,02
2 1,60 0,01
3 1,59 0,02
4 1,59 0,03
5 1,56 0,02
6 1,50 0,03
7 1,42 0,03
8 1,32 0,04
9 1,12 0,03
10 1,03 0,02
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Como pode ser observado na Tabela-9 o sistema cromatogrifico tem seu
funcionamento otimizado para operar consecutivamente até seis vezes sem processo de
desempacotamento e regeneracao do sistema. Este resultado € significativo e qtil para o
controle de qualidade de wutilizacdo do sistema cromatografico, pois o
desempacotamento e regeneracdo de uma coluna cromatografica sdo processos que
demandam muito tempo e trabalho. A determinag¢do da precisdo cromatogrifica do
sistema demonstrou que ele pode ser considerado robusto e preciso dentro dos

parametros delimitados para este projeto.

5.1.7 Atividade amiddsica da isoforma a-tripisina em funcdo do pH e determinagdo

da porcentagem dos sitios ativos nas enzimas purificadas.

A fim de verificar se o processo cromatografico havia influenciado as
propriedades enzimdticas das proteinas isoladas foi feita uma andlise da atividade
enzimatica em fun¢do do pH para verificacdo do perfil enzimético bem estabelecido
para tripsinas e para isoforma o-tripsina. Para conduzir esta avaliacdo usou-se a
isoforma a-tripsina como moléculas teste, porém poderia ser usado também a isoforma
B-tripsina se fosse necessdrio. O resultado deste teste pode ser visto na figura-20 que
mostra um perfil tipico de atividade em funcdo do pH para tripsinas e para propria
isoforma o-tripsina. As tripsinas geralmente em solugdes 4cidas (pH 2,0 — 4.5)
apresentam uma atividade residual baixa e pouco significativa, ja na faixa de pH de 5,0-
8,0 sua atividade aumenta significantemente, sendo que o valor maximo alcancado para
atividade amidasica pode ser visto no pH 8,0 que é o valor mais préoximo do pH
fisiolégico da enzima no animal de origem. Valores de pH acima de 8,5 dao origem a

processos como agregacao protéica, deamidacdo e outros processos irreversiveis que
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fazem com que a atividade enzimdtica diminua. Este perfil estd de acordo com o
resultado esperado para a atividade amidésica da tripsina comercial bovina, mostrando
assim que a metodologia de purificagdo nao ocasionou nenhuma mudanga irreversivel

nas proteinas em questao.

Este perfil se encaixa perfeitamente com o perfil de atividade amidésica da
tripsina comercial bovina mostrando assim que a metodologia de purificacdo nao
ocasionou nenhuma mudanca irreversivel nas proteinas em questao.

A Figura-21 mostra o perfil cromatografico final deconvuluido pelo programa de
andlise Origin® 5.0 Scientific mostrando as fracdes realmente utilizadas (delimitadas por
retangulos tracejados) de cada isoforma para os ensaios fisico-quimicos. Pode ser notar
que a isoforma B-tripsina é completamente aproveitada, e para as isoformas o- e -
tripsinas s@o usadas apenas as fracdes puras, selecionadas dentro do perfil deconvuluido
(pontilhado) inscrito no retangulo tracejado.

Ainda se pode notar na Figura-21 que as proteinas purificadas apresentam-se
altamente ativas, pois todas as amostras que passaram pelo ensaio de titulagdo de centro
ativo apresentaram valores superiores a 95%. A isoforma W-tipsina ndo teve seu sitio
ativo determinado visto que possui baixa afinidade por substratos carregados
positivamente (Smith & Shaw, 1969) e os resultados obtidos usando NPGB nao foram
precisos. Estes valores da porcentagem de sitios ativos reportam mais uma vez ao que
foi dito acima sobre a metodologia de purificagdo nao interferir de modo irreversivel na

atividade ou na estrutura das proteinas purificadas.
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Figura 20: Atividade amidésica da isoforma o-tripsina em fun¢@o do pH usando como
substrato o BApNA. O inserto mostra como se processa a clivagem do BApNA pela
enzima gerando o croméforo p-Nitro anilina detectado a 410 nm. BApNA (para-nitro
anilida de Ny-benzoil-arginina); BA (Ny-Benzoil Arginina); pNA (para-nitro anilina), a
ligacdo em cor vermelho no BApNA € o ponto onde a enzima faz a hidrélise da
molécula. O tempo reacional foi de dez minutos a 37°C. Os valores sdo expressos como

média (n=3) e mais ou menos um desvio padrao.
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Figura 21: Fragdes utilizadas dos picos cromograficos de B-, a-, e y-tripsina para os
estudos fisico-quimicos. As condi¢des experimentais foram: fase movel constituida de
tampao tris-HCl a 0,1 mol.L’l, pH 7,10 a 4 °C, contendo CaCl, a 20,0 mmol.L’l,
benzamidina a 1,0 mmol.L! e NaCl a 100,0 mmol.L! de sobre a fase estaciondria SE-
Sephadex C50®. A resolucdo cromatogréfica foi calculada a partir da equacdo-2. Os
experimentos de determinagcdo de sitio ativos foram conduzidos em triplicata e os
resultados apresentados sdo valores de médias com mais ou menos um desvio padrao. %

SA — porcentagem de sitios ativos. R-resolu¢do entre as isoformas.
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5.1.8 Teste do sistema cromatogrdfico, determinacdo da quantidade relativa de

isoformas de tripsina e atividade de outras amostras comerciais.

O teste do sistema cromatografico otimizado usando outras amostras comerciais
de tripsina mostrou que o mesmo foi eficiente para todos os lotes testados neste estudo,
pois a resolucdo cromatografica entre as principais isoformas de tripsina (B- e a-
tripsina) apresentou valores acima de 1,5 (Tabela-10), o que analiticamente, significa
que houve separacado total entre os dois analitos em questdo (Harris, 2001). Ainda ¢é
possivel notar na tabela-10 que algumas marcas comerciais possuem conteido baixo ou
mesmo nao possuem a isoforma -tripsina. Este fato deve-se ao procedimento de
extracdo do material primdrio, pois algumas proteinas sao purificadas por precipitagao,
outras por precipitacdo seguida de didlise. Alguns destes processos sdo feitos com a
presenca de inibidores reversiveis e outros ndo, possibilitando assim tempo suficiente
para formagao de mais isoformas por meio de autélise.

Um resultado importante € o relativo a quantidade das outras isoformas Y-, Z-, A-
tripsina, que sdo isoformas inativas ou que ndo possuem atividade amiddsica. Estas
outras isoformas contribuem, em todos os lotes analisados na faixa de 20 a 35 % da
quantidade relativa de proteina total. Assim a atividade amiddsica da tripsina comercial
€ quase completamente dada pelas isoformas 3 e a-tripsina.

Analisando-se a Tabela-10 pode-se obvervar que quantidade relativa de
isoformas de tripsina mostrou ser diferenciada dependendo da marca ou lote analisado,
sendo possivel escolher, dependendo do interesse do estudo, qual marca ou lote fornece
maior quantidade relativa da isoforma de interesse. Apesar desta variacdo encontrada a
isoforma B-tripsina sempre estd presente em maior quantidade e nunca menor que 50%

de abundancia relativa nas marcas testadas.
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Dentre as mostras comerciais analisadas algumas mostraram atividades
amiddsicas bastante elevadas, (e.g. Tipo III da Sigma) e outras mostraram atividades
amiddasicas moderadas (e.g. Tipo I da Sigma, Boeringer e Seravac) e uma apresentou

uma atividade considerada baixa (Wortington) para a quantidade de proteina ensaiada.
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Tabela 10: Comparacdo das quantidades das isoformas de tripsina, atividades

amidésicas das proteinas brutas e resolucdo cromatogréafica entre as isoformas p- e o-

tripsina de marcas diferentes de tripsina comercial bovina usando o sistema

cromatografico otimizado.

Sigma Sigma Sigma Boeringer =~ Seravac ~ Worthington
Tipo III Tipo III Tipo I Lote 1247 Lote 1247 Lote
Lote 8253 Lote 8003 Lote 8003 LS003667
"% de B-tripsina 60,0 55,0 50,0 55,0 50,0 52,0
"% de o-tripsina 15,0 10,0 6,0 10,0 10,0 20,0
"% de y-tripsina 5,0 5,0 4,0 5,0 - -
! % outras 20,0 30,0 40,0 18,0 30,0 28,0
isoformas
P Atividade 12,8 11,0 9,0 8,0 9,0 7,6
especifica (A/mg'l)
‘Massa molecular 23294,49  23294,78  23295,05  23293,58  23292,35 23294,35
B-tripsina (Da)
‘Massa molecular 23312,07  23312,50  23313,25 23315,12  23310,28 23312,50
a-tripsina (Da)
‘Massa molecular 23329,87  23330,12  23331,65 23334,90 - -
y-tripsina (Da)
dRﬁ ¢ o tripsina 1,60 1,58 1,55 1,56 1,58 1,58

“Dados obtidos por cromatografia de troca idnica cationica em SE-SEPHADEX C50° conforme

metodologia de Santos e cols., (2008).
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® Atividade amidésica especifica foi obtida conforme metodologia descrita no item 4.1.8.1. do
presente trabalho de proteina comercial antes de ser submetida a método de purificacio dividido
pela concentragdo de proteinas usada em cada amostra..

‘Dados obtidos por espectrometria de massas do tipo ESI-MS conforme o item 4.1.7. do
presente trabalho.

dRB e o wipsina: Tesolu¢do cromatografica entre as isoformas B- e a- tripsina no sistema

desenvolvido nesta tese.

5.1.9. Aumento na producdo da quantidade de isoformas de tripsina

Para obtencdo de maiores quantidades das isoformas de tripsina puras para os
estudos fisico-quimicos foi montada uma coluna com capacidade trocadora maior.
Célculos como os que foram feitos no item 4.2.3. para estimar parametros como
quantidade de proteina comercial que deveria ser aplicada na coluna e o fluxo na qual
operaria foram feitos e os resultados tedricos encontrados foram os seguintes para a
nova coluna montada com dimensdes de 130,0 cm x 7,4 cm D.i.:

o Quantidade de partida de tripsina comercial bovina: 1,13 g;

o Fluxo cromatogréfico: 1,35 mL.min"".

Os resultados tedricos acima calculados, porém, ndo foram possiveis de ser
aplicados no sistema cromatografico de bancada, pois excediam os valores das
propriedades fisicas da fase estaciondria, ocasionando empacotamento da fase
estaciondria durante o intervalo de purificacdo. Alguns testes com fluxos entre 0,1 a 0,5
mL.min"' e com quantidades totais de proteina variando de 0,5 g a 1,2 g de foram

conduzidos e os resultados mais significativos sdo mostrados abaixo. Para todos os
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resultados descritos abaixo as fracdes protéicas somente comecaram ser eluidas apds
passar, em média, 2700 mL de fase mdvel pela coluna cromatografica.

Conforme pode ser visto na Figura-22, quando foram aplicados 1,2 g de tripsina
comercial, trés fracdes bem definidas foram obtidas, dentre estas duas foram
identificadas pela massa molecular e atividade amidésica como a isoforma B-tripsina e
uma mistura das isoformas o- e y- tripsina. Estas fra¢des principais apresentaram uma
baixa resolucdo entre elas (Tabela-11), principalmente entre a- e wy-tripsina. Uma
terceira fracdo (com tempo de retencdo menor que as anteriores) pode ser vista
contribuindo com alta porcentagem relativa das proteinas separadas no cromatograma,
sendo provavelmente constituida das isoformas gama, zeta e delta-tripsina. Essas ficam
separadas por um pequeno volume de soluc¢do da fracdo que contém as isoformas a- e
y- tripsina. Uma observacdo interessante € que as fragdes resultantes apresentam
gaussianas largas e com baixa simetria sugerindo assim que a coluna poderia estar sobre
carregada com proteinas.

A Figura-23 demonstra a tentativa de aumentar a resolu¢do cromatografica
diminuindo-se a quantidade de proteina aplicada na coluna de 1,2 g para 1,0 g e
diminuindo-se o fluxo cromatogréfico para 300 pL.min"'. Esta mudanga nos parimetros
cromatograficos ndo ocasionam variagdo na resolucdo entre as isoformas de B- e o-
tripsina (Tabela-11), porém as gaussianas das fracdes tornam-se menos largas, mais
simétricas e a isoforma y-tripsina pode ser identificada claramente.

As Figuras 24 e 25 demonstram a tentativa de melhorar a resolucdo
cromatogréafica variando-se a quantidade de partida de tripsina comercial utilizada e o
fluxo cromatografico. Pode se notar que a resolu¢do cromatografica entre as isoformas
B- e a- tripsina muda significativamente e a resolu¢cao da isoforma y- tripsina aumenta

com a diminui¢do da quantidade de proteina bruta aplicada.
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Na Figura-26 pode-se observar o melhor resultado encontrado para os testes de
padronizacdo do sistema cromatografico em escala maior. Este sistema foi padronizado
para operar a um fluxo cromatogréfico de 350 pL.min"' com uma quantidade de partida
de 0,5 g de tripsina comercial bovina. As isoformas de tripsina alcancaram resolucdes
satisfatorias para este projeto apresentando elevadas atividades amiddsicas e
porcentagens de sitios ativos (Fig.27), mostrando novamente que o sistema
cromatogrifico desenvolvido ndo provoca alteracdes irreversiveis nas proteinas que
estdo sendo separadas. As proteinas destinadas aos testes fisico-quimicos foram
selecionadas e sdo mostradas na Figura-27 onde estdo delimitadas por um retangulo

tracejado.

Tabela 11: Comparagdo dos parametros cromatograficos para os testes de aumento de

escala para a obtencao das isoformas de tripsina.

tr B-tripsina  tg a-tripsina  tg WY-tripsina Fluxo Quantidade R ge o- tripsina
(dias) (dias) (dias) cromatogriafico  de partida
(HL.min™) (mg)
Teste 1 10,5 8,1 8,1 500 1200 1,01
Teste 2 18,5 16,3 14,5 300 1000 1,01
Teste 3 10,65 9,35 8,45 500 1000 1,20
Teste 4 12,05 11,15 9,15 400 800 1,36
Teste 5 16,0 12,7 11,0 350 500 1,45

Assim a purificacdo de proteinas em escala maior foi possivel no sistema

desenvolvido podendo fornecer grandes quantidades de isoformas de tripsina puras em

um tempo médio de 12 a 16 dias. Na Figura-27 ainda se pode notar que as proteinas
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nio sofreram qualquer tipo de modificacdo irreversivel durante o processo
cromatografico, pois apresentaram valores caracteristicos para a atividade amiddsica
identificada em cada isoforma além de valores elevados (e.g. superiores a 95%) de

porcentagem de sitios ativos.
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Figura 22: Novo sistema cromatografico para separacdo das isoformas de tripsina
operando nas seguintes condi¢des: coluna com 130 cm x 7,4 cm Di, fluxo de 500
pL.min™, 1,2 g de quantidade de partida, fase mével constituida de tampdo tris-HCI a
0,1 mol.L'", pH 7,10 a 4 °C, CaCl, a 20,0 mmolL"', benzamidina a 1,0 mmol.L"' e NaCl
a 100,0 mmol.L’! sobre a fase estaciondria SE-Sephadex C50%°. A atividade
demonstrada na figura (-0-) é a medida da atividade amiddsica relativa a isoforma (-

tripsina. Os dados de massa molecular foram obtidos por meio de ESI-MS.

112

(%) euisdul-¢ e eAnjeal spepialy



Resultados e Discussdo

| o 'Atividade (%) 5
—O— Abs(280nm) 23.294 Da ©000Q000 4 100
1.2 5 \ I%
1.0 .
E o8- ]
S 60
o 4
w -
N 064
3 | - 40
<
0.4 |
- 420
0.2
0.0 - O0000O0000O0O0O00 4o

T T T T T T T
0 50 100 150 200

Fracao (8,0 mL/tubo)

T T
250 300

Figura 23: Novo sistema cromatografico para separacdo das isoformas de tripsina
operando nas seguintes condi¢des: coluna com 130 cm x 7,4 cm Di fluxo, 300 pL.min"',
1,0 g de quantidade de proteina, fase movel constituida de tampao tris-HCI a 0,1 mol.L"
I pH 7,10 a 4 °C, contendo CaCl, a 20,0 mmolL'l, benzamidina a 1,0 mmol.L"' e NaCl a
100,0 mmol.L™" sobre a fase estaciondria SE-Sephadex C50°. A atividade demonstrada
na figura (-o-) € a medida da atividade amidésica relativa a isoforma B-tripsina. Os

dados de massa molecular foram obtidos por meio de ESI-MS.
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Figura 24: Novo sistema cromatografico para separacdo das isoformas de tripsina
operando nas seguintes condi¢des: coluna com 130 cm x 7,4 cm Di, fluxo, 500 pL.min
', 1,0 g de quantidade de partida, fase mével constituida de tampdo tris-HCI a 0,1
mol.L'l, pH 7,10 a 4 °C, CaCl, a 20,0 mmolL"!, benzamidina a 1,0 mmol.L'! e NaCl a
100,0 mmol.L™" sobre a fase estaciondria SE-Sephadex C50°. A atividade demonstrada
na figura (-o-) € a medida da atividade amidésica relativa a isoforma B-tripsina. Os

dados de massa molecular foram obtidos por meio de ESI-MS.
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Figura 25: Novo sistema cromatografico para separacdo das isoformas de tripsina,
operando nas seguintes condi¢des: coluna com 130 cm x 7,4 cm Di, fluxo, 400 pL.min
1, 0,8 g de quantidade de partida, fase movel constituida de tampao tris-HCl a 0,1 mol.L"
1, pH 7,10 a 4 °C, CaCl, a 20,0 mmolL’l, benzamidina a 1,0 mmol.L'! de benzamidina e
NaCl a 100,0 mmolL"' sobre a fase estaciondria SE-Sephadex C50®. A atividade
demonstrada na figura (-0-) é a medida da atividade amiddsica relativa a isoforma (-

tripsina. Os dados de massa molecular foram obtidos por meio de ESI-MS.
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Figura 26: Novo sistema cromatografico para separacdo das isoformas de tripsina
operando nas seguintes condicdes: coluna com 130 cm x 7,4 cm Di, fluxo, 350
uL.min™, 0,5 g de quantidade de partida, fase mével constituida de tampdo tris-HCI a
0,1 molL'l, pH 7,10 a.4 °C, contendo CaCl, a 20,0 mmolL'l, benzamidina a 1,0 mmolL!
e NaCl a 100,0 mmolL™" sobre a fase estaciondria SE-Sephadex C50®. A Atividade
demonstrada na figura (-o0-) € a medida da atividade amiddasica relativa a isoforma 3-

tripsina. Os dados de massa molecular foram obtidos por meio de ESI-MS.
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Figura 27: Fracdes utilizadas associadas aos picos cromatogrificos de B-, a- e y-
tripsina para ensaios fisico-quimicos. Os retangulos tracejados delimitam a fracdo
selecionada dentro de cada pico para os ensaios bioquimicos e termodindmicos. As
condi¢des experimentais foram as seguintes: quantidade de proteinas comercial aplicada
de 0,5g, fase mével constituida de tampao tris-HCI a 0,1 mol.L'l, pH 7,10 a 4 °C, CaCl,
a 20,0 mmol.L"!, benzamidina a 1,0 mmol.L! e NaCl a 100,0 mmolL™" sobre a fase
estaciondria SE-Sephadex C50°. %SA — porcentagem de sitios ativos, R-resolucao entre
as isoformas. A linha continua vermelha € o resultado do ajuste matemético Gaussiano
para obtencdo das curvas deconvuluidas que sdo exemplificadas como linhas

pontilhadas de cor preta.
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Deste modo, foi otimizado um sistema cromatografico o qual pode fornecer em
um tempo médio de 16 dias uma grande quantidade de isoformas de tripsina puras para
ensaios bioquimicos e termodinamicos, o que permitiu serem feitos testes pelo menos

em triplicata pra cada ponto experimental para os ensaios descritos nas secoes seguintes.

5.1.10. Estimativa do “shelf-life” e meia vida da a-tripsina e de tempo real da perda

da atividade amiddsica em funcdo do tempo de armazenamento.

A determinacdo do ‘‘shelf-life” (tempo de prateleira ou de queda de 5%
daatividade enzimadtica) e da meia vida da o-tripsina, calculada pelo programa Sigma

Plot® (macro pharmacology) a partir dos dados de atividade enzimética foram obtidos
valores de 954, de 292 + 15 dias (9,7 meses) (Fig.28) e um ts94, de 2662 + 15 dias
(aproximadamente 7,3 anos) (Fig.29) para a proteina liofilizada e armazenada sob
pressdo de nitrogénio e acondicionada a uma temperatura de 4°C.

A fim de validar a estimativa feita pelo programa de anélise do Sigma Plot® as
medidas de perda de atividade foram sendo feitas até se completar um ano de
armazenamento. O resultado deste teste pode ser visto na Figura-30, onde nota-se que o
tempo de queda de 5% da atividade amidésica € aproximadamente de 270 dias. Como
pode ser visto, tanto na estimativa quanto na medida real de queda de atividade (Fig. 29
e 30), ambos resultaram em valores semelhantes com um pequeno desvio de 22 dias, ou
seja, um erro dentro do esperado, proximo do erro desvio padrdo da medida que era
conduzida a cada 15 dias. Assim o uso do programa foi validado para sistemas que tem
seu decaimento seguindo uma cinética de primeira ordem ou pseudo- primeira ordem

(Bhardwaj e cols., 2005).
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Figura 28: Estimativa do “Shelf-life” da atividade amidésica residual da isoforma o-
tripsina liofilizada e armazenada sob pressdo de nitrogénio e acondicionada a uma
temperatura de 4°C. Foram realizadas medidas em triplicatas no intervalo de 15 dias
durante sete meses. A atividade enzimatica (©) tem uma regressao linear superimposta.
A linha com 95% de confianca € mostrada (A) e 0 tosg (292 dias) é mostrado no

intercepto da linha tracejada (-) com a linha (A).
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Analise de Meia Vida
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Figura 29: Estimativa do “half-life” ou meia vida da atividade amidasica residual da
isoforma a-tripsina liofilizada armazenada sob pressdo de nitrogénio e acondicionada a
4°C. Foram realizadas medidas em triplicata no intervalo de 15 dias durante 7 meses. A
atividade enzimadtica (o) tem uma regressao linear superimposta. A linha com 95% de
confianca mostrada (A) e o tsoq (2262 dias) € mostrada no intercepto da linha tracejada

(-) com a linha (A).
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Figura 30: Decréscimo real da atividade amiddsica da isoforma a-tripsina de 100%
para 95%. As medidas foram feitas a cada 15 dias em um periodo de tempo de 340 dias.
Os pontos delimitados pela caixa pontilhada sdo os pontos que foram usados para
estimar o Shelf-life da enzima no programa Sigma Plot®. Os resultados sdo apresentados

como médias de n=3 e mais ou menos um desvio padrao..
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A partir destes resultados foi possivel estabelecer um controle de qualidade para
a isoforma «-tripsina onde as amostras para estudos fisico-quimicos foram usadas
apenas com tempo de armazenamento inferior a 9,7 meses. Deste modo e com alguns
outros resultados que serdo descritos abaixo, criou-se um controle de qualidade para as
enzimas purificadas, podendo monitorar-se tanto a perda de atividade como a

degradacao quimica.

5.1.11. Determinagdo da porcentagem de formagdo de w-tripsina inativa (t9s9,) em
Juncdo do tempo por calorimetria diferencial de varredura e medida da atividade
esterdsica.

A fim de avaliar qual a porcentagem de W-tripsina estaria na condi¢do nativa
para a realiza¢do dos experimentos foram feitas medidas no calorimetro diferencial de
varredura (DSC) para a avaliagdo deste conteido a partir do momento do
armazenamento (proteina liofilizada e mantida a 4° C). Esta medida baseia-se no
conceito de que a quantidade de calor absorvido (AH,,; t) durante uma transi¢ao térmica
de uma amostra no tempo ¢ € indicativa da quantidade de proteina na forma nativa
naquele momento. Apds um tempo 7+ / a quantidade relativa de proteina nativa vai ser a
razdo AH., t+1/ AH,., t. Na Figura-31 pode-se notar que as medidas feitas no DSC a
cada trinta dias mostram curvas endotérmicas com perfis semelhantes, com a mesma
capacidade calorifica e T,, porém diferem em seu AH.; que se tornam menores a
medida que o tempo de armazenamento aumenta. Como pode ser visto na Figura-32, a
quantidade de proteinas inativas em fun¢do do tempo possui uma relacdo
aproximadamente linear e inversa com o AH,,. A perda de atividade da enzima pode ser

relacionada a fatores como agregacao/ precipitacdo ou desnaturacdes irreversiveis que
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podem ocasionar tais perdas de atividade, ou seja, diminuem o nimero de moléculas
nativas e ativas. Pode-se notar na Figura-32 que o tempo necessario para que a isoforma
y-tripsina tenha seu AH,, diminuido de 5% € de aproximadamente 90 dias. Este valor
(shelf-life) ¢ muito menor quando comparado ao da isoforma o-tripsina que apresentou
estabilidade cinética de 292 dias. Este dado sugere que a isoforma W-tripsina possui
uma menor estabilidade cinética quanto ao tempo de armazenamento do que a isoforma
o-tripsina nas condi¢des estudadas, mostrando-se mais instdvel frente as condi¢cdes de
armazenamento.

A fim de validar o ensaio feito por calorimetria diferencial de varredura para
determinacdo de shel-life usou-se a metodologia de medir a atividade esterdsica
conhecida da enzima e relacionar seu decaimento com os dados calorimétricos (tabela-
12). Nota-se na tabela-12 que os dados obtidos por DSC foram validados pela
metodologia cldssica de atividade esterdsica dentro do erro experimental associado a
cada metodologia.

O uso do DSC ainda fornece outras varidveis adicionais que podem auxiliar no
desvendamento dos estados macromoleculares pela qual as moléculas passam durante o
periodo de armazenamento. A partir destes dados todos os ensaios em que seu usou a
isoforma y-tripsina, esta foi usada somente até 90 dias de armazenamento nas condicdes

pré-definidas.
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0,0040 - Linha de base

Dias
30
60
90
120
150
180
210
240

Temperatura (°C)

Figura 31: Determinacgdo de t9sq, (shelf life) para y-tripsina por calorimetria diferencial
de varredura. AsS corridas foram realizadas no intervalo de trinta dias para

determinacio da quantidade de proteina que torna-se inativa. O simbolo | indica a

ordem temporal na qual foram feitas as medidas no DSC.
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Figura 32: Relacdo entre AH,, e porcentagem de formas inativas em funcdo do o
tempo de armazenamento. A determinacdo da porcentagem de W-tripsina inativa em
fun¢do do tempo de armazenamento liofilizada e acondicionada a 4° C foi feita por

calorimetria diferencial de varredura.
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Tabela 12: Relacdo da atividade esterdsica e dados calorimétricos (AH, € pocentagem
de molécula inativas) com a agregacdo ou desnaturacdo irreversivel para isoforma -

tripsina em fungao do tempo.

Tempo (dias) AH,y (kcal.mol') % Inativos (DSC)  *Atividade Relativa

(DP £0,1)

0 85,30+ 0,21 0 100

30 84,44+ 0,32 1,2 99

60 82,78+ 0,23 2,4 98

90 80,44+ 0,33 4.4 96
120 78,18+ 0,42 6,3 94
150 76,88+ 0,24 9.9 90
180 72,89 0,42 11,5 88
210 74,71 £0,35 13,4 87
240 72,54 £0,42 15,9 84

* Atividade esterdsica medida segundo o item 4.1.8.2. DP- Desvio padrao médio das

medidas.

126



Resultados e Discussdo

5.1.12. Determinacdo da porcentagem de transformagdo de o-tripsina em Yrtripsina
em fungdo do tempo de armazenamento e influéncia da concentracdo das isoformas

de tripsina no resultado calorimétrico.

O sistema cromatogrdfico em escala menor foi construido para poder
acompanhar a transformacdo de o-tripsina em -tripsina em func¢io do tempo (Santos e
cols., 2008). Para o cdlculo das éreas foi usado o programa Origin® Scientific 5.0, para
andlise de deconvolucdo das curvas gaussianas das proteinas eluidas e determinagdo de
valores das dreas sob as curvas. O sistema cromatografico de monitoramento mostrou-se
eficiente para o propdsito ao qual se destinou, demonstrando as seguintes

caracteristicas:

o Limite de deteccdo para isoforma y-tripsina foi de 0,004 mg.mL™. O limite de
deteccdo (LD) representa a menor concentracao da substancia em exame que pode
ser detectada, mas ndo necessariamente quantificada, utilizando um determinado
procedimento experimental (INMETRO-DOQ-CGCRE-008, 2003 e ICH- Q2B
CPMP/ICH/281/95, 1995).

o Quantidade otimizada de amostra de partida foi de 15 mg, para a qual a resolucdo
média entre as isoformas a- e y-tripsina tripsina foi de 0,92, Para valores maiores
de quantidade de partida foram encontradas resolu¢des semelhantes nao sendo
necessario usar maiores quantidades de proteina sem razao especifica;

o Tempo de total de corrida cromatografica experimental de 3,2 dias (cromatograma
nao mostrado);

o Tempo de retencdo de dois dias para a isoforma y-tripsina e de trés dias para o-

tripsina (cromatograma nao mostrado);
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O sistema cromatografico e o método de andlise demonstraram que para obter
valores de dreas menores que 1% o programa de deconvulucdo encontrou dificuldades
para realizar as andlises com precisao e exatiddo. Assim, foi decidido que valores
abaixo de 1% da drea total dos cromatogramas seriam expressos como sendo 1%.
(Fig.33).

Como pode ser visto na Figura-33 a isoforma o-tripsina aparentemente fica
estavel por seis meses, porém existem pequenas oscilagdes nas porcentagens menores
que 1% que sdo tomadas como 1% para facilidade de andlise. Entre o sexto e o sétimo
més existe um aumento de 1% na quantidade formada de - tripsina a qual se mantem e
constante até o oitavo més. Entre o oitavo e o décimo més existe um crescimento da
quantidade relativa de y-tripsina para 4% e este valor mantém-se até o décimo segundo
més de medida.

O resultado obtido foi testado no DSC a fim de definir o limite de mistura
aceitdvel das proteinas o- e -tripsina que ndo influenciavam no resultado
termodindmico e os resultados estdo dispostos na Tabela-13.

Assim, baseando-se nos resultados obtidos (Tabela-13) ficou decidido que as
amostras de o-tripsina posteriormente usadas para estudos fisico-quimicos seriam
usadas no periodo de até seis meses de armazenamento nas condicdes de teste. Neste
periodo, como pode ser observado na figura-33, a quantidade de y- tripsina como
contaminante € menor ou igual a 1% da mistura de proteinas. Este valor de 1% de
contamina¢do € um valor aceitdvel, pois como pode ser visto na tabela-13 ndo existe
variacdo significativa tanto no 7,, como na relacdo de AH.,/AH,y dentro da faixa de
concentracdo de 0,5-1% de y- tripsina. Valores maiores de concentragao relativa de y-

tripsina podem ocasionar medidas calorimétricas pouco exatas devido a respostas
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diferentes das proteinas ao “stress” térmico. Isto pode ser evidenciado na tabela-13 onde
os valores de T, e da relacdo de AH,.,/AH,y variam significativamente ao nivel do teste

t de student para concentragdes relativas de y- tripsina acima de 1%.
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Figura 33: Monitoramento da transformacao de a-tripsina em y-tripsina em funcao do
tempo de armazenamento de proteina liofilizada e mantida a 4°C. A porcentagem
relativa da isoforma o-tripsina foi calculada a partir do programa de andlise Origin®
Scientific 5.0 e a porcentagem da isoforma Y-tripsina foi obtida como o valor da drea

total menos a drea da isoforma a-tripsina. () Y-tripsina e (m) O-tripsina.
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Tabela 13 : Influéncia da mistura das isoformas o- e W-tripsina em parametros

calorimétricos obtidos por DSC.

% de y-tripsina % de o-tripsina Ty, (K) AH,./AH,y

(kcal.mol'l)

0,5 99,5 3259 1,1
1,0 99,0 3259 1,1
2,0 98,0 325,2 1,0
3,0 97,0 3244 0,97
4,0 96,0 323,5 0,89
5,0 95,0 322,6 0,81

5.1.13. Purificagdo e determinagdo da identidade e pureza do tripsinogénio.

A purificagdo do tripsinogénio bovino Sigma®, que foi conduzida através de
cromatografia de exclusdo molecular usando-se uma coluna Superose-12®(Pharmacia),
mostrou-se eficiente e satisfatéria. Como pode ser visto no cromatograma da Figura-34
existe apenas um pico, agudo e simétrico, mostrando que o tripsinogénio comercial
bovino (E.C N°® 232-651-3 lote 033k7680- SIGMA) esté puro e livre de contaminantes.
O espectro de massas (MALDI-MS)_da amostra de tripsinogénio comercial (Fig.35)
demonstra que existem os fons (M+H) * com valor de 24032,7 Da e (M+2H) > com
valor de 12000,2 Da. Deste modo a massa molecular experimental do tripsinogénio foi
de 24032,7 Da. Pelo resultado obtido no MALDI-MS também se pode confirmar que a
molécula de tripsinogénio esta pura e livre de contaminantes.

O valor da massa molecular obtido por MALDI-MS (24032,7 Da) para o tripsinogénio é

maior do que o valor calculado pela sequéncia, que é de 23977,1 Da. Entretanto, o
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resultado pode ser considerado satisfatorio, pois o erro de 55,6 Da estd dentro do erro
experimental, esperando-se para a metodologia para a faixa de massa de 20-60 kDa um
erro de até 60 Da. Para certificar se a amostra nido estava contaminada com a isoforma
B-tripsina foi conduzido no tripsinogénio um teste de atividade amiddsica com a fracdo
purificada, resultando em atividade de aproximadamente 0,3 % (atividade caracteristica
do tripsinogénio) da atividade da isoforma PB-tripsina que foi usada como controle.
Assim, a amostra comercial esta livre de contaminantes, ndo necessitando ser conduzida

nenhuma técnica adicional de purificagao.
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Figura 34: Cromatografia por exclusdo molecular de tripsinogénio comercial bovino
Sigma® em uma coluna Superose—l2® (Pharmacia). Fluxo de 0,5 mL.min’l, fase movel
tampédo P-alanina a 50,0 mmol.L'l, pH 3.0, CaCl, a 20,0 mmol.L! e NaCl a 50,0

mmol.L". A deteccdo do eluato foi feita em 280 nm.
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Figura 35: Espectrometria de massa do tripsinogénio comercial bovino Sigma®.
Deteccio realizada em MALDI-TOF no modo linear positivo. (M+H) * é a molécula de
tripsinogénio carregada com um préton e (M+2H) ** é a molécula de tripsinogénio

carregada com dois protons.
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5.2 Microcalorimetria

5.2.1 Analise das curvas de desnaturacao.

A partir da andlise dos dados de “shelf-life” das isoformas o e y-tripsina, do
perfil de transformacdo de o-tripsina em W-tripsina, da atividade enzimdtica das
isoformas e do célculo da porcentagem de mistura das isoformas de o- e -tripsina,
foram usadas apenas amostras armazenadas a 4°C por menos que seis meses para a
isoforma o-tripsina, e por menos que dois meses para isoforma -tripsina para que se
pudesse garantir que a isoforma analisada fosse somente a molécula de interesse com
atividade enzimadtica maior ou igual a 95%. Todos os experimentos foram realizados na
faixa dcida de pH abaixo de 5,0 para o tripsinogénio, 0~ € Y-tripsina.

As caracterizagdes termodinamicas do tripsinogénio O- e Wy-tripsina foram
realizadas em um microcalorimetro VP-DSC da Microcal com precisdo e exatidao
elevadas, como pode ser visto no Apéndice-1. A caracterizacdo termodinamica foi
conduzida em pH 3,0 e os dados utilizados para esta determinacdo na maioria das
condicdes testadas apresentaram uma desnaturacao térmica com uma transicao em dois
estados com a relagcdo de AH.,/AH,y proxima a unidade.

Todos os testes calorimétricos tanto para as isoformas de tripsina quanto para o
tripsinogénio resultaram em perfis semelhantes ao da Figura-36, onde se pode observar
claramente uma curva endotérmica bastante simétrica, que é gerada pela absor¢cdo de
calor pela proteina em processo de desnaturacio térmica, além da linha de base que é
originada da corrida de solu¢cdo tampdo contra ela mesma. Pode-se observar ainda na

Figura-36 que existem duas curvas endotérmicas nas quais a mesma proteina €
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aquecida, resfriada e novamente aquecida, sem a modificacdo de nenhum parametro da
corrida. Estas corridas adicionais sdo feitas para calcular a reversibilidade do processo
de desnaturacdo para a proteina em questdo a partir da seguinte equagdo:

% Reversibilidade= (AHcal segunda corrida consecutiva/ AI_Ical primeira corrida) X 100 (Equagﬁo'g)

Todos os testes realizados com tripsinogénio, O- € y-tripsina apresentaram uma
reversibilidade igual ou maior a 95% nas condi¢des experimentais testadas em meio
cido.

A linha de base na Figura-36 representa a média de cinco varreduras
consecutivas de solu¢dao tampao tanto na célula de amostra como na célula de referéncia
e com essas corridas pode-se verificar pequenas variacdes entre as camaras, bem como
variagdes de estabilidade do aparelho. Estas corridas foram realizadas com o intuito de
fornecer uma linha de base para subtra¢des dos resultados das corridas testes.

Os resultados apresentados nas Figuras 37, 38, e 39 sdo os dados analisados que
passaram pelos seguintes tratamentos:

- Subtracdo da linha de base de tampao contra tampao, normalizacdo da
concentracdo de proteina que € corrigida em func@o do nimero de sitios ativos
presente na proteina (determinado por meio dos valores da titulacdo do centro
ativo para o-tripsina ou atividade esterdsica residual de y-tripsina em funcdo do
tempo), subtracdo da contribui¢do da capacidade calorifica dos estados nativos e
desnaturados e ajuste matemdtico da curva gaussiana mais proxima da
experimental. Este ajuste pode ser usado para modelos que seguem uma
transicdo em dois estados ou para alguns modelos que nao passam somente por
dois estados desde que apresentem uma transi¢cdo cooperativa e os estados

estejam em equilibrio (Haynie, 2001);
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Figura 36: Perfil caracteristico de desnaturacdo térmica de proteinas em DSC. Amostra

o-tripsina 1,0 mg.mL'1 em tampdo PB-alanina a 50,0 mmol.L! pH 3,0, contendo CaCl, a

20,0 mmol.L" a uma velocidade de varredura de 60 K.h™'. Scan é a primeira corrida,

res-scan € a segunda corrida consecutiva
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Figura 37: Curva de desnaturacdo de tripsinogénio a 1,0 mg.mL™" em tampdo -alanina
a 50,0 mmol.L’l, pH 3,0 e CaCl; a 20,0 mmol.L"!. Linha continua preta (—) é o dado
original e linha com circulos (-O-) o dado submetido ao ajuste para uma transicao em

um modelo de dois estados (M2ST) e T, é a temperatura média de desnaturacdo

térmica.
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Figura 38: Curva de desnaturacio térmica de o-tripsina a 1,0 mgmL’' em

tampdo [-alanina a 50,0 mmol.L’l, pH 3,0 e CaCl,. a 20,0 mmol.L"! Linha continua —)

€ o dado original e linha com circulos (-O-) o dado submetido ao ajuste para uma

z

transicdo em um modelo de dois estados (M2ST) e 7,, € a temperatura média de

desnaturagdo térmica.
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Figura 39: Curva de desnaturacio de y-tripsina a 1,0 mg.mL"' em tampéo B-alanina a

50,0 mmol.L’l, pH 3,0 e CaCl, a 20,0 mmol.L!. Linha continua (—) € o dado original e

linha com circulos (-O-) o dado submetido ao ajuste para uma transi¢do em um modelo

de dois estados (M2ST) e T,, € a temperatura média de desnaturacdo térmica.
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As curvas endotérmicas geradas a partir da desnaturagdo térmica, apOs serem
analisadas pelo programa de andlise Origin-DSC® 4.0 fornecem os valores de AH, € 0
AH,y (Fig 11), sendo estes e mais o T}, os Unicos parametros fornecidos pelo programa

de analise.

5.2.2. Teste para determinar se os processos de desnaturacdo de tripsinogénio, o+ e Y-
tripsina tem sua desnaturacdo térmica termodinamicamente ou cineticamente

dirigidas.

Geralmente ¢ assumido que na interpretacdo dos resultados de DSC de proteinas
que a medida de parametros calorimétricos de desnaturacdo protéica € independente da
velocidade de varredura (“scan rate”). Logo, as espécies nativas e desnaturadas podem
ser consideradas como estando em equilibrio mesmo em taxas elevadas de varredura. A
validade desta condi¢do foi verificada completamente apenas em poucos casos (Privalov
& Khechinashvili, 1974).

Entretanto, este teste € de importancia primaria para a escolha do método correto
de interpretacdo e andlise dos resultados calorimétricos. A interpretacio pode ser
termodindmica ou cinética dependendo do efeito da velocidade de varredura sobre os
parametros de transicdo na desnaturacdo da molécula.

A dependéncia da temperatura média de desnaturacdo (7,,) e da entalpia
calorimétrica AH,, da velocidade de varredura (“scan rate”) indica ser um caso de
proteinas que nao estdo em equilibrio (Nativo<Desnaturado), ou que este equilibrio é
muito lento comparado ao tempo de varredura de temperatura, sendo este processo

dirigido cineticamente (Grinberg e cols., 2000).
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A fim de testar se o processo desnaturacdo térmico das proteinas em estudo &
dirigido cineticamente ou termodinamicamente foram testadas velocidades de varredura
de 0,5; 3,0; 5,0; 15; 30; 60 e 90 K.h'! para o tripsinogénio (Tabela-14), a o-tripsina
(Tabela-15) e a y-tripsina (Tabela-16). Como pode ser visto nas tabelas 14, 15 e 16 para
variacdes em faixas amplas da velocidade de varredura, ndo houve mudanca
significativa dos parametros de desnaturacdo térmica 7,, e AH.,. Este fato é um
indicativo forte de que o processo € dirigido termodinamicamente (Grasso, 1995),
permitindo assim aplicar a andlise termodindmica de processos reversiveis nos
resultados obtidos com tripsinogénio, O.- € Y-tripsina.

Tabela 14: Teste da influéncia da velocidade de varredura (“scan rate””) nos parametros
T,, e AH_, para o tripsinogénio a 1,0 mg.mL'1 em tampao B-alanina a 50,0 mmol.L’l, pH

3,0 contendo CaCl, a 20,0 mmol.L .

Scan rate (K.h'l) T, (K) AH ., (kcal.mol'l)

0,5 327,7%0,1 105,21+ 0,4

3 327,8£0,2 103,91 0,2

5 327,7+0,2 101,21 0,6

15 327,4+0,1 89,8t 0,5

30 327,5+0,2 88,3+ 0,5

60 327,6 £ 0,1 87,7+0,4

90 327,6 £0,2 87,8+0,3
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Tabela 15: Teste da influéncia da velocidade de varredura (‘“‘scan rate”’) nos parametros
T,, e AH., em O-tripsina a 1,0 mg.mL'1 em 50,0 mmol.L! de tampdo B-alanina, pH 3,0

contendo 20,0 mmol.L! CaCl,.

Scan rate (K. h'l) T, (K) AH ., (kcal. mol'l)

0,5 325,5+0,2 100, 0,6

3 325,4+0,2 101,21+ 0,3

5 325,7+0,1 98,4+ 0,7

15 325,6+0,2 99,31 0,4

30 325,5+0,1 96,5+ 0,4

60 325,9+0,1 97,5%+0,5

920 325,6 £ 0,1 98,210,2

Como pode ser vistos nas tabelas 14, 15, 16 as proteinas estudadas tem sua desnaturagdo
térmica controlada por processos termodinamicos, deste modo a velocidade de
varredura ndo tem influéncia significativa sobre os parametros termodinamicos.

Apesar de velocidades de varreduras menores ou iguais a 30 K.h' ndo
influenciarem na medida dos parametros calorimétricos elas rendem tempos
experimentais muito longos, assim ficou decido usar a velocidade de varredura de 60
K.h, por dois motivos: rapidez na aquisi¢cdo dos dados e para que os dados gerados

pudessem ser comparados aqueles obtidos por Bittar e cols., (2003).
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Tabela 16: Teste da influéncia da velocidade de varredura (“scan rate””) nos parametros
T, e AH ., para a Y-tripsina a 1,0 mg.mL'1 em tampao P-alanina a 50,0 mmol.L’l, pH

3,0 contendo CaCl, a 20,0 mmol.L™!

Scan rate (K. h'l) T, (K) AH ., (kcal. mol'l)

0,5 316,4 £ 0,1 92,6£ 0,3

3 316,3£0,2 91,21 0,2

5 316,6 £0,2 89,7+ 0,5

15 316,5 0,1 88,3+ 0,3

30 316,4+0,2 86,2+ 0,5

60 316,8 £ 0,1 85,3+£0,2

90 316,5+0,2 85,3+0,3

5.2.3. Determinacao do T,, T,, AHu), AT1/2 (indice de cooperatividade) ASry)
AC,, AS298k), AH 29s8k), AG(20sk) € T de tripsinogénio, a- e y-tripsina em pH 3,0.

A caracterizagdo termodinamica de tripsinogénio e das isoformas de tripsina
foram feitas em meio 4dcido e os principais parametros termodinamicos foram obtidos
em solu¢des em pH 3,0 para comparar com os dados obtidos por Bittar e cols., (2003) e
outros estudos feitos nesta mesma condicao.

O estudo das propriedades termodinadmicas das isoformas de tripsina € um tema
que faz parte da tradicdo do nosso laboratério na pesquisa de termodinamica e
enzimologia de serino proteases. A fim de poder realizar um estudo comparativo das
propriedades termodinamicas das isoformas principais de tripsina optou-se por utilizar

os pardmetros termodinamicos da isoforma P-tripsina para comparagdo com 0s
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resultados novos obtidos para o- e Y-tripsina. Porém para a confirmacio dos dados de
Bittar e cols., (2003) e comparagdo com novos resultados obtidos no periodo de 2005-
2008, tornou-se necessario repetir alguns experimentos com a isoforma B-tripsina. Os
resultados destes experimentos estdo dispostos no apéndice 2 ¢ mostram que os dados
obtidos em 2003 podem ser utilizados com confianga uma vez que os resultados obtidos
no periodo de 2005-2008 foram equivalentes.

5.2.3.1 Determinagdo do T,, e AH .4 de tripsinogénio, a-, y-tripsina em pH 3,0.

Para a determinacdo dos pardmetros termodinamicos 7}, (temperatura medida de
desnaturacdo) e AH ., (entalpia calorimétrica) foram realizados dez corridas isoladas
no DSC para cada proteina a fim de verificar a exatiddo e o erro experimental das
medidas para o tripsinogénio, O- € y-tripsina nas seguintes condi¢des experimentais: 1,0
mg.mL" de proteina submetida a uma velocidade de varredura de 60 K.h"' a uma faixa
de temperatura de 20 a 80 °C (193 a 253 K). Os resultados para estas andlises estdo
dispostos na Tabela-17
Tabela 17: Determinacao de 7, e AH 7, para tripsinogénio, B- a- e y-tripsina a 1,0

mg.mL" em soluciio de glicina a 50 mmol.L" e pH 3,0 mais CaCl,. a 20 mmol.L™".

T, (K)  AHq)(kcal.mol™)

tripsinogénio 327,6 £ 0,1 87,7£0,9
B-tripsina®*  327,0+0,1 101,8 £ 0,7
a-tripsina 325,91 0,1 99,1 £ 0,8

y-tripsina~ 316,8 £ 0,1 85,3+£0,9

* Valores obtidos de Bittar e cols., (2003)
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Analisando a Tabela-17 pode se observar que o T, da o-tripsina em pH 3,0
(325,9 £ 0,1) determinado neste trabalho experimental mostrou ser um pouco menor do
que o de B-tripsina (Bittar e cols., 2003) que é de 327 £ 0,1 K enquanto o tripsinogénio
apresentou um valor maior que aqueles obtidos para as duas isoformas (o- € Y-). Apesar
de préximos estes valores s@o estatisticamente diferentes quando analisados pelo teste ¢
de student e ainda levando em conta que o DSC tem resolugdo suficiente para poder
diferir = 0,1 K. Estes valores proximos de 7, refletem bem a similaridade estrutural e
funcional das isoformas [B- e o-tripsina, pois ambas possuem atividade, estruturas
secundaria e terciaria semelhantes (Foucault e cols., 1974a) e sdo as mais abundantes
das isoformas ativas de tripsina bovina.

A isoforma W-tripsina apresentou um valor 7, bem diferente das outras
isoformas testadas e do tripsinogénio, pois a diferenca no 7, para a isoforma que lhe
deu origem (o-tripsina) € de 9,1 K. Este valor sugere que a isoforma y-tripsina, que €
formada pela mesma sequéncia primaria das outras isoformas € muito menos estavel
comparativamente. Esta menor estabilidade pode ser explicada devido a uma clivagem
adicional que a W-tripsina possui na cadeia polipeptidica (dois pontos de clivagem),
tornando-a mais flexivel e consequentemente com menor estabilidade comformacional.

As diferencas no T, encontradas para as moléculas testadas sugerem que a
mudanga de tripsinogénio para B-tripsina e desta isoforma para a o-tripsina provocam
mudancas no sistema termodinamico mais brandas do que quando a isoforma o-tripsina
se converte a Y-tripsina. Estas mudancas no sistema termodindmico poderdo ser melhor
entendidas principalmente quando os pardmetros termodindmicos como AC, e AG

forem elucidados.
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O AH.q do tripsinogénio e de o- e B-tripsina mostrou estar oscilando em um
valor préximo de 100,0 kcal.mol'l, que é semelhante ao valor de 101,1 kcal,mol'l obtido
para B-tripsina (Bittar e cols., 2003). Este valor estd dentro do esperado para pequenas
proteinas globulares (Becktel & Schellman, 1987), a tnica diferenca marcante foi
encontrada na variacdo de entalpia de desnatura¢do de W-tripsina que tem um valor
consideravelmente menor sugerindo mais uma vez que esta isoforma apresenta uma

menor estabilidade termodinamica do que as outras anteriores a ela.

5.2.3.2 Influéncia do pH e da concentracdo de proteinas na rela¢do de AH,/AH,p.

As influéncias do pH e da concentracdo de proteinas foram testadas para o
tripsinogénio, e para as isoformas B-, o- e -tripsina a fim de verificar a influéncia
destes sobre a termodindmica destes sistemas protéicos.

Relembrando que (Privalov & Potekhin, 1986):

e Se AH.,/ AH,y =1, a unidade cooperativa ¢ monomérica,

e Se AH.4/AH,; = 0,5, a unidade cooperativa € dimérica;

e Se 1,0<AH.,/AH,z<2,0 os dominios estdo desacoplados (para proteinas com

dois dominios).

Os resultados para tais testes podem ser vistos abaixo como demonstrados nas
Figuras 40 e 41. Na Figura-40 pode ser visto que a dependéncia da relacio AH.,/AHyy
em funcdo do pH para as trés moléculas testadas apresentou um comportamento
praticamente invaridvel com pequenas oscilacbes na faixa de pH de 2,5-3,0
caracterizando as moléculas como mondmeros (AH.,/AH,q =1) e um comportamento
decrescente apds valores de pH acima de 3,0 indicando uma tendéncia a formacgao de

dimeros (AH./AH,;;1=0,5). Ainda na Figura-40 fica evidente que a isoforma -tripsina
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possui uma maior tendéncia a formar dimeros do que as outras isoformas de tripsina e o
tripsinogénio para faixa de pH estudada. Este relacionamento do pH com estados de
moleculares das proteinas sugere como a conversdo de tripsinogénio-f-tripsina-o-
tripsina-y-tripsina atua na mudanca da carga liquida superficial destas proteinas,
fazendo que algumas proteinas da série de conversao tenham mais propensao a formar
dimeros inativos em determinados valores de pH. Este fato pode ser interpretado como
uma maneira de inativar estas enzimas, ou seja, uma via natural de degradacdo e
inativacao das enzimas no meio fisiol6gico.

Em relacao a influéncia da concentragdo de proteinas na relagdo AH../AH,y , pode-
se observar na Figura-41 que para que se obtenham valores de AH,/AH,y préximos a 1,
ou seja para obter sinais no DSC para proteinas monoméricas, € necessario trabalhar
com concentracdes de proteina abaixo de 0,75 mg.mL’' para as trés moléculas
analisadas. E dentre estas trés pode-se notar que a molécula de y-tripsina novamente
mostra-se a mais sensivel em relacdo a mudanga da condi¢do fisico-quimica. Esta
isoforma em concentracdes acima de 1,25 mg.mL" apresenta uma forte tendéncia a
dimerizacdo e agregacdo e em valores de concentracdes acima de 2,0 mg.mL'l,
formando-se visualmente agregados/precipitados protéicos irreversiveis.

Apesar da concentragdo ideal para a obtencdo de valores de AH ./AHg =1 ser
usualmente inferior a 0,75 mg.mL™", operacionalmente esta concentracio s6 rende bons
resultados para analise de T, , sendo os valores AH, pouco precisos e dificeis de serem
analisados. Assim optou-se em trabalhar com concentracdes de 1,0 mg.mL'1 onde o
sinal proporciona uma andlise satisfatoria dos parametros termodindmicos para as trés

moléculas testadas.
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Figura 40: Influéncia do pH sobre a relacdo AH.,/AH,y para o tripsinogénio, O~ € -

tripsina. Os pontos experimentais sdo médias originadas de triplicatas. UC (Unidades

cooperativas). Para faixa de pH 2 a 3 foi usado o tampao glicina e para faixa de pH

acima de 3,0 foi usado o tampao acetato de s6dio ambos a 50 mmol. L , mais CaCl, a

20 mmol.L". Concentragio de proteinas: 1.0 mg.mL"
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Figura 41: Influéncia da concentracdo de proteinas sobre a relagdo AH.,/AH,y de
tripsinogénio, 0- € Y-tripsina em solucdo de glicina 50 mmol.L"! pH 3.0, mais CaCl, a
20 mmol.L™". Os pontos experimentais sdo resultados médios originados de triplicatas

mais ou menos um desvio padrdo. U.C (unidade cooperativa).
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5.2.3.3 Determinacdo do AT, (indice de cooperatividade relativo) de tripsinogénio, o-

e W-tripsina em pH 3,0.

A determinacdo do indice de cooperatividade relativo (AT;,) baseia-se na
seguinte relacdo: “o grau de cooperatividade da desnaturagdo € inversamente
proporcional a largura a meia altura na curva de desnaturacdo de uma molécula”
(Relkin, 1994). Portanto, processos fisico-quimicos muito cooperativos completam-se
em uma faixa estreita de temperatura. A partir da andlise das curvas de desnaturacdo

térmica em pH 3,0 neste projeto e dos dados obtidos por Bittar e cols., (2003) os

resultados foram os seguintes:

e AT, para tripsinogénio= 7,0+ 0,2 K
e AT, para B-tripsina= 8,0 + 0,1 K (Bittar e cols., 2003)
e AT, para a-tripsina= 10,0 £ 0,2 K

e AT,; para y-tripsina= 13,0 £ 0,1 K

Com base nestes resultados pode-se dizer que a ordem decrescente de cooperatividade
durante a desnaturagdo térmica em pH 3,0 é: tripsinogénio > B-tripsina >0-tripsina>y-
tripsina. Estes resultados refletem as mudancas estruturais por que passa
sequencialmente o tripsinogénio ao transformar-se nas isoformas de tripsina. Os valores
encontrados para a cooperatividade sugerem que a mudanga de tripsinogénio para [3-
tripsina nao altera significativamente a cooperatividade do processo de desnaturacio

destas moléculas, porém as moléculas com uma e duas quebras na cadeia polipeptidica
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(o- e y-tripsina) exibem menores valores de indice de cooperatividade, possivelmente

devido a estas quebras e a maior flexibilidade destas.

5.2.3.4 Determinagdo do AS tm) de tripsinogénio, a- e y-tripsina em pH 3,0.

A variagdo da entropia calorimétrica determinada no 7,, € um importante
parametro termodinamico, pois estes valores relacionam-se com compensagdes
entdlpico-entrépicas e com diminuicdo de efeito hidrofébico com aumento da
temperatura. Para calcular o ASz,,,) € necessario lembrar que na temperatura de transi¢io
(T,) o valor de AG(ry,, € igual a zero kcal.mol e que, para uma transi¢do que ocorre em
dois estados, a constante de equilibrio entre os estados nativo e desnaturado (Kp) € igual

a 1,0 no 7, entao:

AGrm) = AH gim) — Ty X AS(1m) .~ Equagdo-9 (Cooper e cols., 2001)

- T Equaciao-10 (Cooper e cols., 2001)

¢ Usando a equagdo-10 e os valores ja conhecidos de AH 7, € T,, pode se calcular
0 AS(1m), assim:

®  AS/zm do tripsinogénio = 0,268+ 0,010 kcal. mol™" K

® AS/da B-tripsina = 0,311 + 0,010 kcal.mol ' .K™ (Bittar e cols., 2003)

®  AS/mda o-tripsina = 0,304 + 0,010 kcal.mol. K™!

®  ASzda y-tripsina = 0,269 + 0,010 kcal.mol'. K'!
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A partir da andlise deste parametro podem-se obter algumas informagdes
importantes como a semelhanga dos valores de A4Sz, para as isoformas - e a-tripsina e
para -tripsina e tripsinogénio. Estas semelhancas quanto ao valor de ASz,) sugerem
que possivelmente no momento da transi¢do térmica especificamente no 7,
entropicamente os sistema termodinamico de Y-tripsina assemelha-se ao tripsinogénio e
B- ao de o-tripsina em pH 3,0. Estas semelhangas podem ser devido a uma semelhanga

no sistema termodinamico no 7, para estas proteinas.

5.5.3.5 Determinagdo do AC,, de AS29sx)e AH 29sk) do tripsinogénio o- e y-tripsina em
pH 3,0.

O calorimetro diferencial de varredura permite a medida direta dos valores de
varia¢do na capacidade calorifica entre o estado nativo e o estado desnaturado (AC),)
para sistemas termodinamicos simples. Porém, a baixa exatiddo devido a imperfei¢oes
nas linhas de base pés-transicdo, que s@o um problema técnico inerente quando se
trabalha com proteinas, faz que algumas medidas diretas de AC, nas curvas
endotérmicas de transicdo sejam distorcidas e errdneas. Portanto, quando medidas de
variacdo de capacidade calorifica sdo determinadas a partir de uma unica corrida, os
valores obtidos podem ser sistematicamente menores que aqueles fornecidos por meio
de ajustes lineares de graficos de AH,,; em fun¢do de 7,,. Como o presente estudo trata
de isoformas de tripsina intimamente relacionadas e com estruturas e propriedades
fisico-quimicas semelhantes, espera-se que os valores de AC, sejam todos muito
parecidos, o que deve tornar ainda mais imprecisas e inexatas as medidas diretas dessa
grandeza termodindmica. Assim as diferencas de capacidade calorifica entre os estados

nativo (Cpn) e desnaturado (C,p) das isoformas de tripsina foram obtidas através da
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perturbacdo do sistema termodinamico a fim de gerar dados para um ajuste linear de
AH_ ., x T, (equacdes 11 a 13).
A dependéncia de AH(r,) e T,, permitem calcular AC,, que € a variacdo da

capacidade calorifica entre a forma nativa e desnaturada da proteina. De fato, tem-se:

[ AH,
P= aTm ) Equacdo-11 (Cooper, 2001)

Integrando-se entre os limites (para AC, constante) tem-se:

AH (T) T

_f dAH = ACpX IdT Equacio-12 (Cooper, 2001)
AH (Tm) Tm
AH 1) = AH (1) + AC, x (T = T, Equagao-13 (Cooper, 2001)
Y = b + ax

De acordo com a equacao-13 deve existir uma relagdo linear entre AH e T, e um

coeficiente angular que permite avaliar o AC,,. De maneira analoga, pode-se demonstrar

que:
ASiry = ASrmy + AC, x I(T/ Ty) . Equacao-14 (Cooper, 2001)
AH(T) = AH(Tm) + ACp x(T'Tm) e Equagﬁo—lS (COOPCI', 2001)
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Assim, observando-se as equagdes lle 13 € facil deduzir que para poder
determinar-se o AC, do tripsinogénio e das isoformas o- e \-tripsina € necessario
construir um gréifico de AH ., x T,, (Fig.42) que gerard uma reta onde a inclinacdo desta
serd o AC,. Portanto € necessdrio conduzir a desnaturac¢do térmica de cada proteina em
condig¢des fisico-quimicas diferentes.

Como pode ser visto nas Figuras 42, 43 e 44, para as trés moléculas, os ajustes
lineares dos dados mostraram-se satisfatorios, apresentando valores de R> 0,95. Todos
os ajustes forneceram um valor de inclinagdo, ou seja, coeficiente angular da reta sendo:
1,90 £ 0,13; 1,96 £ 0,18; 1,51 + 0,16 respectivamente para tripsinogénio, a- € y-tripsina
e estes valores sdo as respectivas diferencas de capacidades calorificas (kcal.mol'.K™)
entre o estado nativo e o estado desnaturado. Também poder ser notado que para faixa
de temperatura em que as proteinas foram investigadas (20-80° ou 293-353 K) a
capacidade calorifica foi constante, podendo assim os valores AC, obtidos ser
relacionados confiantemente as moléculas em questao.

Quando s3o comparados os resultados de AC, para as moléculas testadas e o
valor obtido para B-tripsina por Bittar e cols., (2003) que foi de 2,60 + 0,007 kcal.mol
'K! pode se notar que o AC, tem a seguinte ordem: P-tripsina > o-tripsina>
tripsinog€nio>y-tripsina.

O efeito da variacdo da capacidade calorifica € um importante parametro
termodinamico porque ele é principalmente determinado pela mudanca na hidratacao da
proteina quando se desnatura. Desde que efeitos de hidratacao sdo proporcionais a dreas
superficiais expostas de residuos apolares, a mudanga da capacidade calorifica rende

extensa informacgdo sobre a distribuicdo de polaridade das isoformas (Spolar & Record

J.r.,1994).
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Tomando em conta o que foi dito acima, os dados sugerem que a isoforma «-
tripsina nativa expde uma menor drea superficial apolar ao desnaturar-se que a [3-
tripsina. Portanto, possivelmente a estrutura globular da a-tripsina € menos compacta e
possui menor nimero de contatos entre residuos hidrofébicos quando comparada a [3-
tripsina (Spolar & Record J.r. ,1994) Este mesmo raciocinio pode ser aplicado para a
isoforma \-tripsina para explicar a diminuicio do AC, relativo a sua isoforma
precursora a O.-tripsina.

A comparacdo dos valores de AC, revela que durante fluxo de conversido de
tripsinogénio até W-tripsina existe uma relacdo direta entre mudancas estruturais
(secundadrias e tercidrias) e a variacao da capacidade calorifica. Um exemplo claro desta
afirmacgdo pode ser vista a partir de nossos dados experimentais de calorimetria para a
molécula de tripsinogénio, pois o AC, da molécula precursora e inativa enzimaticamente
(tripsinogénio) ao converter-se na a primeira molécula ativa da série (i.e. a B-tripsina)
tem o valor de AC, aumentado. Esta observacdo experimental € condizente com dados
estruturais relativos a converséo, pois a formacéo de B-tripsina € feita pela perda de um
hexapeptideo N- terminal superficial e logo apds a clivagem o novo grupamento O-
amino da ILE-7 faz uma ponte salina com a cadeia lateral do residuo ASP-194 no
interior da molécula diminuindo-se assim a flexibilidade do N-terminal. Outras
mudangas em relagdo a estrutura secunddria também acontecem durante a conversao,
fazendo que a PB-tripsina seja uma molécula mais compacta, rigida e mais estavel do que
Seu precursor.

Este raciocinio de aumento da capacidade calorifica € valido somente para a
transformag@o do precursor inativo na molécula mais ativa de tripsina (B-tripsina) que

ndo possui nenhuma clivagem interna na cadeia polipeptidica. Para as outras isoformas
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a o- e Y-tripsina que possuem ambas uma e duas clivagens internas na cadeia
polipeptidica, as suas formagdes sdo seguidas de diminuic¢ao da diferenca da capacidade
calorifica entre os estados nativo e desnaturado e de perda da estabilidade (7).

Como indicam dados da variacdo da capacidade calorifica a sequéncia de
eventos e ajustes conformacionais durante a conversdo de [ até y-tripsina deve
ocasionar uma diminuicao do nimero de contatos hidrofébicos na proteina enovelada e
consequentemente um arranjo tridimensional mais frouxo (maior volume
hidrodinamico). Para testar esta hipotese, testes de variacdo do raio hidrodinamico

foram conduzidos e os resultados serdo mostrados nos itens seguintes.
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Figura 42: AH,, em funcdo de T, para o tripsinogénio. Os dados representados sdo
valores de AH,, e T,, originados da desnaturacio térmica em testes de variacdo de pH e
em outras condi¢des: 50 mmol.L" de uma solucdo tampdo especifica (acetato de sédio
ou glicina), mais CaCl, a 20 mmol || (pH 2,7); 2 (pH 2,8); 3 (pH 3,0); 4 (1,8 mg.
mL" de tripsinogénio em pH); 5 (1,8 mg. mL™ de tripsinogénio em pH 3,0); 6 (2,0 mg.
mL" de tripsinogénio em pH 3,0); 7 (cloreto de guanidinio-Gdn-HCI, 500 mmol.L"!, pH
3,0); 8 (Gdn-HCI a 625 mmol.L'l, pH 3,0); 9 (Gdn-HCI a 750 mmol.L’l, pH 3,0); 10
(sarcosina-HC1 a 100 mmol.L", pH 3,0); 11 (manitol a 250 mmol.L", pH 3,0); 12
(manitol a 500 mmol.L’l, pH 3,0) e 13 (NaCl a 50 mmol.L’l, pH 3,0), 14 (NaCl a 100
mmol.L!, pH 3,0), 15 (NaCl a 250 mmol.L", pH 3,0); 16 (manitol a 500 mmol.L", pH
3,2); 17 (manitol a 500 mmol.L"', pH 3,75), 18 (pH 4,0), 19 (pH 4,5), 20 (pH 3,3), 21
(pH 3,7). Uma regressdo linear foi imposta aos dados para fazer o ajuste e o AC, foi
determinado pela inclinacdo da reta originada. Erros verticais e horizontais sio
representados por barras nos pontos experimentais, ilustrando os desvios padrdes

obtidos de medidas em triplicatas.
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Figura 43: AH., em funcdo de T, para a o-tripsina. Condicdes experimentais foram
50,0 mmol.L"' de uma solugdo tampdo para um dado valor de pH (B-alanina, acetato de
sodio, citrato de sédio), CaCl, a 20,0 mol.L'! mais: 1 (cloreto de guanidinio-GdnHCI- a
0,50 mol.L'l, pH 3.0); 2 (Gdn-HCI a 0,40 mol.L'l, pH 3.0); 3 (pH 2,25); 4 (pH 2,8); 5
(pH 3,0); 6 (sorbitol a 0,50 mol.L'l, pH 3,0); 7 (pH 3,0 sem CaCly); 8 (pH 3,2); 9
(sorbitol a 1,50 mol.L'l, pH 3,0); 10 (pH 2,5); 11 (pH 2,6); 12 (pH 2,7) e 13 (pH 2,75).
Uma regressdo linear foi imposta aos dados para fazer o ajuste e o AC, foi determinado
pela inclinacdo da reta originada. Erros verticais e horizontais sdo representados por
barras nos pontos experimentais, ilustrando os desvios padrdes obtidos de medidas em

triplicatas.
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Figura 44: AH ., em funcdo de 7,, para a y-tripsina. Dados representados sio valores
de AH., e T,, originados da desnaturacdo térmica em testes de variacdo de pH e em
outras condi¢des: 50 mmol.L" de um tampao especifico (acetato de sodio ou glicina),
mais 20 mmol L™ CaCl,: 1 (cloreto de guanidinio-Gdn-HCl- a 0,50 mol L', pH 3,0); 2
(GdnCl a 0,40 mol L, pH 3.0); 3 (pH 2,2); 4 (pH 2,9); 5 (pH 3,0); 6 (sorbitol a 0,50
mol L™, pH 3,0); 7 (pH 3,0 sem CaCl,); 8 (pH 3,2); 9 (sorbitol a 1,50 mol L™, pH 3,0);
10 (pH 2,5); 11 (pH 2,6); 12 (pH 2,7) e 13 (pH 2,8), 14 (pH 2,0), 15 (GdnCl a 0,1
mol,L™, pH 2,5). Uma regressao linear foi imposta aos dados para fazer o ajuste e o AC,
foi determinado pela inclinacdo da reta originada. Erros verticais e horizontais sdo
representados por barras nos pontos experimentais, ilustrando os desvios padrdes

obtidos de medidas em triplicatas.
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Desde que o valor de AC,, foi calculado para o tripsinogénio e para as isoformas
a- € y- tripsina , pode-se calcular a AS29sx) a partir da equacdo-14 e a AH 295k, pela
equagdo-15 para ambas as moléculas. Os resultados para AH z9sx) € AS29sk) €st30

apresentados na Tabela-18:

Tabela 18: Determinacao de AH 295k, € AS 20sk) para tripsinogénio, -, a-, e Y-tripsina

em pH 3,0.

AH 398K) (kcal.mol'l) AS 298K) (kcal.mol’l.K'l)
Tripsinogénio 31,46 0,088
B-tripsina* 29,30 0,079
a-tripsina 44,41 0,128
y-tripsina 56,91 0,177

* Valores obtidos com dados de Bittar e cols., (2003).

Como pode ser observado na Tabela-18, tanto a AH 29sx) como a AS 29sk) sofrem
um aumento durante a conversdo de tripsinogénio a Y-tripsina. O aumento da entropia
do sistema a 298K pode ser relacionado juntamente com os outros parametros como o
AC,, mostrando que a entropia coformacional do sistema aumenta e que provavelmente
o volume hidrodinamico das isoformas de tripsina aumenta e ocorre uma diminuicao da

estabilidade das proteinas apds a conversao enzimatica.
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5.2.3.6 Determinagdo do AGz9sk), Ts=Tmax (temperatura de mdxima estabilidade) e do
T,, (temperatura de desnaturagdo a frio) de tripsinogénio, a- e y-tripsina em pH 3,0.

Uma vez conhecidos AH ), Tn € AC,, para o tripsinogénio e para as isoformas
de tripsina pode-se calcular a estabilidade das proteinas através da energia livre de
Gibbs (AG) na faixa de temperatura de interesse de acordo com a equagao descrita por
Pace e cols., (1990):

AGr) = AH 1y x(1-T/T,n) = AC, x[(T1, = T) + T x In( T/T,,)] Equacdo-16:

Para visualizar melhor a tendéncia da curva de AGp) x T utilizou-se a equagdo-
16 para construir um grafico de AG) x T (Fig.45). Os resultados de AG9sk) € T,
obtidos com aplicac¢do da equacdo-16 estdao dispostos na Tabela-19.
Tabela 19: Determinagido de AG 29sx) € do T’ para tripsinogénio, 3-, a- € y-tripsina em
pH 3.,0. Os erros experimentais para os valores de AG,gsx foram determinados através do

método descrito por Becktel & Schellman (1987) para curvas de estabilidade

termodinamicas.

AGpoosk) T

(kcal.mol™) (K)

tripsinogénio 5,2 +0,2 242
*B-tripsina 5,7+ 0,2 249
O-tripsina 6,1£0,5 236

Y-tripsina 4,2+0,8 216

* Valores obtidos com dados de Bittar e cols., (2003).
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Figura 45: Curva de estabilidade termodindmica para tripsinogénio, -, o- e y-tripsina
em pH 3,0. T,= Temperatura de desnaturacdo a quente e 7, = temperatura de
desnaturag@o a frio, AG9sk) = AG calculado para a temperatura de 25°C circunscrito no
retangulo com linha sdlida, tripsg= tripsinogénio, retangulo com linha tracejada

demonstra a faixa de temperatura acessada experimentalmente no DSC.
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Como pode ser visto na Tabela-19, as diferencas nas estabilidades
termodindmicas relativo as variacdes de energia livre de Gibbs a temperatura ambiente
reforcam a idéia que os outros parametros termodindmicos t€ém apontado nos itens
acima. Assim a molécula de tripsinogénio ao se converter-se na molécula ativa a -
tripsina torna-se mais estavel (aumento de 0,5 Kcal.mol) e a molécula de B-tripsina ao
se converter-se em O-tripsina permanece estatisticamente (teste ¢ de student) com a
mesma estabilidade. A semelhanca de estabilidade entre as isoformas - e o-tripsina
possivelmente refletem semelhancas estruturais e de atividade enzimatica.

Um aspecto interessante e que também foi observado para outros parametros €
que apds a conversdo de o- em WY-tripsina a estabilidade da enzima diminui para um
valor um pouco menor que aquele encontrado para molécula de tripsinogénio. O valor
de AGyosk para Y-tripsina indica que apds a ultima etapa de conversdo, a isoforma
enzimatica torna-se a menos estavel da série. Isto pode ser justificado devido a uma
possivel marcante diferenca estrutural (estrutura secunddria) e enzimdtica (possui
atividade amiddsica quase nula) que esta isoforma apresenta em relacdo as outras
isoformas.

A Figura-45 permite comparar as tendéncias de estabilidade entre o
tripsinogénio e as isoformas de tripsina. O tripsinogénio e as isoformas - e o-tripsina
na faixa de temperatura de 353 a 288 K seguem um comportamento termodinamico
semelhante com pequenas diferengas no valor no eixo Y, j4 a isoforma y-tripsina nesta
faixa de temperatura apresentou um valor menor no eixo Y, que ocasiona um
deslocamento na curva, porém a mesma apresenta para esta faixa de temperatura

analisada uma semelhanga com as outras curvas relativo ao setor analisado das outras
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isoformas de tripsina e o tripsinogénio. Para temperaturas abaixo de 288 K tanto
tripsinogénio quanto as isoformas de tripsina diferem em seu comportamento
termodinamico na curva de estabilidade.

Outro parametro importante que pode ser obtido por extrapolacdo das curvas de
estabilidade termodinamica € a temperatura de desnaturacdo a frio ou 7,,” que pode ser
obtida do ponto (com T< 273 K) onde a curva de estabilidade de proteinas tem valor de
AG=0. Deve se salientar que o valor de 7,7 é um valor estimado na curva de
estabilidade, pois este parametro € de dificil obtencao experimentalmente sendo poucas
vezes medido para algumas proteinas (Privalov, 1990). Pode-se notar na Figura-45 que
as curvas de estabilidade apresentam larguras fortemente influenciadas (Equacdo-16)
pelo valor de AC,, ou seja, quanto menor o valor de AC, maior serd a concavidade da
curva (Becktel & Schellman, 1987 e Haynie, 2001-b e c). Esta observacao € interessante
visto que esta variagdo da concavidade da curva influencia diretamente no valor do
parametro T,,’, mostrando mais uma vez a importancia na determinagdo exata e precisa
da grandeza termodinamica AC,. Estas informacdes sobre o T;,” das moléculas testadas
sdo de grande importancia no que diz respeito as condi¢cdes de armazenamento destas
enzimas a baixas temperaturas. Pode-se notar na curva da Figura-45 que a ordem
crescente de estabilidade relativo a T, é B-tripsina<tripsinogénio <a-tripsina<y-tripsina.
Uma informacgdo interessante e vista nesta relacdo, porém ndo e possivel saber se as
proteinas submetidas a baixas temperaturas continuam sendo monoméricas ou passam
por transformagdes supramacromoleculres assumindo outras ordens de organizacio
estrutural (dimeros, trimeros...). Apesar disto algumas informag¢des tuteis podem ser
tiradas destes valores referentes a condi¢des de temperatura de armazenamento. A curva

de estabilidade ainda fornece outro parametro importante, o Ty =T, que € a
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temperatura de maxima estabilidade da molécula, ou seja, o ponto méximo da func¢ao de
segundo grau e que pode ser obtido por duas maneiras:

1- Quando a primeira derivada da equacdo da pardbola invertida € igual a zero
(y’=0), pois o resultado ira apontar para o maximo da func¢ao, assim, por exemplo, para
isoforma o-tripsina tem-se que:

Y=-0,00364X> + 2,04757X - 280,65194

Y’'=0=2x (-0,00364 X)+2,04757 + 0

X=2,04757/ 2x (0,00364)

X=281,0=281 K=T;

2-Uma segunda alternativa para se calcular o 7 é usar a equacdo descrita por

Becktel & Schellman, (1987) que demonstra que:

T, | AS,,

m

T B AC Equacao-17
p

N

In

O resultado dos valores calculados de 7§ para tripsinogénio, e para as isoformas de
tripsina usando os dois modos de calculo estdo disposto na Tabela-20.
Tabela 20: Andlise comparativa de métodos de célculo da determinacdo do T para

tripsinogénio, -, a- e y-tripsina em pH 3.0.

T(K) T (K)

Equacgdo -17 Calculo diferencial

tripsinogénio 287,1 287,2
“B-tripsina 290,0 289,8
a-tripsina 281,4 281,2
y-tripsina 267,7 267.8

* Valores obtidos com dados de Bittar e cols., (2003).
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A determinagdo deste parametro (7;) tem importancia relevante no estudo de
estabilidade e armazenamento de proteinas, pois o valor de 7y revela a temperatura na
qual a proteina € mais estdvel, ou seja, aquela na qual a proteina tem maior resisténcia a
desnaturagdo por agentes quimicos. Deste modo, analisando-se a tabela-20, pode-se
observar que o tripsinogénio e as isoformas - e o-tripsina apresentam valores positivos
de T, ndo sendo portanto necessario armazenar estas proteinas em temperaturas abaixo
de 273 K para fins de estabilidade (termodindmica) protéica.

Apenas a isoforma y-tripsina apresentou valor de 7 inferior a 273 K, sugerindo

que a proteina deva ser armazenada sob refrigeracao.

5.3 Determinacido do Raio de Stokes (RS) em pH 3,0 para tripsinogénio, e para as

isoformas -, o-, Y- tripsina.

O sistema cromatografico utilizado para a determinacdo do raio de Stokes do
tripsinogénio e das isoformas de tripsina foi padronizado com sucesso e apresentou
resultados satisfatorios visto que os valor dos coeficientes de correlagdo para os ajuste
lineares entre log MM (logaritmo da massa molecular) e o tempo de retencdo foi de
0,9973 e o do ajuste linear para a relacdo entre o Raio de Stokes e MM (massa
molecular) foi de 0,9998. A exatiddo do sistema montado para a determinagdao da massa
molecular foi testada usando uma amostra de tripsina comercial bovina, cujo valor
determinado por MALDI-TOF ¢ de 23.294 Da e no sistema cromatografico apresentou
um valor de 23.150 Da, ou seja, um erro de 144 Da. Assim o sistema mostrou, dentro de
condi¢des experimentais e técnicas que admitem um erro de £ 10% MM (Witaker.,

1963 e Goetz e cols., 2004), ser ttil para o propdsito ao qual foi destinado.
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Ap6s a determinacdo dos parametros termodinamicos (AC,, AT, , T, e AGy)
uma hipétese foi levantada de que a conversao de tripsinogénio até y-tripsina ocasiona
mudancas no volume hidrodindmico das proteinas em questdo e que a ordenagdo dos

volumes hidrodindmicos seria a seguinte: Y-tripsina < tripsinogénio = o-tripsina> 3-

tripsina.

A determinacdo do Raio de Stokes (RS) e consequentemente a avaliacdo do
volume hidrodinamico (Vy=4/3 TR?) do tripsinogénio e das isoformas de tripsina por
meio de cromatografia de exclusdo molecular permitiu observar as variagdes neste
parametro quando ocorrem a ativacdo e a conversao enzimadtica destas proteinas e
também confirmar a hipdtese e que a medida que a capacidade calorifica abaixa o
nimero de contatos hidrofébicos na proteina nativa diminui ocasionando uma pequena
varia¢do no Raio de Stokes, ou seja, no volume hidrodinadmico da proteina.

Conforme pode ser visto na Figura-46, a variacdo do raio de Stokes segue uma
tendéncia prevista por toda esta tese de que a molécula de tripsinogénio ao converter-se
em [-tripsina torna-se mais estdvel e por conseqiiéncia o volume hidrodindmico diminui
danado origem a uma proteina de estrutura mais compacta. Esta previsao foi confirmada
com a varia¢do do RS de tripsinogénio para B-tripsina de um valor de -0,19 A A partir
de P-tripsina a predi¢do é que as isoformas devem ter o nimero de contatos
hidrofébicos reduzidos e consequentemente devem ficar menos estdveis, com um
aumento do raio de Stokes (volume hidrodindmico). A variacdo do raio de Stokes na
conversdo de - para a-tripsina foi de 0,27 Aede a- para -tripsina foi de 2,22 A
Assim as determinacdes de raios de Stokes (volumes hidrodindmicos foram importantes

para confirmar as predicoes feitas por pardmetros termodinamicos e mostrar a
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confiabilidade de medidas termodinamicas para sistemas poliméricos e biomoléculas

(Privalov & Dragan, 2004).
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Figura 46: Determinacéo do Raio de Stokes para o tripsinogénio e para as isoformas 3-,
o, Y-tripsina em pH 3,0, usando cromatografia de exclusdao molecular em uma coluna

Ultra hydrogel Tm 250 da Millipore®
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6. CONCLUSOES

A metodologia de otimiza¢do de purificacdo e isolamento de isoformas de
tripsina mostrou-se satisfatdria, pois foi possivel purificar quantidades elevadas
das isoformas de tripsina com separa¢do completa entre a isoformas - e o-
tripsina e uma resolucao satisfatéria entre o.- € Y-tripsina.

As isoformas purificadas tiveram algumas propriedades bioquimicas
determinadas (massa molecular, atividade enzimatica) com sucesso sendo
identificadas e quantificadas precisamente.

O sistema de cromatografia de bancada (90 x 2,2 Di) montado para purificar
isoformas de tripsina mostrou-se robusto, relativamente rdpido e econdmico,
visto que pode ser utilizado até seis vezes sem ser regenerado e reempacotado e
pode ser montado facilmente em qualquer laboratério sem o uso de
equipamentos sofisticados para seu funcionamento. Alem disto o sistema
cromatografico mostrou ser versatil ao purificar com uma resolucdo satisfatoria
tripsinas comerciais de marcas e lotes variados.

O uso de fundamentos de fisico-quimica, quimica analitica, inorganica e
organica, biofisica molecular e bioquimica aplicados para resolver o problema
da otimizacdo da purificacdo das isoformas de tripsina mostrou-se util. Estes
conhecimentos foram muito uteis no planejamento experimental em todo projeto
de purificacao de proteinas que gastou aproximadamente 40% do tempo ou mais
no planejamento experimental.

A aplicacdo de teorias de quimica analitica quantitativa em sistemas de

cromatografia de bancada proporcionou o emprego da resolu¢do cromatografica
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como um pardmetro quantitativo e monitorar a efici€éncia quantitativa dos testes
realizados em vez de parametros qualitativos comumente usados em pesquisa
bioquimica.

O uso de uma metodologia de controle de qualidade (determinacdo de “shelf
life”, “half life”, perfil de transformac¢do das isoformas de tripsina e influéncia
da misturas) para poder monitorar a degradacdo quimica, perda de atividade
enzimatica e conversdao de isoformas de tripsina usado nesta tese mostrou ser
muito util, visto que as isoformas de tripsina usadas nos estudos fisico-quimicos
forneceram dados precisos e exatos quando foram mensuradas suas propriedades
termodindmicas.

A metodologia de purificagdo das isoformas de tripsina apds a otimizacao
mostrou ndo interferir na atividade nem na estabilidade das enzimas durante o
intervalo de purificagdo, pois as enzimas purificadas apresentaram atividades
amiddsica e esterdsica elevadas e porcentagens superiores a 95% de sitios ativos
apos a purificagao.

O sistema de purificacdo em maior escala (130 x 7,4 cm Di) das isoformas de
tripsina desenvolvido foi considerado satisfatério desde que produziu altas
quantidades elevadas das isoformas de tripsina em um tempo relativamente
curto, podendo o mesmo ser ocnstruido facilmente em qualquer laboratério sem
o uso de equipamentos sofisticados.

O tripsinogénio comercial bovino estd puro e livre de contaminantes nao
necessitando ser conduzido nenhum tipo de metodologia de purificagao.

O calorimetro diferencial de varredura mostrou ser uma ferramenta util e com
alta resolugdo, capaz de detectar pequenas diferencas termodinidmicas com

precisdo e exatidao elevadas.
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As proteinas testadas (tripsinogénio e isoformas da tripsina) apresentaram alta
reversibilidade (=95%) para o processo de desnaturacao térmica e todas t€m este
processo dirigido termodinamicamente.

As curvas de desnaturagdo térmica originadas para as proteinas estudadas
ajustam-se bem a um modelo que assume uma transicdo reversivel em dois
estados e as isotermas apresentaram-se simétricas.

Os parametros termodinamicos determinados para as proteinas em questdao
foram considerados satisfatérios dentro dos erros experimentais inerentes da
metodologia e das condig¢des fisico-quimicas de cada proteina.

A concentracao de proteinas e o pH possuem uma influéncia marcante na
relacdo de AH.,/ AH,y, para as proteinas analisadas, sendo mais pronunciada
para a isoforma Y-tripsina.

A concentracdo de proteinas e o pH possuem uma influéncia marcante na
relacdo de AH.,/ AH,y para as proteinas analisadas, sendo mais pronunciada
para a isoforma y-tripsina.

Os parametros T, AT1p, ASitm), AS20sk), AC, € AG(29sx) medidos em pH 3,0,
sugerem que durante a conversdo de - a Wy-tripisina (passando pela o-tripsina)
ocorre uma diminuicdo gradual da estabilidade termodinamica destas enzimas,
fazendo que se tornem mais flexiveis e mais frouxas e provavelmente tenham
um maior volume hidrodinamico (raio de Stokes).

A determinacdo do Raio de Stokes por SEC confirmou a previsdo feita pelos
parametros termodinamicos para o tripsinogé€nio e para as isoformas de tripsina
de que na conversdo da B-tripsina a a-tripsina e a Y-tripisina ocorre um aumento

do raio de Stokes e consequentemente o volume hidrodinamico.
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Os dados obtidos nesta tese para isoformas de tripsina em pH 3,0 sugerem que a
conversdo das isoformas de tripsina além da isoforma B-tripsina possa ser uma
das vias de inativacdo fisiologica das isoformas de tripsina, fazendo que estas
ndo fiquem ativas no sistema digestivo além do tempo necessario, o que seria
prejudicial para o sistema digestivo. Esta sugestdao é baseada em dados que
mostram que a medida que a B-tripsina é hidrolisada para o-tripsina e esta para
Y-tripsina se processa alguns parametros fisico-quimicos e bioquimicos variam
significativamente como:
O Redugdo apds conversdo enzimdtica das isoformas de tripsina dos
parémetros T AT]/Q, AS(Tm) AS(zggK) e ACP e AG(QggK);
O Aumento do raio de Stokes (volume hidrodinamico);
O Diminui¢do da atividade amidaésica;
O Diminui¢do da estabilidade temporal ou cinética;
O Aumento da propensdo a reacdes irreversiveis (e.g. agregacgdo,
deamidacdo, desnaturacdo);
O Aumento da susceptibilidade a sofrer protedlise devido ao fato de a
proteina estar mais frouxamente arranjada tridimensionalmente.
A andlise conjunta destes pardmetros fornece evidencias que suportam a
hipétese de uma possivel via de inativacio das enzimas no sistema

fisiolégico (esquema 1).
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Cp=1,90 + 0,13 keal. mol! K Cp= 2,50 + 0,07 kcal. mol.K*!

RS 22,44
Tm=327,6K

RS2248A
T,=3259K

Esquema 1: Representacdo grifica das conversdes das isoformas de tripsina
acompanhadas dos respectivos parametros termodindmicos e dos Raios de

Stokes.
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7. PERSPECTIVAS

e Determinacdo de AG em meio alcalino para as isoformas de tripsina (B—tripsina,
o-tripsina,e Y—tripsina) por titulagdo potenciométrica em colaboragdo com o
Professor Dr. Arno Gunter da Universidade Federal de Santa Catarina;

e Determinagdo da estrutura tercidria por cristalografia e difracdo de raios X das
isoformas ot- e Y-tripsina;

¢ Estudo termodinamico e enzimdtico das isoformas o~ e Y-tripsina em solventes
organicos;

® Pesquisa de bioformulagcdo usando o DSC para uso de isoformas de tripsina em
medicamentos em solugao.

e Andlise comparativa da estrutura secunddria de -, o- e - tripsina em pH 3.0
por dicroismo circular;

¢ Andlise bioinformatica usando dindmica computacional para observagdo da

transformagdo em silico da isoforma [3- a - tripsina.
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9. APENDICES

Apéndice 1: Calibracoes realizadas no calorimetro de varredura diferencial (DSC)

Calibracao primaria do eixo das abcisssas: A fim de poder definir a exatiddo das
medidas do parametro T, foi necessario fazer a afericdo do calorimetro diferencial de
varredura. Para este propdsito foram utilizados dois padrdes de lipideos fornecidos pelo
fabricante do calorimetro (Microcal®) para a afericio do eixo de temperaturas com
valores de T,, conhecidos (lipedeo-1 com T, de 28,1 °C e lipideo-2 com dois valores de
T,, um a 73,8 °C e outro a 75,9 °C). As camaras do DSC foram preenchidas com 4gua
tipo I e os padrdes foram imersos nela. Os padrdes foram submetidos a uma corrida no
DSC em uma faixa de temperatura de 10 a 90 °C a uma velocidade de varredura de 60

K.h'. Os resultados deste experimento sdo mostrados na Figura-47.

- T ica
| Valores teéricos para os Tm. ransigdo 3
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Figura 47: Calibracdo do eixo das abscissas do DSC com lipedes-padrdes.
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Como pode ser observado na Figura-47 os valores experimentais estdo de acordo com
os valores tedricos, sendo o calorimetro capaz de registrar uma diferenca significativa
(Y2

de £0,1 °C. Assim relativo ao teste do parametro da exatidao no eixo “x” o aparelho esté

em perfeito funcionamento e apto a poder realizar medidas com alta exatidao.

Calibracao primaria do eixo das ordenadas: A fim de poder verificar a exatidao dos
registros de energia (calor) que é expressa no eixo y foram utilizados diversos pulsos
elétricos em faixas variadas que simulam o sinal calorimétrico e permitiu-se o

equipamento registrar estes valores para efeito de comparagao.
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Calibragao Elétrica - Pulsos Negativos e Positivos
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Figura 48: Calibracdo elétrica externa do calorimetro diferencial de varredura, usando

pulsos de: -7,5, -5, -1,5, 0, 2,5, 5, 7,5, 10 mcal/mim, para aferir o eixo Y.

Como podem ser observados na figura-48, os pulsos elétricos fornecidos tiveram um
registro exato no aparelho, pois com pode ser ver no inserto na figura-48 o valor do
coeficiente de correlagdo da reta o R tem um valor de 0,99998, ou seja, os valores
experimentais sdo similares ou quase iguais aos tedricos. Assim, relativo ao teste do
parametro da exatidao no eixo “Y” o calorimetro diferencial de varredura estd em

perfeito funcionamento.

Teste de precisao do DSC: A fim de poder determinar a precisao das medidas referente
a reproducdo dos resultados e a necessidade de repeticoes foram conduzidas
separadamente sete medidas calorimétricas em dias diferentes. As condicoes

experimentais foram as seguintes: tripsina comercial bovina Sigma® a 0,04 mmol.L™" ,
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solucdo tampao de glicina a 50,0 mmol.L™! pH 3,0, mais CaCl, a 20 mmol.L!. Os
experimentos no DSC foram conduzidos em uma faixa de temperatura de 20 a 75 °C a
uma velocidade de varredura de 60 K.h™'. Os resultados destes testes podem ser visto na

figura -49.
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0,0020 4 —— Corrida 2
Corrida 3 m
— Corrida 4 -
0.0018 Corrida 5 /
. —— Corrida 6
o Corrida 7
© /
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© -~
) /
~ s
[N
© 0,0014 4
7" 50mM Glicina 20mM de CaCI2 pH 3
0.0012 4 ! com 0,04mM de tripsina comercial bovina

20 30 40 50 60 70

Temperatura (°C)

Figura 49: Teste de precisdao do DSC com uso de tripsina comercial bovina

Como pode ser visto na figura 49 a precisdo do microcalorimetro € considerada elevada,
pois com pode ser visto em todas as curvas de desnaturacdo térmica da tripsina no DSC
elas sdo altamente similares em todo perfil, apresentando os mesmos valores de 7, € as
mesmas capacidades calorificas. A tnica diferenca notavel nas curvas endotermicas €
relativo a uma pequena diferenca nos AH,.,; (parametro dependente de concentragdo da
amostra), porém esta diferenca € relativa a pequenos erros experimentais oriundos de
determinacdo de concentracdo de proteinas e quantidade de amostra injetaada no
aparelho, porém nao comprometem o resultado de precisao elevada do aparelho. Vale
ressaltar que os experimentos foram conduzidos no minimo em triplicata a fim de poder

permitir a avalia¢do do desvio padrao dos testes realizados.
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Apéndice 2: Comparagdo dos dados de Bittar e cols., (2003) com os obtidos nesta tese

no periodo de 2005 a 2008, para isoforma B-tripsina.

A comparacdo dos dados de Bittar e cols., (2003) com os obtidos nesta tese no
periodo de 2005-2008 foi feita para poder validar a utilizacio dos parametros
termodindmicos da isoforma P-tripsina como compara¢do com as propriedades
termodinamicas pesquisadas neste trabalho para as isoformas o-, e Y-tripsina.

A partir da andlise da capacidade calorifica obtida para isoforma [-tripsina
foram escolhidas condi¢des experimentais aleatdrias para serem repetidas e gerar pontos
de comparagdo dos valores obtidos em 2003 com os obtidos em no periodo de 2005 a

2008. Os resultados estdo dispostos nas Tabelas-22 e 23.
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Tabela 21: Dados de Bittar para a isoforma B-tripsina obtidos no periodo de 1999 a

2003
pH Aditivos T,, (K) AH,., T,* AH,., AHyy AH,, Revers,
(cal/mol)  (°C)  (cal/mol)  (cal/mol)  /AHpy %

300 - 327,0 101000  326,9 99400 102000 0,97 94,0

3,20 Sorbitol 334,99 103000 335,0 100000 110000 0,91 99,0
1,00M

3,00 Gnd HC1 313,45 71100  313,4 70000 72400 0,96 97,0
1,00 M

3,00 Gnd HC1 321,15 82400  321,1 80600 84800 0,95 99,0
0,70M

290 - 327,18 96600  327,2 92200 101000 0,92 97,0

2,80 - 325,53 94900  325,5 93600 95000 0,99 98,4

2,70 - 325,01 92000  325,0 90400 94100 0,96 98,3

2,50 - 324,03 88950 3240 88100 91900 0,96 100,0
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Tabela 22 Dados repetidos neste trabalho experimental para comparagao aos dados de

Bittar, (2003) foram os seguintes dispostos abaixo.

pH Aditivos T, (K) AH,, T,* AH,, AHpyy AH., Revers,
(cal/mol)  (°C)  (cal/mol)  (cal/mol)  /AHpy %

3,00 - 327,1 101000  326,9 99380 102020 0,97 99,0

3,20 Sorbitol 335,1 104000 335,3 100200 109000 0,93 98,0
1,00M

3,00 Gnd HC1 313,35 71075 3133 69000 72000 0,96 98,0
1,00 M

3,00 Gnd HC1 321,0 82600  320,9 80405 84950 0,95 99,0
0,70 M

290 - 327,35 96900 3273 92500 101385 0,91 98,0

280 - 325,38 95000  325.7 93900 95300 0,98 99,0

2,70 - 325,12 92500  325,1 90600 94000 0,96 99,0

2,50 - 324,20 89000  324,1 88300 91750 0,96 100,0

Na Figura-50 e no teste ¢ de student realizado para uma condi¢do especifica,

pode-se ver que os dados obtidos por este trabalho experimental sdo equivalentes aos

resultados obtidos por Bittar e cols., em 2003. O valor do coeficiente de correlagdo de

R= 0,9998 obtido para comparag¢do entre a mesma amostra experimentada em épocas

deferentes € considerado satisfatério, podendo assim os valores obtidos no artigo de

Bittar e cols., (2003) serem usados para compara¢do das propriedades termodinamicas

das isoformas de tripsina.
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Apéndices
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Figura 50: Correlagdo entre parametro 7,, para a isoforma beta-tripsina em épocas

diferentes. Gnd HCI (cloreto de guanidinio).

Para o pH 3,0 foi realizado o teste t-student:

Dados Média (Tg) Variancia N
A 54,0 1E-4 3
B 54,1 1E-4 3
t = 2,44949
p = 0,07048

Ao nivel de 0,05 de confianca pode ser dizer que as duas medias nao sao

significativamente diferentes.
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