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1.INTRODUCAO

1.1 ESTABILIDADE TERMODINAMICA DE PROTEINAS

Atualmente, a termodindmica vem auxiliando as peagla resolver ou mesmo
elucidar com maior clareza diversas questdes irapt$ para a bioquimica, como os
processos de enovelamento e desenovelamento despso

As proteinas possuem atividades biolégicas depéssledas estruturas e
arranjos tridimensionais das suas cadeias polifiept, e esses arranjos ocorrem
devido ao enovelamento direcionado da sequéno@arlillos aminoacidos, fazendo
dessa forma que as proteinas passem de uma estletordenada e sem funcédo para
uma estrutura bem definida, compacta e muitas \ses

Apesar do grande interesse, pouco se sabe solneaismos envolvidos no
enovelamento das proteinas. Segundo Finn et 882J1o dominio desse conhecimento
podera ser utilizado em diversas areas, como pemglo: na predicdo da estrutura
tridimensional de sequéncias lineares de aminoacmovenientes das informacdes
geradas pelo projeto Genoma; na alteracdo da smqUémtural das proteinas,
aumentando estabilidade, atividade enzimética, a®uatividades bioldgicas das
proteinas; na montagem de novas proteinas comidagacenzimatica ndo existentes
na natureza; na melhor eficiéncia da recuperacdopmgeinas recombinantes,
direcionando assim, seu enovelamento e desenvoltonue tratamentos eficazes para
doencas genéticas do tipo fibrose cistica; ceipms tde deméncia e alguns tipos de
doencas neurodegenerativas que parecem estaraaissoab enovelamento de proteinas

(Carrell & Lomas, 1997, Qu et al., 1997, Krakauealge 1998).
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Sabendo-se que a conformacao nativa das proteddasser facilmente desfeita
e que a cadeia polipeptidica pode se desenovelarmgio de processos fisicos
(temperatura e pressdo) ou quimicos (variagdo do eplddicdo de substéncias
desnaturantes) (Privalov, 1997), torna-se impostaitender o0s mecanismos
relacionados a estabilidade das proteinas.

A estabilidade é importante para manter a estrutataa da proteina para que
ela ndo adquira outras conformacdes que seja difeda sua conformacao nativa, mas
também esta estabilidade ndo pode ser tdo rigigewndo de impedir mudancas
conformacionais ou ajustes necessérios as fungfeprdteinas (Becktel & Schellman,

1987).

1.2. ESTABILIDADE DE DOMINIOS DE PROTEINAS

A estabilidade das proteinas é baseada nas fougadiggcionam o dobramento
das cadeias polipeptidicas, como as interacdes riascudlistancias, densidade de
empacotamento 6timo e os efeitos entrépicos deaddeoolapso hidrofébico das cadeias
polipeptidicas (Dill, 1990, Jaenicke, 1987, 199ichBrds, 1992, Matthews, 1995,
Fersht, 1995, Peng et al., 1995, Dill et al., 1993an et al., 1995).

A via de dobramento das proteinas se inicia comntacfes a curtas
distancias, sendo que estas interacdes podem pereraru ndo na estrutura nativa da
proteina. Apés a consolidacdo da estrutura secdanoidtiva, que ocorre imediatamente
apos as interacdes intermoleculares ultrapassaemargia térmica, ocorre a formagéo
de parte da estrutura terciaria nativa caractesizaal dobramento e baixa superficie

hidrofébica, sendo este intermediario conhecidoaestado deMolten globule” Esse
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estado deMolten globule ¢ acompanhado pela exclusdo de agua do interisr do
subdominios e dobramento dos dominios (Jaenickeaiifér, 1969).

E necesséario o conhecimento e o entendimento dthds da cinética de
dobramento das proteinas. Mas é evidente a difideldle se entender os mecanismos
desse dobramento, visto que, além da heterogemreii@acestado desnaturado existe
ainda, a incerteza sobre a natureza fisica e #egia de estados intermediarios de
dobramento (Baldwin, 1995, Laurents & Baldwin, 1988l & Chan, 1997).

Focalizando proteinas de dois ou mais dominioatrgquareas se tornam de
especial interesse, como: o mecanismo de dobramentalesdobramento; a
caracterizacdo de estados intermediariddolten globul®; os processos de
reconhecimento e dobramento dos dominios atravé&hageroninas e as reacgdes de
dobramento e empacotamento devido a perdas de idsroom subseqiiente agregacéo.

Em resumo, pode-se observar que existem intermaslifno processo de
dobramento das proteinas, que a cinética de dohtamé@o é sincronizada e que os
dobramentos intermediarios sdo estabilizados petasacdes terciarias que lembram
aquelas encontradas no estado nativo da proteiima & Baldwin, 1982, 1990,

Baldwin, 1991, 1995, Barrick & Baldwin, 1993).

1.3. TERMODINAMICA

O processo reversivel de enovelamento e desenceafanidois estados) das
proteinas podem ser estudados por varios métodusivess capazes de detectar

mudancas na estrutura da molécula.
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Entretanto, torna-se necessério obter dados saftapi@ e entropia dos
processos relacionados a enovelamento e desen@ratantas proteinas, bem como a
respeito da capacidade calorifica desses estadasjaadependéncia a diferentes
condi¢cBes de solventes e sob variagdes de temperatudiferentes niveis.

Segundo Jackson & Brandts, (1970) e Tishchenko &o@mv (1979), o
processo de desnaturagdo em dois estados quearangmknas os extremos, pode ser
utilizado para andlise de proteinas pequenas stdéwras tridimensionais simples. A
analise termodindmica permite considerar o procdssdesnaturacdo como sendo uma
simples transicdo entre dois estados macroscopjoatvo e deshaturado), em
contraste, para as grandes proteinas cuja tempelatluz um desenovelamento em
dominios simples isolados e este processo ndo g@dédsto como sendo um processo

simples em dois estados (Privalov & Potekhin, 1986)

1.4. TECNICAS PARA O ESTUDO DA ESTABILIDADE TERMODI NAMICA

DAS PROTEINAS

O estudo da estabilidade termodindmica de pratginde ser realizado através
de técnicas fisico-quimicas que modificam a estauttidimensional da forma nativa da
proteina, podendo induzir desde pequenas alterat@esperda completa das estruturas
terciarias e secundérias (proteina completamensaatieada). Os métodos fisico-
guimicos utilizados para a inducdo do processcedaaturacdo podem ser por variacao
da temperatura, presséo, pH e presenca de ceitv®sadesnaturantes como uréia e o
cloreto de guanidina (Privalov, 1996). Estas modifbes estruturais podem ser

monitoradas pelas técnicas de Espectrofotometrid),(WFluorescéncia, Dicroismo
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Circular (CD), Ressonancia Magnética Nuclear (NMREalorimetria Diferencial de
Varredura (DSC).

Martins & Santoro (1999), Martins (1999) e Martiesal., (2003) realizaram
estudos termodinamicos do processo de desnatudac@dpsinogénio e desnaturacéo
de a,BeW -Tripsina em pH 3,00, monitoradas por espectrofetoa e dicroismo
circular. Brumano et al. (2000) estudou o procafsalesnaturacdo @aTripsina em
pH 2,80 utilizando UV e CD. Tamura & Privalov (19%Valiou o custo entropico da
associacao de proteinas utilizando CD, NMR, e DiifSer et al., (2001) avaliaram o
efeito da variacdo do pH sobre o processo de desgab de proteinas através da
fluorescéncia.

E importante ressaltar que as técnicas utilizgdaa o estudo termodinamico
apresentam caracteristicas particulares que deeerewdas em consideracdo ao se
realizar as analises, e que sao ferramentas gesempam relevancia indiscutivel no
estudo da estabilidade termodinamica das proteinas.

Entre essas técnicas a microcalorimetria surgeoaommea ferramenta sensivel e
adequada para se trabalhar na analise do enoveameesenovelamento de proteinas,
pois, permite trabalhar com pequenas quantidadeanu®stras e reagentes e obter

diretamente os parametros termodinamicos de irseres

1.4.1. Microcalorimetria

A microcalorimetria € uma técnica sensivel capageatar dados de variagao de

energia livre (AGq)), entalpia AH(p)), entropia ASp)) e de capacidade calorifica
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(ACp). Estes parametros séo associados a uma dadficag@e conformacional da
proteina, induzida por variacdo de temperatura.

Para este tipo de estudo, necessita-se de um miicrimeetro especial, que
possui caracteristicas técnicas adequadas panaisicdq de dados experimentais com
solu¢cdes aquosas de proteinas em concentracOdivaralente baixas. O aparelho
possui caracteristicas que integram Hardware ewSidt que permitem aquisicao,

analise e deconvolugéo dos dados (Brandts eto&9)1

1.4.2. Parametros avaliados pelo DSC

A analise dos dados experimentais (Cp x Tempedgberanite avaliar dois tipos

de variacdo de entalpia (Privalov & Potekhin, 1986)

a) A variacao da entalpia calorimétricaHcal) representa a area sob a curva de
desnaturacdo, descontado a contribuicdo da vargegdapacidade calorifica
(ACp) entre a forma nativa e a forma desnaturadardi@ipa. Este é um
pardmetro modelo-independente e as unidades s&wmotale proteina
(monbémero), mas também pode ser expresso comomatatfimero, se

necessario.

b) A variagdo da entalpia de vantHoffHl,y) reflete o formato da curva de
desnaturacdo e descreve a dependéncia da condtartpiilibrio (k) em
funcédo da temperatura. E um parametro modelo-depémce as unidades

sdo cal/mol de unidades cooperativas, responsépelas transi¢cdes
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conformacionais observadas. Um importante parametperimental é a

razdo QAH:a/AHH), que representa a razao:

Cal Ca = mol unidades cooperativas
mol Proteina mol unidades mobpgina (mondmero)
cooperativas

Para um mon6mero, uma transicdo de dois estadescétd por um valoHcy
/ AH) = 1,0, isto é, 0 mondmero € a unidade cooperatisponsavel pela transicao
conformacional. No caso de um dimero, a razZdéc@l/AH,y) = 0,5, isto &, temos 0,5
mol de unidade cooperativa por mol de monémeroa Ran mondmero com dois
dominios de tamanhos semelhantes, quando desagspldevem gerar uma razéo
(AHc/AH) = 2,0, isto é, detectariamos 2 moles de unidadeperativas por mol de
monoémero.

Lembrando que a tripsina tem dois dominios fortédmeatoplados em sua

estrutura, pode-se descrever a desnaturagao desanp como:

AGp = AGpom 1+ AGpom 2+ AGInteragéo

Onde: AGp = variacdo de energia livre de desnaturagéo daipe
AGpom 1 = variacdo de energia livre de desnaturacdo deeipeo do
dominiol (desacoplado)
AGpom 2 = variacdo de energia livre de desnaturacdo deeipeo do
dominio2 (desacoplado)

AGineracao= variagéo de energia livre de interagéo intereaosi

23



1.5. SERINO PROTEASES

O Tripsinogénio e a Tripsina, que fazem parteatailfa das serino proteases,
constituem um modelo interessante para o estudoocailorimétrico, visto que suas
estruturas tridimensionais ja sdo conhecidas, as peocessos de desnaturacdo sao
altamente reversiveis (desnaturacfes térmicagisefsumas nativas apresentam grande

estabilidade térmica.

1.5.1 Caracteristicas

A Tripsina, Quimiotripsina, Elastase e Trombinaefazparte da super familia
das enzimas homodlogas da Quimiotripsina (FiguréE$¥as enzimas apresentam dois
dominios similares, provavelmente originados de lidagho génica divergente
contendo a triade catalitica e a fenda oxianiéamaeu centro ativo (Lesk & Fordman,
1996). O primeiro dominio compreende os residues1D5 e o segundo os residuos
restantes.

Vérios processos fisioldgicos séo relacionados tiddades dessas enzimas
como, por exemplo, a digestdo (Barret, 1970), daggo sanguinea (Daive et al.,
1991), fertilizacdo (Baba et al., 1989), ativac@ordsposta imune via complemento

(Reid, 1986) e outros processos como enfisemasofdkaket al., 1988), metistase de
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tumores (Henderson et al., 1992) e artrites (Febedt al., 1993). Essas enzimas estdo

presentes em virus, bactérias, plantas e animas.

Sitio ativo

Figura 1. Superposicao estrutural de cinco serino proteasis seus sitios ativos nas
respcetivas enzimas: Quimotripsina bovina (amarellicreina porcina (rosa),

Tripsina bovina (azul), Tonina de rato (cinza) adise porcina (verde).

1.5.2. Sintese

A Tripsina bovina é uma enzima proteolitica pradazas células acinares do
tecido pancreatico, na forma de seu zimégeno, psifbgénio, e tem atividade
proteolitica restrita (Bode et al.,, 1976). Seguinslsa secrecdo no intestino, o

Tripsinogénio € convertido para a forma ativa dgsiina, reacdo esta catalisada pela
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enteroquinase e pela propria Tripsparecém formada (autélise) (Bode et al., 1976)

(Figura 2).

Val-Asp-Asp-Asp-Asp-Lys

/

Tripsinogénio — B Tripsina —>a-Tripsina —— Y Tripsina
Enteroquinase *Clivagem *Clivagem

Figura 2: Converséao de Tripsinogénio em isoformas de Tripsin
*A B-Tripsina recém formada também atua na ativacato janenteroquinase e nas

clivagens adicionais.

A ativacdo consiste na clivagem da ligagdo petidittre os aminoacidos Lys
15 e lle 16 (nomenclatura baseada na sequéncia uilmidipsinogénio) no lado
carboxilico o que promove a saida do hexapeptidemhinal Val-Asp-Asp-Asp-Asp-
Lys... (Davie & Neurath, 1955, Desunelle & Fabrg53).

O recém formado-amino grupo da lle 16 forma uma ponte salina caap 294
(Perkins, 1980) introduzindo, assim, significativaisodificacbes estruturais do
Tripsinogénio. No Tripsinogénio o sitio de espedaifade e 0 espaco oxianidnico estao
impropriamente formados, mas, mesmo assim apresenéa atividade residual de

aproximadamente 1,0% da atividade fdripsina. Essa nova conformacdo assumida
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pelaB-Tripsina faz com que ela se torne cem vezes ntiaiz @gRobinson et al., 1973)
gue o Tripsinogénio.

Seguindo o processo de autodlise do Tripsinogénia @aformacdo d#-
Tripsina, a sequéncia peptidica desta sofre unvageim adicional entre os residuos
Lys 145 e Ser 146 (Figura 3), que origina a forrmagd uma segunda forma ativa da
Tripsina, conhecida conm-Tripsina (Schroeder & Shaw, 1968).0ATripsina formada
possui basicamente a mesma estrutura da frmando a diferenca baseada na menor
porcentagem de estruturas em hélice (Foucalt,et@14a). Contudo, apresenta-se 40%
menos ativa que B-Tripsina frente ao substrato amidasico Benzoylddginine p-
Nitroanilide (BAPNA) e nenhuma diferenca signifizat frente a substratos ésteres

como acetato de p-nitrofenila, em pH 6timo (Fouegdl., 1974b).
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Figura 3: Indicacdo dos pontos de clivagem na passagem @siffogénio para as

isoformas ativas de Tripsina. |- tripsinogénio, Bleta Tripsina , Ill Alfa Tripsina , IV

pseudotripsina (psi) (Keil, 1971).

Segundo Smith & Shaw (1969), uma nova clivagemeepdrresiduos Lys 169 e
Ser 170 resulta na formgTripsina, que possui trés cadeias polipeptidioterligadas
por pontes dissulfeto. Essa nova forma é menos#igpeque as outras formas e possui
uma maior atividade esterasica que amidasica (Raetcal., 1974 a,b)

Uma quarta forma ativa da Tripsina observada afidsgem entre os residuos
Lys 155 e Ser 156 foi purificada, caracterizadaeaothinadad-Tripsina (Teixeira,

1977).

28



1.5.3. Estrutura

1.5.3.1 Aspectos estruturais da enzima
O Tripsinogénio é constituido de 229 aminoacidas &soformas de Tripsina de

223 aminoacidos (Figura 4 e 5).

90 80 70

" lle Asp Asn Asn Leu Thr Asn Ser AsnTyr Ser Pro His Val lle Ser Lys Ser Ala Ser [le Phe Gin Gin
t

/ Met Asn
/Leu / Gly
“ / a0 - 50 £0 Glu
€ TrpVal Val Ser Ala Ala His Cys Tyr LysSer Gly lie GinVal Arg Leu Gly Gin Asp Asn lle AsnVol Oy
s GIn —
Leu Ser Asnlle Leu Ser Gly Gly Cys Phe His Tyr Gly Ser Asn Leu SerVol Gin Tyr Pro N
. i .
Ser =
[ COOH
Alg Asn
1001 Alo Ser
Ser Alo
lle
Leu Thre
Asn Gin
Ser Lys
Arg lie
Trp
Vol Ser {220
Ao Vol
Ser \ Tyr — Lys st
lie \ \_ AsnCys Val Gly Ser Cys
Ser

1o Leu Pro Thr Ser Cys Ala Ser AlaGly TheGin Cys Leu lle Ser Gly Trp Gly Asn Thr Lys Ser Ser

120 130

Figura-4 Estrutura primaria do tripsinogénio em disposiedguematica (Keil 1971).
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1.5.3.1.1.Estrutura Priméaria

Val-Asp-Asp-Asp-Asp-Lyslle Val Gly Gly Tyr Thr Cys Gly Ala Asn Thr Val27*

Pro Tyr GIn Val Ser Leu Asn Ser Gly Tyr His Phe @ly Gly Ser Leu lle Asn46

Ser GIn Trp Val Val Ser Ala Alélis Cys Tyr Lys Ser Gly lle GIn Val Arg Lel65

Gly GIn Asp Asn lle Asn Val Val Glu Gly Asn Glu GRhe lle Ser Ala Ser Lys84

Ser lle Val His Pro Ser Tyr Asn Ser Asn Thr Leu Asn lle Met Leu lle|103
Lys Leu Lys Ser Ala Ala Ser Leu Asn Ser Arg Val Bar lle Ser Leu Pro Thil22
Ser Cys Ala Ser Ala Gly Thr GIn Cys Leu lle Ser Glp Gly Asn Thr Lys Sefr141
Ser Gly Thr Ser Tyr Pro Asp Val Leu Lys Cys Leu 1Ala Pro lle Leu Ser Aspl60
Ser Ser Cys Lys Ser Ala Tyr Pro Gly GIn lle Thr 8sn Met Phe Cys Ala Gly179
Tyr Leu Glu Gly Gly Lys Asp Ser Cys GIn Gly AsperGly Gly Pro Val Val|198
Cys Ser Gly Lys Leu GIn Gly lle Val Ser Trp Gly Sely Cys Ala GIn Lys Asn217
Lys Pro Gly Val Tyr Thr Lys Val Cys Asn Tyr Val Sé&rp lle Lys GIn Thr lle| 236

Ala Ser Asn 239

Figura 5: Sequéncia dos 229 aminoacidos do TripsinogénionboVial-Asp-Asp-Asp-
Asp-Lys (verde): Hexapeptideo liberado na passagem de Tripsinog&fidripsina.
His (57) (vermelho), Asp (102) (amarelo), Ser (195) (azul): Aminoacidos que
participam da triade catalitica.

*Numeracado baseada no quimiotripsinogénio.
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Figura 6: Estrutura terciaria d@-Tripsina exibindo sua triade catalitiGer (195)
(azul) His (57) (vermelho) e Asp. (102)(amarelo). N-terminal (cor cyan) eC-

terminal (laranja) (5ptp-Protein Data Bank).

1.5.3.1.2. Estruturas secundaria e terciaria

No que se refere a estrutura tridimensional dasifrgpe do Tripsinogénio pode-
se observar, por métodos cristalograficos, semethantre as duas formas. Segundo
Huber & Bode (1978) e Bode et al. (1983), ambasesgrtam um arranjo
tridimensional globular e suas estruturas secuasl@presentam 85% de identidade e
sdo caracterizadas por estruturasodeélices (Figura 6 e 7) e folh@santiparalelas
(Figura 8) que juntas se organizam formando ddgs lbarris (Figura 9 A, B). As Figura
10 A e B mostram a estrutura tridimensional da Sin@ apresentando folhds

antipararelas (Ayx hélice (A) eturns(A, B).
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Figura 7: Esquema das hélices (vermelho) presentes na estrutu-tid@psina (5ptp-

Protein Data Bank)

Figura 8: Esquema das folhad antipararelas presentes na estruturg3-deipsina

(5ptp- Protein Data Bank)
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Figura 9: Esquema das folhds antipararelas formando dois beta barris preseardes
estrutura dg-Tripsina. As figuras A e B comparam as formas el@ barris em rotacao

de 90. (5ptp- Protein Data Bank)

Figura 10: Estrutura tridimensional da Tripsina apresentamdttap antipararelas (A,

azul),a hélice (A, vermelho) &urns (A, B, amarelo). (5ptp- Protein Data Bank)
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1.5.3.2 Dominios da enzima

A Tripsina € uma proteina globular possuindo daisnithios de estruturas
similares, sendo que o primeiro dominio vai daminoacido ao 10% o segundo do
106’ ao 228, e estes s&o unidos assimetricamente e entreegti@docalizado o sitio

catalitico (Figura 11).

Figura 11: Estrutura tridimensional da Tripsina com seus dlmiminios. Dominio | do
residuo 1-105 (azul), dominio Il do residuo 106-Z28rmelho). (5ptp-Protein Data

Bank)

Tanto ap-Tripsina quanto o Tripsinogénio sdo constituidespectivamente,

por uma cadeia polipeptidica sendo essa cadeidigatia por seis pontes dissulfeto
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(Figura 12) localizadas nos residuos Cys 22-Cys C§3 42-Cys 58, Cys 128-Cys 232,
Cys 136-Cys 201, Cys 168-Cys 182 e Cys 191-Cys (Bitley, 1960, Walsh &

Neurath, 1964). Note que a ponte dissulfeto (22-lib¥erliga os dois dominios,
enquanto que as pontes dissulfeto restantes sé@mominios. O primeiro dominio

possui uma ponte dissulfeto (Cys 42-Cys 58), oufuasro estédo no segundo dominio.

Figura 12: Pontes dissulfeto na Tripsina. Primeiro dominipu(ppossui uma ponte
dissulfeto (amarelo). Segundo dominio (cinza) posguatro pontes dissulfeto
(vermelho). Os dois dominios sao ligados por unmaepdissulfeto (ponte interdominio)

(amarelo-vermelho) (5ptp Protein Data Bank).

O Tripsinogénio possui dois sitios especificos dayacdo do ion célcio, o
primeiro de baixa afinidade pK&a= 1,8 que é formado por dois aminoacidoAss

13 e 14, e o outro de alta afinidade pKCa 3,4 que é formado por um grupo de
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aminoacidos e moléculas de ag@u70, Asn72, Val75, GIn80, H,O 711 e 714). A

Tripsina possui apenas um sitio de ligacdo aoabais, o primeiro sitio de ligacéo é
perdido com a clivagem do hexapeptidio N-termirgdde & Schawager, 1975) e
(Chiancone, 1985). O célcio estabiliza a estruaudaminui a producéo de fragmentos
inativos (Abita et al., 1969). Segundo Robinsoralet(1973), isso poderia explicar a

menor atividade catalitica do Tripsinogénio (1%atieidade da Tripsina).

1.5.4. Mecanismos de ativacao

Trabalho realizado por McDonald & Kunitz (1942) ndsnstrouin vitro que a
Tripsina produzida a partir de Tripsinogénio pdwaatdo lenta em pH 8,0 £@ na
presenca de cloreto de calcio, produz principalmenfiormaB e na auséncia de calcio
produz a formau.

Em relacdo a triade catalitica e fenda oxianiéd@aentro ativo, observa-se que
na Tripsina a triade é formada por arranjo predg&ocadeias laterais dos residuos Asp,
His e Ser e a fenda oxianibnica por dois gruposddttadeia polipeptidica, enquanto
gue no Tripsinogénio a fenda oxianidnica encondralsslocada e a triade catalitica
apresenta-se orientada na posicdo definitiva (Bloeimal., 1976, Kraut, 1977,
Nakagawa & Umeyama, 1984, Fehlammer, 1977, Koskgtkal., 1977). O aumento da
atividade enziméatica da Tripsina em relacdo ao Tripsinogénio reflete unimiaacao

da orientacdo dos grupamentos que formam o cetivmemvolvidos na catalise.
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1.5.5. Mecanismo de acdo

Sabendo-se que a funcdo biolégica da Tripsina éoligdr polipeptidio na
digestao, € interessante observar como ocorre @nisego de acdo da enzima. A
Tripsina catalisa a clivagem de ligagcbes peptidinteynas envolvendo carboxilas de
residuos de aminoacidos basicos, lisina e argis@agdo o mecanismo de acdoda
Tripsina semelhante ao daTripsina (Inagami, 1972).

Segundo Inagami (1972), o modelo cinético gergh@sto € o seguinte:

Ks k H,O ks
E+s > ES > EA+Pi> E+P2
Onde:
P1eP2sao produtos da reacéo Sé o substrato
E é a enzima livre EA é o intermediario acil-enzima
Ks = constante de equilibrio ; > & lg= constantes cinéticas

Neste modelo, uma cadeia polipeptidica (ou sulostsiitético) se liga a
Tripsina por residuo de arginina ou lisina paraiaro complexo de Michaelis (ES). A
triade catalitica Asp 102, His 57 e Ser 195, posiise e polariza a cadeia lateral da
Ser 195 para o ataque nucleofilico no atomo deocarlia ligacdo peptidica ou do
grupo éster. Em seguida um intermediario com oocrartietraédrico é estabilizado pelo
espaco oxianidnico. Um préton é transferido dadeesiSer 195 para o residuo His 57 e

o atomo & do residuo Ser 195 forma uma ligagdo covalenteasuabstrato, quebrando
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a ligacéo e liberando produto P1 que difunde ddreeativo. Uma molécula de agua
entra no sitio ativo, e promove-se a hidrélise cibenzima, gerando P2 e regenerando
a enzima livre.

Pelo exposto, este trabalho visa utilizar as fornjgsconhecidas, por
cristalografia, de Tripsina e Tripsinogénio e aistas a parametros termodinamicos
para se fazer inferéncias de como discretas maddis estruturais podem alterar a
estabilidade termodinamica das proteinas.

Este projeto faz parte de uma linha de pesquidaatioratério de Enzimologia e
Fisico-Quimica de Proteinas (LEFQ®)pf. Marcos Mares-Guia objetiva desacoplar
termodinamicamente os dominios dessas proteinamddsavaliar as contribuicdes
separadas e combinadas (desacopladas e acopladtes) dois dominios a estabilidade
termodin&mica destas serino-proteases, possilifitaassim, avaliar a contribuicdo

termodin&mica da interacéo interdominio para ogssa de ativagdo do zimogénio.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL:

- Analisar a estabilidade termodindmica da isoforfdripsina e do
Tripsinogénio em meio acido sob condi¢cbes experiaiemue permitam o

estudo termodinamico das interagdes interdomiregsak proteinas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

- Verificar a influéncia do pH sobre a estabilidaderntodindmica de
Tripsinogénio e d@-Tripsina

- Verificar a influéncia de agentes desnaturantesheestes organicos sobre
estabilidade termodindmica de Tripsinogénio epdEripsina.

- Verificar a influéncia dessas variaveis experiraentsobre o grau de
desacoplamento termodindmico entre os domini@sB-@iripsina e do

tripsinogénio.
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3. METODOS

3.1. OBTENGAO DO TRIPSINOGENIO E DA B-TRIPSINA

O Tripsinogénio foi obtido de amostra comercial BKs (T-1143 LOTE
40K7653) e g3-Tripsina a aprtir de Tripsina comercial BovinalGSIA T8253 LOTE
125H0676) por purificagdo cromatografica confornesalito por Schroeder & Shaw
(1968) e Higaki & Light (1986).

Para a purificagcéo utilizou-se 200,0 mg de Tripsioenercial bovina (Sigma)
dissolvida em 10,0 mL de tampao Tris-HCI pH 7,1L§0,Tris-HCI, 0,02M Cloreto de
célcio, 0,1M Cloreto de Sédio e 1,0 mM de Benzanajli A solucdo foi conservada
em banho de gelo até o momento do uso.

A Tripsina bovina dissolvida em tampao Tris-HCI gl foi eluida com o
mesmo tampao (modo isocratico) em coluna com aae¥kE-SEPHADEX C-50 (110,0
x 1,0 cm; volume 332.0 &hcom fluxo constante de 0,120 mL/min. As fracdes
coletadas utilizando coletor automatico (Pharma&B-Frac 100) foram submetidas a
leitura em espectrofotdmetro (Shimadzu UV 160-A2&) nm e posteriormente a
espectrometria de massa (item 3.2) para avaliaggmceza das fragcdes (picos). Cada

pool de fracéo teve avaliado a sua atividade amidéiséra 3.3).
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3.2. VERIFICAGAO DA PUREZA DE TRIPSINOGENIO POR HPL C E FPLCE
ESPECTROMETRIA DE MASSA, E VERIFICACAO DE PUREZA DA B-

TRIPSINA POR ESPECTROMETRIA DE MASSA.

A cromatografia do Tripsinogénio foi realizada erRLE, com a coluna
SUPERDEX-75, com fluxo de 25QuL/min e em HPLC com a coluna
ULTRAHIDROGEL TM-250 com fluxo de 80QL /min.

A espectrometria de massa foi realizada no Centagiddal de Genética
(CENARGEN), pelo Dr. Carlos Block, utilizando opestrometro de massa MALDI-
TOF-MS (VOYAGER DE-STR, APPLIED BIOSSISTENS FOSTERITY, CA).

As amostras testadas por espectrometria de massa: fo

- Tripsinogénio SIGMA, SIGMAT-1143LOTE 40K7653)

- B-Tripsina bovina purificada.

3.2.1. Preparac¢do das amostras aplicadas:

-A s amostras aplicadas foram exaustivamente dadiz a fim de se retirar o excesso de
sal que poderia estar contido na amostra. E emdsefpram liofilizadas;

-As amostras foram ressupendidas emuls,@le 50% de acetonitrila, 0,1% de acido
trilfluoroacetico, e logo em seguida foram sonicapar 15 minutos;

-Aliquotas de 0,8L foram aplicadas na placa de aplicacdo e deixeuacplaca seca-

se a temperatura ambiente;
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-Subseqiientemente, Q)3 de solucdo de matriz ( 1% w/v de Acidociano-4-
hidroxicinamico em 50% de acetonitrila, 0,1% vk dacido trilfuoroacetico) foi

aplicado na amostra seca e deixou-se novametéeagecar ;

3.2.1.1. Modo de operacgéo e especificacdes do ekxpento
Modo de operagéo: Linear
Polaridade: positiva

Voltagem de acelaragéo: 25000 V

Faixa de aquisicdo de dados: 3000-28000 Da

3.3. ATIVIDADE AMIDASICA

A atividade amidésica foi realizada utilizando ndeflogia descrita por Ascenzi
et al. (1991) e substratoohNBenzoyl-dl-Arginine-p-nitroanilide (D-L-BAPNA).

Aliquota de 50uL de cada fracéo coletada foi acrescida de 2,9 mtachpdo
Tris-HCI pH 8,15 (0,1M Tris-HCI, 0,02 M Cloreto dglcio e 9,0 x 1% M D-L
BAPNA), incubada por 30 minutos a°87 Posteriormente, 300L de acido acético
60% (v/v) foram acrescentados no intuito de intaper a atividade enzimatica e entdo

a leitura foi realizada utilizando espectrofotérae@himadzu UV 160-A a 410 nm.
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3.4. DIALISE

As fracbes selecionadas, apds cromatografia porSEPHADEX C-50 e
avaliacdo da atividade amidasica, foram submetiddilise por 24 horas (trocas de
solucdo a aproximadamente seis horaSCaen membranas com limite de exclusdo de
6000 — 8000 Da, frente HCI 1,0 mM pH 3,0. As anasstitialisadas foram liofilizadas e

armazenadas a - 2D,

3.5. TITULAGAO DO CENTRO ATIVO

A titulacdo do centro ativo das amostras da enZiohaexecutada segundo
metodologia descrita por Dias (1986) com modifies;d

Neste método, &3-Tripsina catalisa a hidrélise do NPGB (4-nitrofeh
guanidinobenzoato). A primeira etapa da catdliseaé& rapida que a segunda o que
torna possivel a deteccao espectrofotométrica dienaracilada em um comprimento de
onda de 410 nm.

Para a realizagcdo da titulagdo utilizou-se cubetareferéncia com tampéo
Veronal (0,1 M de Veronal, pH 8,3, 20mM de GAQ@ cubeta amostra contendo
tampao Veronal acrescido de Tripsina. Adotou-salorde 40.000 e 16.595M cmi*
para o coeficiente de extingdo molas) da B-Tripsina e 4-Nitro fenol pH 8,3
respectivamente, comprimento de onda de 410 e 28(ara o 4 Nitrofenol -
Tripsina, respectivamente, e as leituras foramsteglas a cada cinco segundos. A

férmula empregada para os calculos foi a seguinte:
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[Centro ativo]% = AA280 / 40.000 x 100 %

AA410/16.595 %

Onde: f = fator de diluicdo da enzima

3.6. ESTUDO MICROCALORIMETRICO DE TRIPSINOGENIO E B-

TRIPSINA CONSIDERANDO DIFERENTES TIPOS DE INTERAGOE S

OBTENCAO E ANALISE DOS DADOS MICROCALORIMETRICOS POR DSC

DO TRIPSINOGENIO E B-TRIPSINA

O DSC é um aparelho (Figura 13) que possui duasame@mou células
adiabéaticas, onde sao colocadas as amostras @&(Bj) e teste (Sample / S), possuem
volume aproximado de 0,7 mL e operam em press&tamte.

O microcalorimetro fornece AH indiretamente, visto que o aparelho mede a
guantidade de calor absorvida ou liberada pela @an@Sgura 13).

A Figura 14 mostra um esquema de como o procesdesiaturacéo térmica de
proteina é registrado. A area total sobre a cuomesponde a somatdria da capacidade
calorifica do estado nativo da proteina; variacd® ehtalpia do processo de
desnaturacdo e capacidade calorifica do estadatdesdo da proteina. Portanto, a
variacdo da capacidade calorifica é igual a are¢al tmenos area referente as

capacidades calorificas das proteinas nativa etlgsda.
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Figura 14: Figura ilustrativa que mostra os dados obtidogvas do microcalorimetro

onde:AHcal: Variacdo de entalpia calorimétrica,\Cpapacidade calorifica da forma
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ativa da proteina, Gp capacidade calorifica da forma desnaturada deeipey Tm:
temperatura de transicao.

3.6.1. Desnaturacéo térmica d@-Tripsina e Tripsinogénio em meio acido.

O estudo microcalorimétrico da desnaturacéao térafesaisoformas em pH 2,0 -
3,5 foi realizado conforme metodologia descrita powvalov & Potekhin, (1986), e
Freire et al., (1992).

Para a realizagdo do estudo microcalorimétricézatitse o aparelho VP-DSC
MicroCal (VP-DSC Microcalorimeter Microcd), o software padrdo DA-2 para a
aquisicao e andlise dos dados.

Para analise em meio acido, as amostras de Tripsssaspendidas em tampao
B-Alanina pH 2,0; 2,25; 2,5; 2,75; 3,0; 3,25 e {6,0mM -Alanina, 20,0mM CagG),
de concentracdo aproximada de 1,0 mg/mL, determirga espectrofotometria a
280nm, foram submetidas a um processo de deaguac®® minutos e posteriormente,
aplicadas no DSC MicroCal. As corridas foram realess com velocidade de varredura
de 60C por hora $can rates0), ou seja, a temperatura nas células aumeritz04€ /
min. Os dados foram analisados no programa desardgi dados OrigitDSC.

Os dados obtidos foram subtraidos de uma linhade e 4gua contra 4gua ou tampéo
contra tamp&o -Alanina nos pH correspondentes) seguido da naagdo da

velocidade de varredura e da concentracédo de paotei

A preparacdo da amostra aplicada no calorimetrauise@s seguintes
procedimentos:

- Dissolucao da proteina em tampao;
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- Determinacdo da concentracdo através de métodotespométrico para
ajustar concentracao sempre para 1,0 mg/mL;

- Degasificagdo da solucdo protéica e do tampdo tdacde referéncia
durante 30 min exceto para solugbes tampao quertwanin alcool, neste
caso o tampéao foi degasificado antes de se adicioalzool;

- Antes de se aplicar as amostras no calorimetro céldéa foi lavada com
agua miliQ com aproximadamente 100 vezes o volumeddnara que é de

0,7 mL.

3.6.2. Desnaturacdo dg3-Tripsina e Tripsinogénio em pH 3,0 na presenca de

desnaturante e solventes organicos

A microcalorimetria da B-Tripsina e do Tripsinogénio com agente

desestabilizante e solventes organicos foi realizeonforme metodologia descrita

abaixo:

3.6.2.1. Agente desnaturante

Para a realizagédo desse estudo com agente destatutidizou-se o cloridrato
de guanidina nas concentractes de 0,25, 0,50 eM &% tampad3-Alanina pH 3,00

(50,0 mMp-Alanina, 20,0 mM CagG).
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3.6.2.2. Comportamento d#8-Tripsina em pH 3,0 em solventes organicos (Alcodis

Para se desenvolver a microcalorimetriaBd@ripsina em solugdes alcodlicas
utilizou-se os seguintes solventes organicos décéndromatografico (SIGMA):
solucdo de metanol; etanol; 1-propanol; butandip$al0% v/v em tampéao 50,0 A
Alanina, 20,0mM CaGlpH 3,00. A solugdo tampdo foi filtrada, deaeradsoeicada
durante 50 minutos para se retirar as bolhas,enti foram adicionados o alcool e a
proteina e feito em seguida a medida da conceotras@ectrofotometricamente,

ajustando a solucao protéica para 1,0 mg/ml.

3.6.3. Determinagéo da estabilidade da proteina ewariados valores de pH.

Foram realizadas corridas no microcalorimetro waigeo pH na faixa de 2,0 até
4,2 e na faixa de temperatura de 293 a 348 K. @pdas utilizados foram KCI,
Acetato de Sdédio, e Glicina contendo sempre 50,0doMomposto tamponante e 20,0

mM de CaCl.

3.6.4. Determinacdo da concentracdo Otima para sebalhar com mondémeros no
microcalorimetro através da analise da relacddH./AH\y e avaliagédo do efeito da

concentracdo na formacédo de dimeros.
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Para esta verificacdo aplicou-se no aparelho coreggies variando desde 0,5;
1,0; 1,5; 2,0; 2,5 mg/ml dB-Tripsina Bovina em tampé&o Glicina pH 3,7 (50,0 mM
Glicina e 20,0 mM CagG), as concentragfes foram avaliadas por espeaéitia a

280 nm.

3.6.5 Determinacdo do TmACp, AH, ASm) e AG(p) de B-Tripsina em solvente

aquoso.

Para determinacgédo de tais parametros foi necessafigar varias corridas com
valores de pH variando desde 2,0 a 4,2 e outrasptdiiixo, porém, com a adi¢do de
perturbantes como, por exemplo, sorbitol (1,0 av0L); Cloreto de Guanidina (0,5 a
1,0 Mol/L); Uréia (0,5 Mol/L). Em algumas corridferam adicionados sais como, por
exemplo, NaCl para poder variar a for¢a idnica dacdio. Todas essas corridas

forneceram dados para o calculo da TWiip eAH e AGp) .
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4. RESULTADOS

4.1. TESTE DE PUREZA DE TRIPSINOGENIO COMERCIAL BOV INO POR

FPLC, HPLC E ESPECTROMETRIA DE MASSA.

No teste de pureza do Tripsinogénio por FPLC (Ridu) pode-se observar que
a amostra comercial apresentava um grau de puaéigtasirio, apesar do aparecimento

de um pequeno “ombro’que pode ser observado ndoimig saida da amostra da

coluna.

&

Ir\ |
———— '\q___ .

Figura 15: FPLC de Tripsinogénio Bovino comercial SIGMAI-1143 LOTE
40K7653)
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Para visualizar melhor a presenca do possivel gongmte, uma analise por
HPLC foi realizada. Como se pode notar na Figuraol@mbro que foi visualizado no
perfil do FPLC néo pode ser mais detectado nolmerfHPLC.

A fim de comprovar que as amostras estavam reagmi@nts de pequenos
peptideos foi realizada uma andlise de pureza éstrae espectrometria de massa

(MALDI-TOF).

S S S S| S S—
|I CCHANGE ATTEN> ATTEN = 5 --->

Figura 16:Cromatografia por HPLC de Tripsinogénio comerciavido SIGMA

(T-1143LOTE 40K7653)
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Na espectrometria de massa do Tripsinogénio (Figuhapode se notar a
presenca de cinco picos. Os mais representativoselndo a intensidade do sinal
foram os picos de Mr 23951.48 Da; 13775.09 Da; 2I8BDa. Picos com sinal abaixo

de 10% de intensidade e com pequena massa moleéaddoram considerados como

impurezas potenciais para o experimento calorig@tri

Voyager Spec #1=>BC[BP = 23953.9, 12115]
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Figura 17: Espectrometria de massa (MALDI_TOF) de Tripsinogéni
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4.2. PURIFICACAO DE B-TRIPSINA.

Apés a realizagdo da cromatografia por troca ibmicde observar que as
isoformasa e 3-Tripsina (Figura 18) foram separadas por aproxanashte 45,0 mL de
tampao. Observou-se também pelo cromatograma, agcamaa-Tripsina teve uma
separacdo satisfatéria da isoforgrdripsina, porém a resolucdo entre estas isoformas
néo foi total.

As isoformasy, 6 e 1 ndo foram obtidas pela purificacdo cromatogrfimaser a
isoformaf3-Tripsina o objetivo de separacdo. A purificacamntatogréafica foi realizada

em 15 dias.

10~

—mag
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o
T
——
o

0s

o} |
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:,'I._'l L . | — 'I_

1 1 1 ]
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Fragdss] 3 Grmiltubo)

Figura 18: Cromatografia padronizada para separac¢dd Tigpsina bovina.
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4.2.1. Calculo das porcentagens relativas das isaftas obtidas na cromatografia.

Para se conhecer as quantidades que cada isofepmesentava em relacdo ao
material aplicado na coluna, utilizou-se métodoeméttico. Para isso, integrou-se a
area sob as curvas dpsolsde cada isoforma e compararou-se as areas de paa u
com a area do cromatograma (Figura 19). Deste nuideve-se as relacdes em
porcentagem de cada isoforma. Todos o procedimedtszie a plotagem do

cromatograma até o célculo das éareas foram realzadm o programa Origin

scientific 4.6.

Decima segunda Cromatografia 014012002
1o Tripsing caomercial de Pancreas Boving
Sephadex SE-C50
Fluxo= 112ulfmin

08 - . .
Calculo da area soh a cuva do cromatograma
Inteq of Datal_B fram zero
06 L i=1--=231
' ®= 80> 310

Area Peakat Width Height
32368 285 200 0,835

Abs(280nm)

0,2

o

50 100 150 200 250 300 350
Fragdes( 3 6mlftubo)

Figura 19: Célculo da é&rea total do cromatograma de purificag@ isoformas de

Tripsina.
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4.2.1.1 Calculo das porcentagens relativas de cagaforma

A partir da area total de 32.368 calculou-se a deseada isoforma como descrito

abaixo:

- Beta (19.676) - Alfa (5.091)
- Psi(1.617) - Gama, Delta e Zeta (5.984).
Area total do cromatograma..............ceceeeen.... 100%
Area da isoforma............cccccvcveeveeeveverennnnn, X%

Portanto, a percentagem relativa de cada isoforma é

- B-Tripsina: 60,8%
- o-Tripsina: 15,7%
- -Tripsina: 5,0%

- Pool de Gama, Delta e teta Tripsina e formas iaativi8,5%

4.3 TESTE DE PUREZA DE B TRIPSINA POR ESPECTROMETRIA DE
MASSA.

A avaliacdo da pureza da amostre3dEripsina bovina foi realizada por espectrometria
de massa e pode-se notar oito picos (Figura 20% eles o Mr 23277.26 Da, 11653.19

Da, 7452.52 Da, 5458.84Da e 16137.57Da.
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O valor tedrico para massa @eTripsina € 23293 Da. O pico de 23277 Da
representa a proteina com carga +1 e o pico de3lDa%epresenta a espécie com carga
+2. Destes dois valores calculou-se o valor médiondssa da proteina como sendo
23290 Da. Os picos 7452 Da, 5458 Da e 16137 Daapsdnente representam

fragmentacdes da proteina.

Voyager Spec #1=>BC[BP = 23276.0, 31265]
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Figura 20: Espectrometria de massa ( MALDI- TOF) @igripsina
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4.4 ATIVIDADE AMIDASICA DE ISOFORMAS DE TRIPSINA.

Como se pode observar pela Figura 21 a isofom&a-Tripsina possuem
atividade amidasica. Entretanto, a atividadg3daipsina é superior a atividade de
Tripsina em aproximadamente 11% frente ao subsBABNA. Pode-se notar ainda
gue a atividade amidasica vai diminuindo em diregddgsoforma-Tripsina. As

isoformas gama, delta e teta Tripsina ndo apresentatividade amidasica.

14 ~ sextaCromatogratia SEPHADEX -=P-C 30 2
TRIPSIMA BOYINE E
1
12 b Dezembro,2000 m
10 F =
— Dekcgdna Fm ‘rT!
—— ifukiade an ka3 4N -
o ooz
‘o
c
|
]
o
=T
04 F
0z r
|:|l|:| 1 " IL_._ A L L " 1 1 "
20 a 20 a0 ] 20 o0 1200 140 46D
Fracfes (3,8mltubo)

Figura 21: Atividade amidasica de isoformas de Tripsina. Lirgrata: deteccdo a

280nm e linha vermelha: detec¢édo a 410nm.
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Figura-22: Atividade especifica de Tripsina e de suas isoferfrente ao substrato

BAPNA. Amostra 1 ( Beta Tripsina,), 2 ( Alfa Tripsi ) 3 (Tripsina comercial).

4.5 TITULAGCAO DO CENTRO ATIVO

Para proteinas recém purificadas o valor da tifidalp centro ativo foi de 91%

e para proteinas armazenadas acima de quinze diass@ detectou variagdo

significativa no valor anteriormente encontradoraPproteinas armazenadas acima

trinta dias e menos de 60 dias o valor foi de 8&%ehtros ativos.
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4.6. MICROCALORIMETRIA DE TRIPSINOGENIO E B-TRIPSINA EM MEIO

ACIDO

Em pH 3,0 as desnaturagfes térmicas do Tripsinog&iTripsina (Figura 23)
tiveram uma reversibilidade igual ou maior que 98%ra estas proteinas o processo de
desnaturacdo foi avaliado como sendo uma transigdodois estados, conforme
demonstra a Figura 24. Os resultados do Tripsinogé&io semelhantes aos fla
Tripsina (dados ndo mostrados).

Pode se observar, pela Figura 23, que a forma tesistca de curva
endotérmica gerada pela absorcdo de calor pelaeipaotfoi reproduzida no
experimento. A reversibilidade da proteina foi gklda a partir da realizagdo de
corridas consecutivasRéscalp da mesma proteina nas mesmas condi¢cdes. Assim
realizou-se uma comparacao entre os valores dagi@n@bsorvidas entre as corridas

consecutivas e determinou-se o0 quanto € reveisivelcesso.
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Figura 23: Curva de desnaturacdo f€lripsina contra tampap-Alanina @-Alanina

50mM; CaC} 20mM; pH 3,00). Resultado obtido, sem nenhum Esa@ento, por
Calorimetria Diferencial de Varredura. Linha de édserde): corrida feita tamp&o
contra Tampaoscan(vermelho): corrida teste usada para avaliar mdestabilidade
protéica, Rscan (azul): corrida sequencial a corrida teste, uspdea avaliar a

reversibilidade protéica.

63



A linha de base (Figura 23) representa a médiaadeduras de 4gua x agua e
através dela pode-se verificar pequenas variagiies & camaras (amostra referéncia).
Essas corridas eram realizadas anteriormente aérngde experimentos com o intuito
de subtrair o seu resultado das corridas com piagei

O resultado apresentado na Figura 24 (linha prétay dado original que
posteriormente sofreu 0s seguintes tratamentos:

subtracéo da linha de base que pode ser de agtra égona ou de tampdao contra

tampéao;

- normalizacao da concentracdo de proteina que @gidarem fungéo do nimero
de sitios ativos presente na proteina. Isto é &itvés dos valores da titulacéo
do centro ativo;

- Subtracdo da contribuicdo da capacidade calorifica;

- Ajuste matemético da curva mais préxima da experialeEste ajuste pode ser
para modelos que seguem uma transicdo em doisestadpara modelos que

tem estados intermediarios (linha continua),

O resultado final é representado pela linha vermelh
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Figura 24: Curva de desnaturacdo fl€Tripsina contra tampap-Alanina @-Alanina
50mM; CaC} 20mM; pH 3,00). Resultado obtido por Calorimetb#erencial de
Varredura. A linha preta representa os dados psades apos subtracdo da linha de
base e a normalizacdo da concentracdo de proteiadjnha vermelha representa o

ajuste dos dados ao modelo matematico de trand&dois estados.
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4.7. Efeitos das variagbes de pH sobre o processmdbsnaturacao térmica

A Figura 25 mostra como o pH interfere no procedsalesnaturacéo térmica
das proteinas. Como se pode observar, a medida gtevai abaixando, as corridas
mostram areas sobre a curva de transicdo menoreganip AH e Tm

proporcionalmente menores.

12000

pH=30

10000 +

8000

6000

Cp (Keal/mol.C)

4000

20 25 30 35 40 45 oS0 95 BO @D YO YS9 B0 @5 40
Tm (C)

Figura 25: Curva de pH para andlise de estabilidade atravédsmdo
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4.7.1. Efeito do pH sobre a relagcdAH calorimétrico e AH vant’ Hoff (AHca/ AHH)

Para &3-Tripsina, os dados de DSC em pH variando entre 8,2 revelou que a
relacdoAHcy / AHy variou de 1,0 a 0,5 (Figura 26), o que sugerenzdzacdo da
proteina. Para tentar confirmar esta interpretagguerimentos utilizando gel filtracdo e
HPLC foram realizados sob diferentes concentragfiesal, pH e temperatura, no
intuito de observar se o0 volume de eluicdo varigperém o volume nédo variou
significativamente (dados ndo mostrados).

Em relacdo aos experimentos utilizando pH 3,7 andglacdd\Hc, / AH,y foi
aproximadamente de 0,75, realizou-se uma série xgdwineentos na faixa de
concentracdo de proteina de 0,05 a 2,30 mg/mL pedgerceber novamente uma
oligomerizacdo da proteina (Figura 27), visto cueazdo tendeu ao valor igual ou
inferior 0,5 para altas concentracdes da protéineem, quando um ajuste matematico,
abaixo mostrado, foi desenvolvido pode-se constgiar os resultados acima obtidos
nao ajustavam perfeitamente a uma curva de dingdigzé~igura 27). Os valores de
concentracdo protéica de 0,05 a 1,0 mg/mL se ajusta curva de dimerizagéao,
enquanto valores superiores sugeriram a formacaestdelos de agregacao (trimeros,

tetrdmeros, etc), visto que ndo se ajustavam aéqua

Equacéol :

(AHca / AHuh dops = 0.5 - (1/ 4**[P]) + ( (1 + 4*Kp*[P]) Y2/ (4*K n*[P]) )

Onde: [P]: € a concentracéo de proteina total e,
Kp: € a constante de dimerizagéo

(AHcai / AHy4 )obs: € 0 valor da relagdo observado
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Figura 26: Relacao entrAHq, e AHy deB-Tripsina, Tripsinogénio, entre pH 2,0 a 4,2.

B-Tripsina (preto), Tripsinogénio (vermelho).
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Figura 27: (AHc/AHyy ) valores degB-Tripsina em pH 3,70 em funcéo de concentracéo
de proteina (de 0,05 a 2,30 mg/ml) e tam@aalanina @-Alanina 50,0 mM, com
CaCt 20,0 mM, pH 3,70). Linha pontilhada: polinomial gigarto grau fitada para guiar
os olhos. Linha sélida: representa valores ajustaamtematicamente de acordo com a

equagédo-1.
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J& ap-Tripsina, em pH variando entre 3,0 a 2,0 apresentoa relacdo entre
AH¢, e AH, sempre proximo de 1,0 (Figura 26), o que perniitierir que ndo houve
dimerizacdo da enzima nessas condicoes.

Em relacdo ao Tripsinogénio, em valores de pH eéh@e 2,25 a relacdiH., e
AH,y variou de 1,0 a 0,57, isto poderia sugerir umdé&ania a dimerizacao da proteina
nessa condicdo experimental, mas € mais provavel uqn dos dominios tenha
desnaturado.

J& os resultados referentes ao Tripsinogénio na fdé pH entre 3,4 e 4,2
sugerem um desacoplamento dos dominios, visto qeéagdoAH:./AH,y variou de

1,0a1,75.

4.7.2. Célculo deAG e ACp em fungdo do Tm

Sabendo-se que, na temperatura de transi¢cdo (Thg#n) € igual a zero
cal/mol e que para uma transicéo de dois estafgséoigual a 1,0, temos:
Equacédo2:
AG(tm) = AHtmy— TM XAStm) .. AS(m) = AHerm)

Tm

A dependéncia dé&Hm e Tm permite calculaACp, que € a variagdo da

capacidade calorifica entre a forma nativa e dasa@da da proteina. De fato, tem-se:
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Equacéo 3:
ACp = ddH

dT
Integrando-se entre os limitesGp constante) tem-se:

Equacéo 4 :

T T
/dAH=ACp* /dT

T T

Equacéao 5:
AH(T) =4H (Tm)+ACp (T - Tm)
De acordo com essa equacdo, deve existir umadcedilgear entreAH e T, e o

coeficiente angular permite avaliarAGp
De maneira analoga, pode-se demonstrar que:
Equacéo 6:

AS1) = ASmy + ACp In (T / Tm)
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Uma vez conhecidoAHqy), Tm e ACp, pode-se calcular a estabilidade da
proteinaAGm na faixa de temperatura de interesse de acordoactimmula descrita

por Pace, et al. (1990):

Equacéo 7 :

AG1) = AH(m)(1-T/Tm) —ACp[(Tm — T) + T+ In ( T/Tm)]

4.7.3. Influéncia de estabilizante (sorbitol) e dalesestabilizantes de proteinas

(cloreto de guanidina) sobre o processo de desnaagdo térmica.

Com a adicdo de sorbitol em concentra¢des crescehservou-se um aumento
significativo na estabilidade termodindmica do 3impgénio e Tripsina. Essa
estabilidade pode ser visualizada através do aundmtAH e Tm do processo de
desnaturagéo.

Em relacdo ao cloridrato de guanidina pode-se whsemma reducdo daH e
Tm do processo de desnaturacdo protéica. Esses datim demonstrados nas Figuras

28e29enas Tabelas1le 2.
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Figura 28:AH por Tm para o Tripsinogénio em pH 3,00 e difezent
concentracdes de Sorbitol (0,50 M; 1,00 M; 1,50eMie Cloridrato de Guanidina (0,30

M 0,50 M). A inclinacdo da reta%Cp = 2,60 +0,35 Kcal-mofK™.
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Figura 29: AH por Tm parg3-Tripsina em diferentes pH (3,00; 3,20; 2,90; 2300;
2,50), concentracoes de Sorbitol (1,0M; 2,0M), emiacdes de Cloridrato de
Guanidina (0,5M; 1,0M), concentracfes de UréiaNp,=® tampdes (Acetato, Glicina,

B-Alanina). A inclinacéo da reta¥Cp = 2,50+ 0,07 Kcal * mot'K™.
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Em pH 3,0 a desnaturagdo @aripsina, apresentou Tm de 540 e AH de
101,8 Kcal.mot. Nas mesmas condicées a desnaturacdo do Tripsioog@resentou
Tm de 51,1°C e AH de 78,3 Kcal.mét. A variacdo da capacidade calorifica entre as
formas nativas e desnaturadas da protet@p) foi estimada em 2,50 9,07
Kcal/mol/K para 3-Tripsina; e 2,60 9,35 Kcal.mof.K™* para o Tripsinogénio.

Considerando as diferengas estruturais entre dsrnsas, os valores dAG
obtidos por DSC em pH 3,0 e 298K foram de 3,5 Kuoal’ para o Tripsinogénio

(Figura 30) e de 5,7 Kcal/mol par@dripsina (Figura 31).
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Tabela 1: Resultados obtidos das analises calorimétricasriggginogénio em tampéao

B-Alanina 50,0 mM; CaGl20,0 mM, variando-se pH, e concentracdes de GndeHC

Sorbitol.

pH Aditivos Tm AH Tm* AHcal AHyy AHcal Revers
(°C)  (cal/mol) (°C) (cal/mol) (cal/mol) /AHyy %

3,00 - 54,90 93950 54,92 92600 95900 0,97 99,9

3,00 GndHCI 48,06 76600 48,10 70200 86040 0,86 96,4
0,50M

3,00 GndHCI 50,99 78300 51,04 68550 93780 0,82 99,0
0,25M

3,00 Sorbitol 58,18 102000 58,14 109000 92200 1,18 100,9
1,00M

3,00 Sorbitol 57,31 96900 57,32 91900 104000 0,88 89,1

0,50M
270 - 52,07 76650 52,15 63100 101900 0,62 ,401
250 - 50,34 77600 50,41 64400 101400 0,63 ,301
225 - 47,43 70900 47,68 56400 98700 0,57 301,
280 - 52,93 85900 52,97 80600 93700 0,86 99,2
290 - 54,62 89300 54,64 85400 94940 0,89 99,9
320 - 57,63 92900 57,66 88100 105000 0,83 ,a02

Tm*: é o valor de Tm na andlise em que se perrditécal diferente dedHy, ,
Revers: significa reversibilidade, ou seja, repret® o quanto uma proteina e reversivel apés a

desnaturacao.
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Tabela 2: Resultados obtidos das andlises calorimétricg3-tapsina em tampag-
Alanina 50,0 mM; CaGl 20,0 mM, variando-se pH, e concentragfes de Gnf HC

sorbitol, NaCl, e uréia.

pH Aditivos ™ AH Tm* AHcal AHy AHcal Revers.
(°C)  (cal/mol) (°C) (cal/mol) (cal/mol) /AH,y %

300 s 53,80 101000 53,89 99400 102000 0,97 4,09

3,00 NaCl0,20M 5457 97900 54,57 99200 96100 1,03 98,0

<3 J— 57,14 108000 57,18 106000 109000 0,97 99,0

3010 JR— 59,14 104000 59,57 92900 121000 0,77 01,0

/0l J— 64,10 101000 64,13 85500 128000 0,67 1,09

/] B— 64,57 82100 64,57 66600 122000 054 076

< Jy( J— 61,09 103000 61,09 94400 116000 0,81 9,09

3,00  Sorbitol 61,50 101000 61,50 94600 109000 0,87 100,9
1,00M

3,20  Sorbitol 61,99 103000 62,01 100000 110000 0,91 99,0
1,00M

3,15 Sorb2,00M 67,66 133000 67,65 139000 127000 1,09 100,0

3,00 Uréia 50,61 81600 50,68 73500 89600 0,82 98,0
0,50M

300 GndHCI 4045 71100 40,44 70000 72400 0,96 97,0
1,00 M

300 GndHCI 4815 82400 48,15 80600 84800 0,95 99,0
0,50 M

p e [0 J— 54,18 96600 54,20 92200 101000 092 ,097

P () J— 52,53 94900 52,59 93600 95000 0,99 498,

p 3y ( — 52,01 92000 52,01 90400 94100 0,96 398,

p 310 J— 51,03 88950 51,03 88100 91900 0,96 ,a00

p 31 J— 4721 88100 47,41 87750 88700 099 091,

[0 — 41,95 79300 41,95 83750 79450 1,07 298,

Tm *: é o valor de Tm na andlise em que se pernditcal diferente dedHyy
Revers: significa reversibilidade, ou seja, reprete 0 quanto uma proteina e reversivel apds a

desnaturacao.
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Curva de Estabilidade de Tripsinogénio
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Figura 30: AG de desnaturacdo de Tripsinogénio (calfpolem funcdo da

temperatura’C).

Usando a equacgdondx =/ { exp[AHm /(ACp Ty)]} (Equagéo 8)pode se determinar a

temperatura na qual a proteina é mais estavel:

Assim calculou-se para o tripsinogénioa,de 28,2C.
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Figura 31: AG de desnaturacdo @eTripsina (cal - mot), em funcdo da temperatura
(°C). Os valores a 2& ( média+1l DP) foram obtidos por Giinther, (1998), por

desnaturacdo com uréia, analisando os dados camdo sena transicao de dois estados.

Usando a equacaandx =/ { exp|AHm /(ACp Tm)]} ( Equagéo-8)pode se determinar a
temperatura na qual a proteina é mais estavel:

Assim calculou-se para o tripsinogénioa.F 26.4°C
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4.7.4. Andlise calorimétrica parg-Tripsina em solventes organicos
4.7.4.1. Influéncia do aumento da cadeia carbdnicea variacdo do Tm

Para se avaliar a influéncia da cadeia carbérdcariacdo do Tm uma série de
alcoois (Figura 32) foi testada no intuito de sgagdeplar os dominios das proteinas. Os

alcoois utilizados foram: metanol, etanol, propanbltanol.

/OH /\OH /\/OH /\/\OH

Metanol Etanol Pemol-1 Butanol

Figura 32: Formula estrutural dos alcoois utilizados nos erpentos calorimétricos

Todos os alcoois utilizados possuiam indices crognaticos, porém mesmo
assim foram testadas suas purezas. Essas aferictisam feitas
espectrofotometricamente comparando os valoresdasbtexperimentalmente com
aqueles fornecidos pelo catalogo SIGRA

Pode-se observar pelas Figuras 33 e 34, o resuttbiito pela aplicagdo no
calorimetro de 1,0mg/ml d@-Tripsina bovina em tamp&o 50,0mM @eAlanina,
20,0mM de CaGlmais 10 % de Alcool (Metanol, Etanol, Propanol ¢aBol), pH 3,0
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gue a medida que se aumenta a cadeia carbdnicacdol @corre uma maior
desestabilizacdo da proteina, isto pode ser eviatdmmotando-se que o Tm das
soluc@es alcodlicas vai diminuindo gradativamemt® © aumento da cadeia carbbnica

em comparacao a corrida padréo que e constituitengmio sem alcool (Tabela 3).

0z —
0z
i hetanal 10°% W0
00 -
00013 .
5 i Padrdn
2 amie K\
a4}
\_\':"'__ -
= gaia - Butanol 107840
o
002
0010
0000A
T T T T T T T T T 1
0 0 i 1] an 100
Temperature (22

Figura 33: Corridas deB-Tripsina em solucdes alcodlicas com diferentescdd; com
concentracdo de 10%v/v em tampado 50,0rM\lanina, 20mM CaGl pH 3,0

mostrando—se a variagdo no valor de Tm.
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Relagdo entre o n® de catbonoz do dleool e Tm
H=0 Solugdo tampdo sem Slcoal
PHR HN=1 Solugdotampdo +10% Metanol
5 H=2 Solugdo tampdo +10% Etanal
- HN=3 Solugdo tampdo +10% Frop anol
56 T H=4 Solugio tampdo +10%Butansl
.
\\
T kS
i LR «
=] B
.
£ a-
T
s
50 o
48 L
46 |
T T T T |
1] 1 2 4 4
Mimero de carbonos do 4lcool

Figura 34: Relacéo entre 0 n° de carbonos na cadeia da fé@gdol com o Tm. Sendo
gue N O (Tampéao 50mif-alanina, 20mM CaGJ pH 3,0), N 1 (N 0 + 10% Metanol), N

2 (N O+ 10% Etanol), N 3 (N 0 + 10% Propanol), KN4O + 10% Butanol).
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Tabela 3 Variagdo do Tm em funcdo do aumento do nimeregaibonos na série

homodloga de alcoois.

N° de carbonos Tm
0 56,95+ 0,05
1 52,52+ 0,35
2 51,10+ 0,11
3 50,49+ 0,18
4 48,26+ 0,25

*N=0 refere-se a corrida feita com tamp&o Glicingaem alcool

4.7.4.2. Calculo da variacdo dd@H., em funcdo do aumento da cadeia carbénica

na funcgéo alcool.

Nota-se através da Figura 35 que o valorAte calorimétrico segue uma
continua diminuicdo em seu valor, pois a medidaajoadeia carbbnica do alcool vai
crescendo sua interacdo torna-se cada vez maiomdommma desnaturada da proteina

de modo a desestabiliza-la cada vez mais.
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DH calorimétrico (KCal/mol)
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Figura 35: Relacdo entre o n° de carbonos na cadeia da fuldgéol com 0AH;.
Sendo que N 0 (Tampédo 50mRAalanina, 20mM CaG| pH 3,0 ), N 1 (N 0 + 10%

Metanol), N 2 (N O + 10% Etanol), N 3 (N 0 + 10%opanol), N 4 (N 0 + 10%

Butanol)

4.7.4.3. Comparacgéo dédH./AH,4 em relacdo ao aumento da cadeia carbdnica de

alcoois.

Pode se notar através da Figura 36 que a relalddgAH,y apresenta valores
acima de 1,0 significando que inicialmente o precessta ocorrendo em dois estados e

gue um possivel desacoplamento dos dominios pdde &sontecendo para valores

acima de 1,0 pois tende a apresentar intermedideigesnaturacao.
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Figura 36: Variacdo da relagddH:JAH,s em alcoois com numero de carbonos

crescentes.
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5 DISCUSSAO

A B-Tripsina e o Tripsinogénio séo proteinas que a&mtasn estruturas
tridimensionais bem conhecidas, determinadas pdoduoé cristalograficos e possui
alta reversibilidade no processo de desnaturag&uci sendo portanto, um excelente
modelo para o estudo termodindmico (Huber & Bo®¥,81 Bode et al, 1976, 1978,
1983).

Ambas apresentam dois dominios de estrutura sjnitados assimetricamente
sendo que entre eles esta localizado o sitio ttetale a fenda oxianibnica. No
Tripsinogénio a fenda oxianibnica encontra-se dasla em relacdo a triade catalitica
enquanto que n@-Tripsina a triade catalitica, formada por um goapreciso das
cadeias laterais dos residuos Asp, His e Seregadafcatalitica se encontram juntas no
centro ativo da enzima (Blowm et al., 1976, Krd®{7, Nakagawa & Umeyama, 1984,
Fehlammer, 1977, Kossiakof et al., 1977).

Essas diferencas estruturais entre o Tripsinog€miB-Tripsina sdo decorrentes
do processo de ativacdo, que com a remocao dalpepti-terminal permite a formacao
de uma ponte salina (llel6 e Asp194) ausente natwst do zimogénio desencadeando
um aumento da energia de ligacdo e levando a unergonda estabilidade da forma
nativa da enzima que segundo Hedstrom et al. (2@802)mentada em 3,00 Kcal/mol.

A estabilidade termodinamica é determinada pedog®so de desnaturacdo, que
pode ser monitorada pelas técnicas de Espectraniiferencial (UV) e fluorescéncia,
Dicroismo Circular, Ressonéncia Magnética NucleaCaorimetria Diferencial de
Varredura (DSC).

O que se sabe sobre o dobramento de proteinas éoqpeocesso é

termodinamicamente dirigido, dependente da esaupwmiméria da proteina podendo
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apresentar intermediarios estaveis com estrutiasstite semelhantes a forma nativa
da proteinaNlolten globulé (Anfinsen, 1973, Privalov, 1997).

Para proteinas pequenas o processo de desnatéarbgétante simples e envolve
uma transicao de dois estados: nativo (N) e desrdiyD). Ja para proteinas grandes e
com véarios dominios o processo de deshaturacdo ppdesentar varios estados
intermediarios entre nativo e desnaturado (Prival&97).

Para estudarmos o processo de desnaturacdo deinpsotutilizamos a
calorimetria diferencial de varredura (DSC) queséalmente utilizada no estudo de
proteinas que apresentam mais de um dominio, \wdujekd avaliar as contribuicdes
energéticas de cada um dos dominios e de suasgiésr para a estabilidade da
proteina como um todo (Brandts et al., 1989).

Para a avaliacdo da desnaturacdo das isoformasotleEings foi necessario
confirmar o grau de pureza do Tripsinogénio @-daipsina.

Inicialmente, o Tripsinogénio foi aplicado a umduca de gel filtracdo em
FPLC (Figura 15) para observacao do perfil cronvdtiigp e pode-se notar a existéncia
de uma pequena quantidade de proteina de peso utanlgouito proximo ao do
Tripsinogénio. Posteriormente, o Tripsinogénio ésialisado por HPLC e nédo se
observou a presenca dessa proteina de baixo pdeoutao, 0 que nos permitiu inferir
gue a amostra estava pura e que nao continha doafgies de outras isoformas ou de
peptideos muito grandes que pudessem interferxperimento calorimétrico. Mesmo
assim, a amostra foi analisada através de espegttiarde massa (MALDI-TOF) para a
confirmacéo do grau de pureza. Esses resultad@srpser observados na Figura 17.

Na analise da espectrometria de massa pode seidgdez pico de 23951.48
Da era o de massa molecular do Tripsinogénio (e0#3980,6 Da) e este pico estava

relacionado com o pico de Mr 11982.74 Da que éco pie carga +2. Nota-se que o
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valor médio calculado deste pico (23957,0 Da) temewo percentual de 0,1% do valor
esperado. Os picos de Mr 13775,09 Da e 14490.4lirsporezas que devem ser
oriundas do processamento da purificacdo da amaxiraercial pela empresa
responsavel (SIGMA).

O pico de 23277.26 Da é massa da proteina de fieBtipsina. Essa massa
difere apenas de 15,63 Da do valor da literatu292® Da (Ashton, 1994) encontrado
por Electrospray-mass spectroscopy. O pico de Mi7226 Da se relaciona com o pico
de Mr 11653.19 Da, pois este é 0 pico carga €2te pico estd desviado de um erro de
0,05% do valor tedrico. Especial atencdo deve seads picos de massa molecular
5458.84Da e 16137.57Da pois, fragmentos com masskzulares semelhantes a estes
sdo encontradas em diversas amostras de Tripsimercial bovina de diferentes
fabricantes (Ashton, 1994). Conforme o estudo zadb por Vestling et al., (1990)
estes fragmentos sdo produtos de clivagem prateotiea—Tripsina em Arg (49)-Leu
(50) e Arg (99) — Val (100) pds-Tripsina. Sendo que o fragmento de Mr5447.08 néao
possui ligacdes dissulfeto, ja o fragmento de MEY4/86Da possui as ligacdes
dissulfeto intactas originarias daTripsina. Excetuando os fragmentos acima citagos o
outros encontrados no perfil sdo gerados devidpracesso cromatogréfico ser longo
(20 dias) resultando assim na formacdo de algumgmientos de peso molecular
menores.

Os erros observados na espectrometria de masséora@n significativos e,
portanto, ndo comprometem a realizacdo dos expetise

Os experimentos cofrTripsina iniciaram com a separacao das isoformag (

e ) presentes na amostra comercial (SIGMA) por crografia de troca ibnica (Figura

16). As preparacdes comerciais de Tripsina bovimaéen uma mistura de componentes
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ativos e inativos (Maroux et al., 1967). O primeinétodo eficaz de separacao das duas
principais formas de ativa e inativa de Tripsiniadiesenvolvido por Schroeder & Shaw,
(1968), porém, foi modificado e adaptado por vadosos pesquisadores, como Smith
& Shaw (1969) que conseguiram isolar uma tercerad ativa de Tripsina, e por
Teixeira (1977) que isolou e caracterizou uma @uéstma. Dias & Rogana (1986)
aprimoraram o método de Schroeder & Shaw, (1968ue permitiu a separacdo de
grandes quantidades de forma de Tripsina.

Posteriormente, a obtencéo das isoformas realieaueslculo das percentagens
relativas onde se pode notar que a percentaggpaldipsina foi superior a das outras
isoformas e também a avaliacao do grau de puregald@sina por espectrometria de
massa, podendo assim, atestar a pureza da amastfaldpsina utilizada neste
experimento de estudo microcalorimétrico.

Outros critérios observados se referiram a atidaulidasica das isoformas de
Tripsina e a titulacdo dos centros ativos. Em Belag atividade amidasica pode-se notar
uma atividade superior @&Tripsina (11%) em relacdocaTripsina frente ao substrato
BAPNA e a ndo atividade das outras isoformas. Hbeaal., (1974 a,b) demonstraram
experimentalmente, que a forfdgéra 40% mais ativa que a formdrente ao substrato
amidasico benzoil-L-arginina e quapalripsina possui maior atividade para substratos
esterasicos e é menos especifica que as outragsform

A atividade amidasica ainda alta apresentada pef@rimay-Tripsina, neste
trabalho, se deve a ndo separacéo total da isof@stendo assim contaminada com a
isoformaa-Tripsina.

A titulacdo do centro ativo permitiu observar qupés trinta dias de

armazenamento do liofilizado a atividade enzimatithuzia de 91% para 86%. Devido
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a essa observagdo, anteriormente aos experimegr@s, realizadas titulagbes dos
centros ativos e sempre se trabalhava com enziomasatividades superiores a 86%.
Isto porque a andlise da desnaturacdo era realizada base nos valores de
concentracéo de centro ativo.

A andlise da estabilidade termodindmica das praseénmportante porque a sua
funcdo € dependente da sua estrutura e do arraijonensional da cadeia
polipeptidica.

O estudo comparativo da estabilidade entre o Tigug&nio e 3-Tripsina néo
foi possivel ser realizado em pH neutro, devidgpassesso de autélise sofrido pgla
Tripsina nesta faixa de pH. A alternativa foi reatios experimentos em pH &cido (2,00
- 4,50). Segundo Pace (1990) as proteinas séo estigeis proOximas ao seu ponto
isoelétrico (pl)

Nessa faixa de pH a primeira comparagdo realizadeeritre a relacdo da
variacdo da entalpia calorimétricAHcs) e da entalpia de vantHoffAH,4), com o
objetivo de definir o nimero de unidades estrusuradoperativas envolvidas na
desnaturacéo térmica de proteinas.

Nesse contexto, os resultados provenientes dadcelstg¢cal/AHyy indicaram
gue nas faixas de pH entre 2,0 e 3,0 o processiesigaturacédo térmica da Tripsina
ocorre em uma transicdo em dois estados.

Apesar dg3-Tripsina apresentar dois dominios, estes se cdampotomo uma
Unica unidade cooperativa no processo de desnatur&ste comportamento ja foi
mostrado em estudos utilizando DSC para observeg@iesnaturacao @aTripsina em
pH 2,8 sendo atribuido a grande similaridade ert fmteracdo entre os dominios

(Brumano et al., 2000). Tishchenko & Gorodkov (19@@screveram desnaturacao
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térmica d&3-Tripsina em nesta faixa de pH como sendo umaig@mem dois estados
com uma relacddHca/AHyy igual a um, e associou este resultado com as ponte
dissulfetos presentes na estrutura desta proteina.

Martins (1999), encontrou valores termodindmicea®eiados a desnaturacédo de
B-Tripsina semelhantes aos nossos, porém, com majbste para transicdo de trés
estados, uma vez que 0 processo de desnaturacfmi¥micado pela uréia. Também
Ruan, et al. (1997) mostraram a presenca de intkénes do tipoMolten globulena
desnaturacdo de Tripsina sob pressdo. Assim oblassl obtidos por esses trabalhos
confirmam a existéncia de intermediarios na desagfio, porém para o caso relatado
por Ruan e colaboradores a amostra de Tripsinandavdio tinha sido purificada, ou
seja, possivelmente existiam outras isoformas gsina.

Para o Tripsinogénio a relac@dical / AHyy = 1,0 ficou restrita a faixa de pH
entre 2,80 e 3,20. Na faixa de pH entre 2,00 e &,/acad\Hcal / AH,4 manteve-se
em torno de 0,6 0 que a principio imaginamos egiacionado com um processo de
dimerizacdo desta proteina. Para se verificar dgmtese foram realizados
experimentos de desnaturacéo térmica do Tripsinogdn pH 2,75 em concentracdes
variando entre 0,1 a 2,0 mg/ml, e constatamos gesma em concentracdes
extremamente baixas de proteinas a relét#cal / AHyy manteve-se em torno de 0,6
(dados ndo apresentados). Este dado nos permjgerpyae nesta faixa de pH um dos
dominios do Tripsinogénio encontra-se desnaturadgue possivelmente este seja o
primeiro dominio por apresentar uma Unica pontesuffisto. Com relagdo a
desnaturacdo de um Unico dominio do Tripsinogéudieyemos lembrar que o

hexapeptideo n-terminal presente na sua estrutssupquatro aspartatos que nesta
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faixa de pH (2,0 a 2,7) provavelmente estejam piados, desestabilizando assim, este
dominio.

Experimentos corf-Tripsina realizados nas faixas de pH variandoee8i20 e
4,20 a relagad\Hca/Anuvn apresentou um declinio de 1 para 0,5 (Figura 26u®
também permite pensar em dimerizagéo.

Para tentar confirmar esta interpretacdo, expetwsemilizando gel filtracéo e
HPLC foram realizados sob diferentes concentragfiiesal, pH e temperatura, no
intuito de observar se o volume de eluicdo varigg@ém o volume de eluicdo ndo
variou significativamente (dados ndo apresentadds).entanto, existem dados na
literatura sugerindo a dimerizacdo @daripsina em valores de pH em torno de 4,0
(Jaenicke & Rudolph, 1986). Hans-Jirgen (1986)ssm®u resultados que confirmam
essa dimerizagcdo em pH 4,0, e explica que esta geveniente da desprotonagdo de
alguns carboxilatos, o que proporcionaria o aparecto de regides de interacdo na
superficie das moléculas. A dimerizacdo poderiadssfeita a partir do momento em
que se fazia diluicdes da solucdo de proteina.etamio Tishchenko & Gorodkov
(1979) demonstraram em seus experimentos @4€rgsina na faixa de pH entre 2,5 e
4,0 apresentaram relacd&dcal/AH, sempre préximo de 1.

Com o objetivo de confirmarmos nossos resultadalizeanos experimentos em
pH 3,70 em concentracdes de proteinas entre 0,@0@& mg/ml (Figura 27). E
buscamos desenvolver um modelo matematico queaafigstima curva de dimerizacao.

Assumindo-se que na dimerizacdo a proteina apeesemtequilibrio entre dois
monémeros e um dimero, podemos utilizar a condetimerizacdo dada pela seguinte

equacéao:
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Equacéo 9:

Kp = [Dimer]

(1-f)

[Monomerf 2 * [P]

Onde: [P] é a concentracao de proteina total e,

f é a fracao da proteina total que se apresenta cmmomero.
Se resolvermos a equacgdo quadratica em funcaoedeohtraremos um valor
positivo e um valor negativo, sendo este Ultimo s@nificado fisico. Para uma relacéo

AHca / AH4 observada podemos assumir que:

Equacéo 10

(AHcaI /AHVH )obs = f* (AHcaI /AHVH )monomer + ( 1-f ) * @Hcal /AHVH )dimer

|embrand0 que: Wca|/AHvH ) monf)mer(): 1,0 e

(AHcai/ AHwH ) dimero= 0,5

Se combinarmos esta equagdo com o valor de f paebter uma equagéo de

(AHca / AHy ) obs€m funcado da concentragdo de proteina total:
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Equacéo 11

(AHcai/ AHu Jobs = 0.5 - (1 4*K*[P]) + ( (1 + 4*Kp*[P]) ¥2/ (4*K o*[P]) )

Simulacbes matematicas indicaram que esta equagdia los valores da
equacdo em 0,5 para valores elevados de concemtdedproteinas, e 1,0 para
concentracdes de proteinas tendendo a zero.

Isto nos mostrou que os dados experimentais nabspée de acordo com o
modelo matematico proposto e nos induz a acreglitaro processo apresentado fela
Tripsina na faixa de pH entre 3,0 e 4,2 na reaéda@b condiz simplesmente com um
dimerizacdo, e sim com oligomerizagao.

Objetivando verificar a influéncia de agentes abtaintes e desestabilizantes de
proteinas sobre o processo de desnaturacdo téwmtilzau-se respectivamente o
sorbitol e o cloridrato de guanidina.

Sabendo-se que a estabilidade termodinamica deproteina pode ser avaliada
através da variagdo de energia livre entre os @stadtivo e desnaturado e que este
valor € a funcao da variacdo de entropia e entalgtiee as formas nativa e desnaturada,
numa determinada temperatura pode-se inferir qusomitol em concentracdes
crescentes aumentou significativamente a estaididta Tripsina e do Tripsinogénio.
Isso pode ser confirmado através da observacaoudwrdo doAH e do Tm no
processo de desnaturagdo. Segundo Shirley (19@b)mento da estabilidade de uma
proteina ocorre quando h& aumento da energia agiligou quando ha diminui¢cdo na

variagdo de entropia entre as formas nativa e tesiia.
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Para diminuir a estabilidade conformacional dasefmas utilizamos o cloreto
de guanidina como agente desnaturante. Apos asemabde-se observar reducdo do
AH e do Tm.

Considerando as diferengas estruturais entre &srnsas, os valores dAG
obtidos por DSC em pH 3,0 e 298K foram de 5,7 Keal/para aB3-Tripsina e 3,5
Kcal/mol para o Tripsinogénio (Figuras 30 e 3l)leessultado par-Tripsina é
semelhante ao obtido por Ginther, (1998) por desxgio por adicdo de uréidQd =
6,10 +1,03 Kcal/mol).

Usando o ciclo termodinamico e os dados calculgoms Ginther para a
determinacéo da estabilidade @dripsina em pH 7,0. Temos indicios que 0 mesmo
procedimento podera ser aplicado ao Tripsinogéiealmente seria interessante
avaliar a estabilidade termodinamica [M@ripsina em pH = 7,0. N&o é possivel
realizar este experimento no microcaleorimetro vidte a autdlise da forma
desnaturada da proteina pela forma nativa (atles}a enzima proteolitica. No

entanto é possivel calcular este valor com muxib seguinte ciclo termodinamico.
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PH=3,00 _

Figura- 37: Ciclo termodindmico dep-Tripsina onde AGp medida da

estabilidade de proteinas em pH= 3,&6Gs PH=.00 = agstabilidade calculada da
proteina em pH 7,00AGp ™= variacdo de energia livrde da espécie desd
originada de PH= 3,00 para 7,08Gy "™~ = variacdo de energia livre de titulacéo

da espécie nativa originada de pH 3,00 paf@ 7,0

Do ciclo termodinamico temos :
AGNTit + AGDpH 7,00= AGDpH?),OO + =AGDTit
|:| AGDDH7,OO - (=AGDTit e AGNTit ) + =AGDpH 3,00

U= AGEPH0= AAGT + AGHPHE

A titulacao da forma nativa desta proteina de @9 3 pH 7,0 0 e afetado por qualquer
mudanca reversivel no estado da proteina incluaglegacdo que ocorre em torno do
pH4,5, e € conhecido que esta enzima € monoméntgpH neutro. No presente
estudo foi avaliado que &Gp"**% = 5,7 0,06 Kcal.mol a 25C. O termoAAG™
=9,510,06 Kcal.mott foi determinado por Glnther et al 1997, quanddoasas
nativas e desnaturada das enzimas foram indepmdente tituladas em do pH 7,00
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a 3,00 a 2&%. Baseado neste valor podemos estimar a estatalidieB-Tripsina em pH
7,00 a 28C como sendo 15,290,07 Kcal.mof um valor tipico para uma proteina

pequena em pH neutro.
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6. CONCLUSOES

Em pH 3,0 as desnaturacdes térmicas do Tripsinogéfii-Tripsina séo
altamente reversiveis.

Em pHs na faixa de 3,2 a 4,2 [mTripsina apresenta-se parcialmente
agregadas, enquanto que em pHs variando de 3,M,aad3-Tripsina
apresenta-se monomérica

O Tripsinogénio apresenta perfil sugestivo de aesacdo de um dos
dominios em pHs variando de 2,9 a 2,0.

OsACp de desnaturacao térmico do TripsinogénTeipsina em pH 3,0,
sdo semelhantes e proximos de 2,6 Kcal/mol/K

O valor deAG de desnaturacédo térmica @ ripsina em pH 3,0 a 298 K é
préximos de 6 kcal/mol. O valor em pH 7,0 é igudbaKcal/mol.

O valor deAG de desnaturacéo térmica do Tripsinogénio estdoemo de
3,5 Kcal/mol em pH 3,0 e 298 K.

O Tripsinogénio é significativamente menos estguel aB-Tripsina em pH
3,0 e 298 K. Este fato deve-se provavelmente, aoplamento
termodindmico dos dominios que ocorre no processoativacdo do

zimbgeno desta proteina.
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7 PERSPECTIVAS

Baseando-se nos resultados até o momento obtithos t&s seguintes perspectivas:

- Comparar a ocorréncia de formas dimerizadas end@&stmicrocalorimétricos de
e B-Tripsina e Tripsinogénio em pHs variando de 3320a

- Verificar o comportamento calorimétrico da B-Tripsina e Tripsinogénio em pHs
entre 1,0 e 2,5, visando desacoplar os dois domitd@roteina.

- Tentar desacoplar os dois dominios com uso de rgeleorganicos e/ou
desestabilizantes (Gnd HCI).

- Verificar se com o bloqueio do N-terminal @aTripsina a proteina apresentara
caracteristicas termodinamicas semelhantes aodiffiog#nio

- Verificar se o Tripsinogénio mais o dipeptideo Val apresentam caracteristicas
termodinamicas semelhantes afidEripsina.

- Verificar se é possivel se separar os dominiosrigisifiogénio e de suas isoformas
pela protedlise limitada, entre os residuos 1086e 1

- Verificar se é possivel desacoplar termicamenteonsinios do Tripsinogénio e de
suas isoformas pela reducéo seletiva da pontelf@gigsantre os dominios.

- Determinar a curva potenciométrica do Tripsinogéeiotre pH 3,0 e 7,0
(colaboracdo com o Prof Arno Gunther — UFSC)

- Descrever, do ponto de vista termodinamico, o @m®wede ativacdo do

Tripsinogénio -Tripsina em pH 3,0 e em pH 7,0, a 298K.
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