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1. INTRODUÇÃO 

 

 

1.1 ESTABILIDADE TERMODINÂMICA DE PROTEÍNAS  

 

Atualmente, a termodinâmica vem auxiliando as pesquisas à  resolver ou mesmo 

elucidar com maior clareza diversas questões importantes para a bioquímica, como os 

processos de enovelamento e desenovelamento das proteínas. 

As proteínas possuem atividades biológicas dependentes das estruturas e 

arranjos tridimensionais das suas cadeias polipeptídicas, e esses arranjos ocorrem 

devido ao enovelamento direcionado da seqüência linear dos aminoácidos, fazendo 

dessa forma que as proteínas passem de uma estrutura desordenada e sem função para 

uma estrutura bem definida, compacta e muitas vezes ativa. 

Apesar do grande interesse, pouco se sabe sobre os mecanismos envolvidos no 

enovelamento das proteínas. Segundo Finn et al., (1992) o domínio desse conhecimento 

poderá ser utilizado em diversas áreas, como por exemplo: na predição da estrutura 

tridimensional de seqüências lineares de aminoácidos provenientes das informações 

geradas pelo projeto Genoma; na alteração da seqüência natural das proteínas, 

aumentando estabilidade, atividade enzimática, e outras atividades biológicas das 

proteínas; na montagem de novas proteínas com capacidade enzimática não existentes 

na natureza; na melhor eficiência da recuperação de proteínas recombinantes, 

direcionando assim, seu enovelamento e desenvolvimento de tratamentos eficazes para 

doenças genéticas do tipo fibrose cística; certos tipos de demência e alguns tipos de 

doenças neurodegenerativas que parecem estar associadas ao enovelamento de proteínas 

(Carrell & Lomas, 1997, Qu et al., 1997, Krakauer et al., 1998). 
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Sabendo-se que a conformação nativa das proteínas pode ser facilmente desfeita 

e que a cadeia polipeptídica pode se desenovelar por meio de processos físicos 

(temperatura e pressão) ou químicos (variação do pH e adição de substâncias 

desnaturantes) (Privalov, 1997), torna-se importante entender os mecanismos 

relacionados à estabilidade das proteínas. 

A estabilidade é importante para manter a estrutura nativa da proteína para que 

ela não adquira outras conformações que seja diferente da sua conformação nativa, mas 

também esta estabilidade não pode ser tão rígida a ponto de impedir mudanças 

conformacionais ou ajustes necessários as funções das proteínas (Becktel & Schellman, 

1987). 

 

 

1.2. ESTABILIDADE DE DOMÍNIOS DE PROTEÍNAS 

 

A estabilidade das proteínas é baseada nas forças que direcionam o dobramento 

das cadeias polipeptídicas, como as interações a curtas distâncias, densidade de 

empacotamento ótimo e os efeitos entrópicos devido ao colapso hidrofóbico das cadeias 

polipeptídicas (Dill, 1990, Jaenicke, 1987, 1991, Richards, 1992, Matthews, 1995, 

Fersht, 1995, Peng et al., 1995, Dill et al., 1993, Chan et al., 1995).  

A via de dobramento das proteínas se inicia com as interações a curtas 

distâncias, sendo que estas interações podem permanecer ou não na estrutura nativa da 

proteína. Após a consolidação da estrutura secundária nativa, que ocorre imediatamente 

após as interações intermoleculares ultrapassarem a energia térmica, ocorre a formação 

de parte da estrutura terciária nativa caracterizada por dobramento e baixa superfície 

hidrofóbica, sendo este intermediário conhecido como estado de “Molten globule”. Esse 
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estado de Molten globule é acompanhado pela exclusão de água do interior dos 

subdomínios e dobramento dos domínios (Jaenicke & Lauffer, 1969). 

 É necessário o conhecimento e o entendimento dos detalhes da cinética de 

dobramento das proteínas. Mas é evidente a dificuldade de se entender os mecanismos 

desse dobramento, visto que, além da heterogeneidade do estado desnaturado existe 

ainda, a incerteza sobre a natureza física e a existência de estados intermediários de 

dobramento (Baldwin, 1995, Laurents & Baldwin, 1998, Dill & Chan, 1997).  

 Focalizando proteínas de dois ou mais domínios, quatro áreas se tornam de 

especial interesse, como: o mecanismo de dobramento e desdobramento; a 

caracterização de estados intermediários (Molten globule); os processos de 

reconhecimento e dobramento dos domínios através de chaperoninas e as reações de 

dobramento e empacotamento devido a perdas de domínios com subseqüente agregação. 

 Em resumo, pode-se observar que existem intermediários no processo de 

dobramento das proteínas, que a cinética de dobramento não é sincronizada e que os 

dobramentos intermediários são estabilizados pelas interações terciárias que lembram 

aquelas encontradas no estado nativo da proteína (Kim & Baldwin, 1982, 1990, 

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

 

 

1.3. TERMODINÂMICA  

 

O processo reversível de enovelamento e desenovelamento (dois estados) das 

proteínas podem ser estudados por vários métodos sensíveis capazes de detectar 

mudanças na estrutura da molécula.  
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Entretanto, torna-se necessário obter dados sobre entalpia e entropia dos 

processos relacionados a enovelamento e desenovelamento das proteínas, bem como a 

respeito da capacidade calorífica desses estados, a sua dependência a diferentes 

condições de solventes e sob variações de temperatura em diferentes níveis. 

Segundo Jackson & Brandts, (1970) e Tishchenko & Gorodkov (1979), o 

processo de desnaturação em dois estados que considera apenas os extremos, pode ser 

utilizado para análise de proteínas pequenas e de estruturas tridimensionais simples. A 

análise termodinâmica permite considerar o processo de desnaturação como sendo uma 

simples transição entre dois estados macroscópicos (nativo e desnaturado), em 

contraste, para as grandes proteínas cuja temperatura induz um desenovelamento em 

domínios simples isolados e este processo não pode ser visto como sendo um processo 

simples em dois estados (Privalov & Potekhin, 1986). 

 

 

1.4. TÉCNICAS PARA O ESTUDO DA ESTABILIDADE TERMODI NÂMICA 

DAS PROTEÍNAS 

 

 O estudo da estabilidade termodinâmica de proteínas pode ser realizado através 

de técnicas fisico-químicas que modificam a estrutura tridimensional da forma nativa da 

proteína, podendo induzir desde pequenas alterações até a perda completa das estruturas 

terciárias e secundárias (proteína completamente desnaturada). Os métodos fisico-

químicos utilizados para a indução do processo de desnaturação podem ser por variação 

da temperatura, pressão, pH e presença de certos aditivos desnaturantes como uréia e o 

cloreto de guanidina (Privalov, 1996). Estas modificações estruturais podem ser 

monitoradas pelas técnicas de Espectrofotometria (UV), Fluorescência, Dicroísmo 
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Circular (CD), Ressonância Magnética Nuclear (NMR) e Calorimetria Diferencial de 

Varredura (DSC). 

 Martins & Santoro (1999), Martins (1999) e Martins et al., (2003) realizaram 

estudos termodinâmicos do processo de desnaturação do Tripsinogênio e desnaturação 

de α, β e Ψ -Tripsina em pH 3,00, monitoradas por espectrofotometria e dicroísmo 

circular. Brumano et al. (2000) estudou o processo de desnaturação da β-Tripsina em 

pH 2,80 utilizando UV e CD. Tamura & Privalov (1997) avaliou o custo entrópico da 

associação de proteínas utilizando CD, NMR, e DSC. Hilser et al., (2001) avaliaram o 

efeito da variação do pH sobre o processo de desnaturação de proteínas através da 

fluorescência. 

 É importante ressaltar que as técnicas utilizadas para o estudo termodinâmico 

apresentam características particulares que devem ser levadas em consideração ao se 

realizar as análises, e que são ferramentas que apresentam relevância indiscutível no 

estudo da estabilidade termodinâmica das proteínas. 

 Entre essas técnicas a microcalorimetria surge como uma ferramenta sensível e 

adequada para se trabalhar na análise do enovelamento e desenovelamento de proteínas, 

pois, permite trabalhar com pequenas quantidades de amostras e reagentes e obter 

diretamente os parâmetros termodinâmicos de interesse. 

 

 

1.4.1. Microcalorimetria 

 

A microcalorimetria é uma técnica sensível capaz de gerar dados de variação de 

energia livre ( ∆G(D)), entalpia (∆H(D)), entropia (∆S(D)) e de capacidade calorífica 
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(∆Cp). Estes parâmetros são associados a uma dada modificação conformacional da 

proteína, induzida por variação de temperatura.  

Para este tipo de estudo, necessita-se de um microcalorímetro especial, que 

possui características técnicas adequadas para a aquisição de dados experimentais com 

soluções aquosas de proteínas em concentrações relativamente baixas. O aparelho 

possui características que integram Hardware e Software que permitem aquisição, 

análise e deconvolução dos dados (Brandts et al., 1989). 

 

 

1.4.2. Parâmetros avaliados pelo DSC 

 

A análise dos dados experimentais (Cp x Temperatura) permite avaliar dois tipos 

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

 

a) A variação da entalpia calorimétrica (∆Hcal) representa a área sob a curva de 

desnaturação, descontado a contribuição da variação de capacidade calorífica 

(∆Cp) entre a forma nativa e a forma desnaturada da proteína. Este é um 

parâmetro modelo-independente e as unidades são cal/mol de proteína 

(monômero), mas também pode ser expresso como  cal/mol dímero, se 

necessário. 

 

b) A variação da entalpia de vant’Hoff (∆HvH) reflete o formato da curva de 

desnaturação e descreve a dependência da constante de equilíbrio (KD) em 

função da temperatura. É um parâmetro modelo-dependente e as unidades 

são cal/mol de unidades cooperativas, responsáveis pelas transições 
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conformacionais observadas. Um importante parâmetro experimental é a 

razão (∆Hcal/∆HvH), que representa a razão:  

     Cal           Ca  = mol unidades cooperativas 

mol Proteína  mol unidades                   mol proteína (monômero) 

cooperativas 

 

Para um monômero, uma transição de dois estados é descrita por um valor (∆Hcal 

/ ∆HvH) = 1,0, isto é, o monômero é a unidade cooperativa responsável pela transição 

conformacional. No caso de um dímero, a razão (∆Hcal/∆HvH) = 0,5, isto é, temos 0,5 

mol de unidade cooperativa por mol de monômero. Para um monômero com dois 

domínios de tamanhos semelhantes, quando desacoplados, devem gerar uma razão 

(∆Hcal/∆HvH) = 2,0, isto é, detectaríamos 2 moles de unidades cooperativas por mol de 

monômero. 

Lembrando que a tripsina tem dois domínios fortemente acoplados em sua 

estrutura, pode-se descrever a desnaturação desta proteína como: 

 

∆∆∆∆GD = ∆∆∆∆GDom 1 + ∆∆∆∆GDom 2 + ∆∆∆∆GInteração 

 

Onde:   ∆GD = variação de energia livre de desnaturação da proteína 

∆GDom 1 = variação de energia livre de desnaturação da proteína do 

domínio1 (desacoplado) 

∆GDom 2 = variação de energia livre de desnaturação da proteína do 

domínio2 (desacoplado) 

∆GInteração = variação de energia livre de interação interdomínios. 
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1.5. SERINO PROTEASES 

 

 O Tripsinogênio e a Tripsina, que fazem parte da família das serino proteases, 

constituem um modelo interessante para o estudo microcalorimétrico, visto que suas 

estruturas tridimensionais já são conhecidas, os seus processos de desnaturação são 

altamente reversíveis (desnaturações térmicas) e suas formas nativas apresentam grande 

estabilidade térmica. 

 

 

1.5.1 Características 

 

A Tripsina, Quimiotripsina, Elastase e Trombina fazem parte da super família 

das enzimas homólogas da Quimiotripsina (Figura 1). Essas enzimas apresentam dois 

domínios similares, provavelmente originados de duplicação gênica divergente 

contendo a tríade catalítica e a fenda oxianiônica em seu centro ativo (Lesk & Fordman, 

1996). O primeiro domínio compreende os resíduos 1 a 105 e o segundo os resíduos 

restantes. 

Vários processos fisiológicos são relacionados às atividades dessas enzimas 

como, por exemplo, a digestão (Barret, 1970), coagulação sanguínea (Daive et al., 

1991), fertilização (Baba et al., 1989), ativação da resposta imune via complemento 

(Reid, 1986) e outros processos como enfisemas (Watorek et al., 1988), metástase de 
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tumores (Henderson et al., 1992) e artrites (Froelich et al., 1993). Essas enzimas estão 

presentes em vírus, bactérias, plantas e animas.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1: Superposição estrutural de cinco serino proteases e de seus sítios ativos nas 

respcetivas enzimas: Quimotripsina bovina (amarelo), Kalicreina porcina (rosa), 

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

 

 

1.5.2. Síntese 

 

A Tripsina bovina é uma enzima proteolítica  produzida nas células acinares do 

tecido pancreático, na forma de seu zimógeno, o Tripsinogênio, e tem atividade 

proteolítica restrita (Bode et al., 1976). Seguindo sua secreção no intestino, o 

Tripsinogênio é convertido para a forma ativa da Tripsina, reação esta catalisada pela 
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enteroquinase e pela própria Tripsina β, recém formada (autólise) (Bode et al., 1976) 

(Figura 2). 

 

 

                                              VVaall --AAsspp--AAsspp--AAsspp--AAsspp--LLyyss 

 

Tripsinogênio                   ββββ-Tripsina                  αααα-Tripsina                      ψψψψ-Tripsina 

 

 Enteroquinase    *Clivagem      *Clivagem   

 

Figura 2: Conversão de Tripsinogênio em isoformas de Tripsina.  

*A β-Tripsina recém formada também atua na ativação junto a enteroquinase e nas 

clivagens adicionais. 

 

 

A ativação consiste na clivagem da ligação peptídica entre os aminoácidos Lys 

15 e Ile 16 (nomenclatura baseada na seqüência do Quimiotripsinogênio) no lado 

carboxílico o que promove a saída do hexapeptídeo N terminal Val-Asp-Asp-Asp-Asp-

Lys... (Davie & Neurath, 1955, Desunelle & Fabre, 1955). 

O recém formado α-amino grupo da Ile 16 forma uma ponte salina com Asp 194 

(Perkins, 1980) introduzindo, assim, significativas modificações estruturais do 

Tripsinogênio. No Tripsinogênio o sítio de especificidade e o espaço oxianiônico estão 

impropriamente formados, mas, mesmo assim apresenta uma atividade residual de 

aproximadamente 1,0% da atividade da β-Tripsina. Essa nova conformação assumida 
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pela β-Tripsina faz com que ela se torne cem vezes mais ativa (Robinson et al., 1973) 

que o Tripsinogênio.  

Seguindo o processo de autólise do Tripsinogênio para a formação da β-

Tripsina, a seqüência peptídica desta sofre uma clivagem adicional entre os resíduos 

Lys 145 e Ser 146 (Figura 3), que origina a formação de uma segunda forma ativa da 

Tripsina, conhecida como α-Tripsina (Schroeder & Shaw, 1968). A α-Tripsina formada 

possui basicamente a mesma estrutura da forma β, sendo a diferença baseada na menor 

porcentagem de estruturas em hélice (Foucalt et al., 1974a). Contudo, apresenta-se 40% 

menos ativa que a β-Tripsina frente ao substrato amidásico Benzoyl-DL-arginine p-

Nitroanilide (BAPNA) e nenhuma diferença significativa frente a substratos ésteres 

como acetato de p-nitrofenila, em pH ótimo (Foucalt et al., 1974b). 
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Figura 3: Indicação dos pontos de clivagem na passagem de Tripsinogênio para as 

isoformas ativas de Tripsina. I- tripsinogênio, II- Beta Tripsina , III Alfa Tripsina , IV 

pseudotripsina (psi) (Keil, 1971). 

 

 

Segundo Smith & Shaw (1969), uma nova clivagem entre os resíduos Lys 169 e 

Ser 170 resulta na forma ψ-Tripsina, que possui três cadeias polipeptídicas interligadas 

por pontes dissulfeto. Essa nova forma é menos específica que as outras formas e possui 

uma maior atividade esterásica que amidásica (Foucalt et al., 1974 a,b) 

Uma quarta forma ativa da Tripsina observada após clivagem entre os resíduos 

Lys 155 e Ser 156 foi purificada, caracterizada e denominada δ-Tripsina (Teixeira, 

1977).  
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1.5.3. Estrutura 

 

1.5.3.1 Aspectos estruturais da enzima 

 O Tripsinogênio é constituído de 229 aminoácidos e as isoformas de Tripsina de 

223 aminoácidos (Figura 4 e 5). 

 

Figura-4  Estrutura primária do tripsinogênio em disposição esquemática (Keil 1971). 
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1.5.3.1.1.Estrutura Primária  

 

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 Gln Phe Ile Ser Ala Ser Lys 

Ser Ile Val His Pro Ser Tyr Asn Ser Asn Thr Leu Asn Asn Asp 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 Gln Gly Asp Ser Gly Gly Pro Val Val 

Cys Ser Gly Lys Leu Gln Gly Ile Val Ser Trp Gly Ser Gly Cys Ala Gln 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 5: Seqüência dos 229 aminoácidos do Tripsinogênio bovino. Val-Asp-Asp-Asp-

Asp-Lys (verde): Hexapeptídeo liberado na passagem de Tripsinogênio à β-Tripsina. 

His (57) (vermelho), Asp (102) (amarelo), Ser (195) (azul): Aminoácidos que 

participam da tríade catalítica. 

*Numeração baseada no quimiotripsinogênio. 
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160 

179 
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217 
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Figura 6: Estrutura terciária de β-Tripsina exibindo sua tríade catalítica Ser (195) 

(azul), His (57) (vermelho) e Asp. (102) (amarelo). N-terminal  (cor cyan) e C-

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

 

 

1.5.3.1.2. Estruturas secundária e terciária 

 

No que se refere à estrutura tridimensional da Tripsina e do Tripsinogênio pode-

se observar, por métodos cristalográficos, semelhança entre as duas formas. Segundo 

Huber & Bode (1978) e Bode et al. (1983), ambas apresentam um arranjo 

tridimensional globular e suas estruturas secundárias apresentam 85% de identidade e 

são caracterizadas por estruturas de α hélices (Figura 6 e 7)  e folhas β antiparalelas 

(Figura 8) que juntas se organizam formando dois beta barris (Figura 9 A, B). As Figura 

10 A e B mostram a estrutura tridimensional da Tripsina apresentando folhas β 

antipararelas (A), α hélice (A) e turns (A, B). 
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Figura 7: Esquema das α hélices (vermelho) presentes na estrutura de β-Tripsina (5ptp- 

Protein Data Bank) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8: Esquema das folhas β antipararelas presentes na estrutura de β-Tripsina 

(5ptp- Protein Data Bank) 
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Figura 9: Esquema das folhas β antipararelas formando dois beta barris presentes na 

estrutura de β-Tripsina. As figuras A e B comparam as formas de beta barris em rotação 

de 90o. (5ptp- Protein Data Bank) 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10: Estrutura tridimensional da Tripsina apresentando folhas β antipararelas (A, 

azul), α hélice (A, vermelho) e turns (A, B, amarelo). (5ptp- Protein Data Bank) 

 

B A 

  

A B 
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1.5.3.2 Domínios da enzima 

 

A Tripsina é uma proteína globular possuindo dois domínios de estruturas 

similares, sendo que o primeiro domínio vai do 1o aminoácido ao 105o e o segundo do 

106o ao 223o, e estes são unidos assimetricamente e entre eles esta localizado o sítio 

catalítico (Figura 11).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11: Estrutura tridimensional da Tripsina com seus dois domínios. Domínio I do 

resíduo 1-105 (azul), domínio II do resíduo 106-223 (vermelho). (5ptp-Protein Data 

Bank) 

 

 

Tanto a β-Tripsina quanto o Tripsinogênio são constituídos, respectivamente, 

por uma cadeia polipeptídica sendo essa cadeia interligada por seis pontes dissulfeto 
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(Figura 12) localizadas nos resíduos Cys 22-Cys 157, Cys 42-Cys 58, Cys 128-Cys 232, 

Cys 136-Cys 201, Cys 168-Cys 182 e Cys 191-Cys 220 (Hartley, 1960, Walsh & 

Neurath, 1964). Note que a ponte dissulfeto (22-157) interliga os dois domínios, 

enquanto que as pontes dissulfeto restantes são intradomínios. O primeiro domínio 

possui uma ponte dissulfeto (Cys 42-Cys 58), outras quatro estão no segundo domínio. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12: Pontes dissulfeto na Tripsina. Primeiro domínio (azul) possui uma ponte 

dissulfeto (amarelo). Segundo domínio (cinza) possui quatro pontes dissulfeto 

(vermelho). Os dois domínios são ligados por uma ponte dissulfeto (ponte interdomínio) 

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

 

 

O Tripsinogênio possui dois sítios específicos para ligação do íon cálcio, o 

primeiro de baixa afinidade pKCa2+ = 1,8 que é formado por dois aminoácidos os AAsspp 

13 e 14, e o outro de alta afinidade pKCa2+ = 3,4 que é formado por um grupo de 
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aminoácidos e moléculas de água (GGlluu7700,,  AAssnn7722,,  VVaall7755,,  GGllnn8800,,  HH22OO  771111  ee  771144). A 

Tripsina possui apenas um sítio de ligação ao cálcio, pois, o primeiro sítio de ligação é 

perdido com a clivagem do hexapeptídio N-terminal (Bode & Schawager, 1975) e 

(Chiancone, 1985). O cálcio estabiliza a estrutura e diminui a produção de fragmentos 

inativos (Abita et al., 1969). Segundo Robinson et al. (1973), isso poderia explicar a 

menor atividade catalítica do Tripsinogênio (1% da atividade da Tripsina).  

 

1.5.4. Mecanismos de ativação 

 

Trabalho realizado por McDonald & Kunitz (1942), demonstrou in vitro que a 

Tripsina produzida a partir de Tripsinogênio por ativação lenta em pH 8,0 a 4oC na 

presença de cloreto de cálcio, produz principalmente a forma β e na ausência de cálcio 

produz a forma α.  

Em relação à tríade catalítica e fenda oxianiônica do centro ativo, observa-se que 

na Tripsina a tríade é formada por arranjo preciso das cadeias laterais dos resíduos Asp, 

His e Ser e a fenda oxianiônica por dois grupos NH da cadeia polipeptídica, enquanto 

que no Tripsinogênio a fenda oxianiônica encontra-se deslocada e a tríade catalítica 

apresenta-se orientada na posição definitiva (Blowm et al., 1976, Kraut, 1977, 

Nakagawa & Umeyama, 1984, Fehlammer, 1977, Kossiakof et al., 1977). O aumento da 

atividade enzimática da β-Tripsina em relação ao Tripsinogênio reflete uma otimização 

da orientação dos grupamentos que formam o centro ativo envolvidos na catálise. 
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1.5.5. Mecanismo de ação 

 

Sabendo-se que a função biológica da Tripsina é hidrolisar polipeptídio na 

digestão, é interessante observar como ocorre o mecanismo de ação da enzima. A 

Tripsina catalisa a clivagem de ligações peptídicas internas envolvendo carboxilas de 

resíduos de aminoácidos básicos, lisina e arginina, sendo o mecanismo de ação da β-

Tripsina semelhante ao da α-Tripsina (Inagami, 1972). 

Segundo Inagami (1972), o modelo cinético geral proposto é o seguinte: 

 

KS            k2   H2O     k3 

E + S   ES   E-A + P1       E + P2 

 

Onde: 

P1 e P2 são produtos da reação   S é o substrato  

E é a enzima livre    E - A é o intermediário acil-enzima 

Ks = constante de  equilíbrio ;   k2 e  k3 = constantes cinéticas  

 

 

Neste modelo, uma cadeia polipeptídica (ou substrato sintético) se liga à 

Tripsina por resíduo de arginina ou lisina para formar o complexo de Michaelis (ES). A 

tríade catalítica Asp 102, His 57 e Ser 195, posiciona-se e polariza a cadeia lateral da 

Ser 195 para o ataque nucleofílico no átomo de carbono da ligação peptídica ou do 

grupo éster. Em seguida um intermediário com o carbono tetraédrico é estabilizado pelo 

espaço oxianiônico. Um próton é transferido do resíduo Ser 195 para o resíduo His 57 e 

o átomo Oγ do resíduo Ser 195 forma uma ligação covalente com o substrato, quebrando 
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a ligação e liberando produto P1 que difunde do centro ativo. Uma molécula de água 

entra no sítio ativo, e promove-se a hidrólise do acil-enzima, gerando P2 e regenerando 

a enzima livre. 

Pelo exposto, este trabalho visa utilizar as formas já conhecidas, por 

cristalografia, de Tripsina e Tripsinogênio e associá-las a parâmetros termodinâmicos 

para se fazer inferências de como discretas modificações estruturais podem alterar a 

estabilidade termodinâmica das proteínas.  

Este projeto faz parte de uma linha de pesquisa do Laboratório de Enzimologia e 

Físico-Química de Proteínas (LEFQP) Prof. Marcos Mares-Guia e objetiva desacoplar 

termodinamicamente os domínios dessas proteínas visando avaliar as contribuições 

separadas e combinadas (desacopladas e acopladas) destes dois domínios à estabilidade 

termodinâmica destas serino-proteases, possibilitando assim, avaliar a contribuição 

termodinâmica da interação interdomínio para o processo de ativação do zimogênio. 
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2 OBJETIVOS 
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2. OBJETIVOS 

 

 

2.1 OBJETIVO GERAL: 

 

- Analisar a estabilidade termodinâmica da isoforma β-Tripsina e do 

Tripsinogênio em meio ácido sob condições experimentais que permitam o 

estudo termodinâmico das interações interdomínios dessas proteínas. 

 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS: 

 

- Verificar a influência do pH sobre a estabilidade termodinâmica de 

Tripsinogênio e de β-Tripsina 

- Verificar a influência de agentes desnaturantes e solventes orgânicos sobre  

estabilidade termodinâmica  de Tripsinogênio e  de  β-Tripsina. 

- Verificar a influência dessas variáveis  experimentais sobre o grau de  

desacoplamento  termodinâmico entre  os domínios  da β-Tripsina e do 

tripsinogênio. 
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3. MÉTODOS 
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3. MÉTODOS 

 

 

3.1. OBTENÇÃO DO TRIPSINOGÊNIO E DA ββββ-TRIPSINA 

 

O Tripsinogênio foi obtido de amostra comercial SIGMA (T-1143 LOTE 

40K7653) e a β-Tripsina a aprtir de Tripsina comercial Bovina  (SIGMA T8253 LOTE 

125HO676) por purificação cromatográfica conforme descrito por Schroeder & Shaw 

(1968) e Higaki & Light (1986). 

Para a purificação utilizou-se 200,0 mg de Tripsina comercial bovina (Sigma) 

dissolvida em 10,0 mL de tampão Tris-HCl pH 7,1 (0,1M Tris-HCl, 0,02M Cloreto de 

cálcio, 0,1M Cloreto de Sódio e 1,0 mM de Benzamidina). A solução foi  conservada 

em banho de gelo até o momento do uso.  

A Tripsina bovina dissolvida em tampão Tris-HCl pH 7,1 foi eluída com o 

mesmo tampão (modo isocrático) em coluna com a resina SE-SEPHADEX C-50 (110,0 

x 1,0 cm; volume 332.0 cm3) com fluxo constante de 0,120 mL/min. As frações 

coletadas utilizando coletor automático (Pharmacia-LKB Frac 100) foram submetidas à 

leitura em espectrofotômetro (Shimadzu UV 160-A) a 280 nm e posteriormente à 

espectrometria de massa (item 3.2) para avaliação da pureza das frações (picos). Cada 

pool de fração teve avaliado a sua atividade amidásica (item 3.3). 
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3.2. VERIFICAÇÃO DA PUREZA DE TRIPSINOGÊNIO POR HPL C E FPLC E 

ESPECTROMETRIA DE MASSA, E VERIFICAÇÃO DE PUREZA DA  ββββ-

TRIPSINA POR ESPECTROMETRIA DE MASSA. 

 

A cromatografia do Tripsinogênio foi realizada em FPLC, com a coluna 

SUPERDEX-75, com fluxo de 250 µL/min e em HPLC com a coluna 

ULTRAHIDROGEL TM-250 com fluxo de 800 µL /min. 

A espectrometria de massa foi realizada no Centro Nacional de Genética 

(CENARGEN), pelo  Dr. Carlos Block, utilizando o espectrômetro de massa MALDI-

TOF-MS (VOYAGER DE-STR, APPLIED BIOSSISTENS FOSTER –CITY, CA).  

As amostras testadas por espectrometria de massa foram: 

- Tripsinogênio SIGMA, SIGMA (T-1143 LOTE 40K7653) 

- β-Tripsina bovina purificada. 

 

 

3.2.1. Preparação das amostras aplicadas: 

-A s amostras aplicadas foram exaustivamente dializadas a fim de se retirar o excesso de 

sal que poderia estar contido na amostra. E em seguida foram liofilizadas; 

-As amostras foram ressupendidas em 5,0µL de 50% de acetonitrila, 0,1% de acido 

trilfluoroacetico, e logo em seguida foram sonicadas por 15 minutos; 

-Alíquotas de 0,5µL  foram aplicadas na placa   de aplicação e deixou que a placa seca-

se a temperatura ambiente; 
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-Subseqüentemente, 0,3µL de solução de matriz ( 1% w/v de  Ácido α-ciano-4-

hidroxicinamico em 50% de  acetonitrila, 0,1% v/v de  acido trilfuoroacetico)  foi 

aplicado  na amostra seca e deixou-se novamente a placa secar ; 

 

3.2.1.1. Modo de operação e especificações do experimento 

Modo de operação: Linear 

Polaridade: positiva 

Voltagem de acelaração: 25000 V 

 

Faixa de aquisição de dados: 3000-28000 Da 

 

 

3.3. ATIVIDADE AMIDÁSICA 

 

A atividade amidásica foi realizada utilizando metodologia descrita por Ascenzi 

et al. (1991) e substrato Nα-Benzoyl-dl-Arginine-p-nitroanilide (D-L-BAPNA). 

Alíquota de 50 µL de cada fração coletada foi acrescida de 2,9 mL de tampão 

Tris-HCl pH 8,15 (0,1M Tris-HCl, 0,02 M Cloreto de cálcio e 9,0 x 10-4 M D-L 

BAPNA), incubada por 30 minutos a 37oC. Posteriormente, 300 µL de ácido acético 

60% (v/v) foram acrescentados no intuito de interromper a atividade enzimática e então 

a leitura foi realizada utilizando espectrofotômetro Shimadzu UV 160-A a 410 nm. 
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3.4. DIÁLISE 

 

As frações selecionadas, após cromatografia por SE SEPHADEX C-50 e 

avaliação da atividade amidásica, foram submetidas à diálise por 24 horas (trocas  de 

solução a  aproximadamente seis horas) à 4oC em membranas com limite de exclusão de 

6000 – 8000 Da, frente HCl 1,0 mM pH 3,0. As amostras dialisadas foram liofilizadas e 

armazenadas à - 20oC. 

 

 

3.5. TITULAÇÃO DO CENTRO ATIVO 

 

A titulação do centro ativo das amostras da enzima foi executada segundo 

metodologia descrita por Dias (1986) com modificações.  

Neste método, a β-Tripsina catalisa a hidrólise do NPGB (4-nitrofenil-4-

guanidinobenzoato). A primeira etapa da catálise é mais rápida que a segunda o que 

torna possível a detecção espectrofotométrica da enzima acilada em um comprimento de 

onda de 410 nm. 

Para a realização da titulação utilizou-se cubeta de referência com tampão 

Veronal (0,1 M de Veronal, pH 8,3, 20mM  de CaCl2) e cubeta amostra contendo 

tampão Veronal acrescido de Tripsina. Adotou-se o valor de 40.000 e 16.595 M-1 . cm-1 

para o coeficiente de extinção molar (ε) da β-Tripsina e 4-Nitro fenol pH 8,3 

respectivamente, comprimento de onda de 410 e 280 nm para o 4 Nitrofenol e β-

Tripsina, respectivamente, e as leituras foram registradas a cada cinco segundos. A 

fórmula empregada para os cálculos foi a seguinte: 
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[Centro ativo]% =     ∆A280 / 40.000    x  100 % 

    ∆A410 / 16.595 x f 

 

Onde:  f  = fator de diluição da enzima  

 

3.6. ESTUDO MICROCALORIMÉTRICO DE TRIPSINOGÊNIO E ββββ-

TRIPSINA CONSIDERANDO DIFERENTES TIPOS DE INTERAÇÕE S 

 

OBTENÇÃO E ANÁLISE DOS DADOS MICROCALORIMÉTRICOS POR DSC 

DO TRIPSINOGÊNIO E ββββ-TRIPSINA  

 

O DSC é um aparelho (Figura 13) que possui duas câmaras ou células 

adiabáticas, onde são colocadas as amostras referência (R) e teste (Sample / S), possuem 

volume aproximado de 0,7 mL e operam em pressão constante. 

O microcalorímetro fornece o ∆H indiretamente, visto que o aparelho mede a 

quantidade de calor absorvida ou liberada pela amostra (Figura 13).  

A Figura 14 mostra um esquema de como o processo de desnaturação térmica de 

proteína é registrado. A área total sobre a curva corresponde à somatória da capacidade 

calorífica do estado nativo da proteína; variação de entalpia do processo de 

desnaturação e capacidade calorífica do estado desnaturado da proteína. Portanto, a 

variação da capacidade calorífica é igual à área total menos área referente as 

capacidades caloríficas das proteínas nativa e desnaturada. 
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Figura 13: Sistema de funcionamento do DSC. 

 

 

                    

 

Figura 14: Figura ilustrativa que mostra os dados obtidos através do microcalorímetro 

onde: ∆Hcal: Variação de entalpia calorimétrica, CpN: capacidade calorífica da forma  
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ativa da proteína, CpD: capacidade calorífica da forma desnaturada da proteína, Tm: 

temperatura de transição. 

3.6.1. Desnaturação térmica da ββββ-Tripsina e Tripsinogênio em meio ácido. 

 

O estudo microcalorimétrico da desnaturação térmica das isoformas em pH 2,0 - 

3,5 foi realizado conforme metodologia descrita por Privalov & Potekhin, (1986), e 

Freire et al., (1992). 

Para a realização do estudo microcalorimétrico utilizou-se o aparelho VP-DSC 

MicroCal (VP-DSC Microcalorimeter Microcal®), o software padrão DA-2 para a 

aquisição e análise dos dados. 

Para análise em meio ácido, as amostras de Tripsina ressuspendidas em tampão 

β-Alanina pH 2,0; 2,25; 2,5; 2,75; 3,0; 3,25 e 3,5 (50,0mM β-Alanina, 20,0mM CaCl2), 

de concentração aproximada de 1,0 mg/mL, determinada por espectrofotometria a 

280nm, foram submetidas a um processo de deaeração por 30 minutos e posteriormente, 

aplicadas no DSC MicroCal. As corridas foram realizadas com velocidade de varredura 

de 60oC por hora (Scan rate 60), ou seja, a temperatura nas células aumenta de 1,0 oC / 

min. Os dados foram analisados no programa de análise de dados Origin DSC. 

Os dados obtidos foram subtraídos de uma linha de base de água contra água ou tampão 

contra tampão (β-Alanina nos pH correspondentes) seguido da  normalização da 

velocidade de varredura e da concentração de proteína.  

 

A preparação da amostra aplicada no calorímetro seguiu os seguintes 

procedimentos: 

- Dissolução da proteína em tampão; 
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- Determinação da concentração através de método espectrofotométrico para 

ajustar concentração sempre para 1,0 mg/mL; 

- Degasificação da solução protéica e do tampão da célula de referência 

durante 30 min exceto para soluções tampão que contenham álcool, neste 

caso o tampão foi degasificado antes de se adicionar o álcool; 

- Antes de se aplicar às amostras no calorímetro cada célula foi lavada com 

água miliQ com aproximadamente 100 vezes o volume da câmara que é de 

0,7 mL. 

 

 

3.6.2. Desnaturação da ββββ-Tripsina e Tripsinogênio em pH 3,0 na presença de 

desnaturante e solventes orgânicos 

 

A microcalorimetria da β-Tripsina e do Tripsinogênio com agente 

desestabilizante e solventes orgânicos foi realizada conforme metodologia descrita 

abaixo: 

 

 

3.6.2.1. Agente desnaturante 

 

Para a realização desse estudo com agente desnaturante utilizou-se o cloridrato 

de guanidina nas concentrações de 0,25, 0,50 e 0,75 M em tampão β-Alanina pH 3,00 

(50,0 mM β-Alanina, 20,0 mM CaCl2).  
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3.6.2.2. Comportamento da ββββ-Tripsina em pH 3,0 em solventes orgânicos (Álcoois) 

 

Para se desenvolver a microcalorimetria da β-Tripsina em soluções alcoólicas 

utilizou-se os seguintes solventes orgânicos de índice cromatográfico (SIGMA): 

solução de metanol; etanol; 1-propanol; butanol, todos 10% v/v em tampão 50,0 mM β-

Alanina, 20,0mM CaCl2 pH 3,00. A solução tampão foi filtrada, deaerada e sonicada 

durante 50 minutos para se retirar as bolhas, e só então foram adicionados o álcool e a 

proteína e feito em seguida a medida da concentração espectrofotometricamente, 

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

 

 

3.6.3. Determinação da estabilidade da proteína em variados valores de pH. 

 

Foram realizadas corridas no microcalorímetro variando o pH na faixa de 2,0 até 

4,2 e na faixa de temperatura de 293 a 348 K. Os tampões utilizados foram KCl, 

Acetato de Sódio, e Glicina contendo sempre 50,0 mM do composto tamponante e 20,0 

mM de CaCl2. 

 

 

3.6.4. Determinação da concentração ótima para se trabalhar com monômeros no 

microcalorímetro através da análise da relação ∆∆∆∆Hcal/∆∆∆∆HvH e avaliação do efeito da 

concentração na formação de dímeros. 
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Para esta verificação aplicou-se no aparelho concentrações variando desde 0,5; 

1,0; 1,5; 2,0; 2,5 mg/ml de β-Tripsina Bovina em tampão Glicina pH 3,7 (50,0 mM 

Glicina e 20,0 mM CaCl2), as concentrações foram avaliadas por espectrofotometria a 

280 nm. 

 

 

3.6.5 Determinação do Tm, ∆∆∆∆Cp, ∆∆∆∆H, ∆∆∆∆S(Tm) e ∆∆∆∆G(D) de ββββ-Tripsina  em solvente 

aquoso. 

 

Para determinação de tais parâmetros foi necessário realizar várias corridas com 

valores de pH variando desde 2,0 a 4,2 e outras com pH fixo, porém, com a adição de 

perturbantes como, por exemplo, sorbitol (1,0 a 2,0 Mol/L); Cloreto de Guanidina (0,5 a 

1,0 Mol/L); Uréia (0,5 Mol/L). Em algumas corridas foram adicionados sais como, por 

exemplo, NaCl para poder variar a força iônica da solução. Todas essas corridas 

forneceram dados para o cálculo da Tm, ∆Cp e ∆H e ∆G(D) . 
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4. RESULTADOS 
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4. RESULTADOS 

 

 

4.1. TESTE DE PUREZA DE TRIPSINOGÊNIO COMERCIAL BOV INO POR 

FPLC, HPLC E ESPECTROMETRIA DE MASSA. 

 

No teste de pureza do Tripsinogênio por FPLC (Figura 15) pode-se observar que 

a amostra comercial apresentava um grau de pureza satisfatório, apesar do aparecimento 

de um pequeno “ombro”que pode ser observado no início da saída da amostra da 

coluna.  

 

Figura 15: FPLC de Tripsinogênio Bovino comercial SIGMA (T-1143 LOTE 

40K7653) 
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Para visualizar melhor a presença do possível contaminante, uma análise por 

HPLC foi realizada. Como se pode notar na Figura 16, o ombro que foi visualizado no 

perfil do FPLC não pode ser mais detectado no perfil do HPLC.  

A fim de comprovar que as amostras estavam realmente livres de pequenos 

peptídeos foi realizada uma análise de pureza através de espectrometria de massa 

(MALDI-TOF). 

 

 

 

 

Figura 16:Cromatografia por HPLC de Tripsinogênio comercial Bovino SIGMA        

(T-1143 LOTE 40K7653) 
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Na espectrometria de massa do Tripsinogênio (Figura 17) pode se notar a 

presença de cinco picos. Os mais representativos em relação à intensidade do sinal 

foram os picos de Mr 23951.48 Da; 13775.09 Da; 11982.74 Da. Picos com sinal abaixo 

de 10% de intensidade e com pequena massa molecular não foram considerados como 

impurezas potenciais para o experimento calorimétrico.  

 

 

 

Figura 17: Espectrometria de massa (MALDI_TOF) de Tripsinogênio. 
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4.2. PURIFICAÇÃO DE ββββ-TRIPSINA. 

 

Após a realização da cromatografia por troca iônica pode observar que as 

isoformas α e β-Tripsina (Figura 18) foram separadas por aproximadamente 45,0 mL de 

tampão. Observou-se também pelo cromatograma, que a isoforma α-Tripsina teve uma 

separação satisfatória da isoforma ψ-Tripsina, porém a resolução entre estas isoformas 

não foi total.  

As isoformas γ, δ e τ não foram obtidas pela purificação cromatográfica por ser a 

isoforma β-Tripsina o objetivo de separação. A purificação cromatográfica foi realizada 

em 15 dias. 

 

Figura 18: Cromatografia padronizada para separação de β-Tripsina bovina. 
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4.2.1. Cálculo das porcentagens relativas das isoformas obtidas na cromatografia. 

 

Para se conhecer as quantidades que cada isoforma representava em relação ao 

material aplicado na coluna, utilizou-se método matemático. Para isso, integrou-se a 

área sob as curvas dos pools de cada isoforma e compararou-se as áreas de cada uma 

com a área do cromatograma (Figura 19). Deste modo obteve-se as relações em 

porcentagem de cada isoforma. Todos o procedimentos desde a plotagem do 

cromatograma até o cálculo das áreas foram realizados com o programa Origin 

scientific 4.0®. 

 

 

 

 

Figura 19: Cálculo da área total do cromatograma de purificação de isoformas de 

Tripsina. 
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4.2.1.1 Cálculo das porcentagens relativas de cada isoforma 

  

A partir da área total de 32.368 calculou-se a área de cada isoforma como descrito 

abaixo: 

 

- Beta (19.676)    - Alfa (5.091) 

- Psi (1.617)    - Gama, Delta e Zeta (5.984). 

 

    Área total do cromatograma..................................100% 

         Área da isoforma............................................... X% 

 

Portanto, a percentagem relativa de cada isoforma é: 

 

- β-Tripsina:  60,8%  

- α-Tripsina:  15,7% 

- ψ-Tripsina:  5,0% 

- Pool de Gama, Delta e teta Tripsina e formas inativas:  18,5% 

 

 

4.3 TESTE DE PUREZA DE ββββ TRIPSINA POR ESPECTROMETRIA DE 

MASSA. 

A avaliação da pureza da amostra de β-Tripsina bovina foi realizada por espectrometria 

de massa e pode-se notar oito picos (Figura 20), entre eles o Mr 23277.26 Da, 11653.19 

Da, 7452.52 Da, 5458.84Da e 16137.57Da. 
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 O valor teórico para massa de β-Tripsina é 23293 Da. O pico de 23277 Da 

representa a proteína com carga +1 e o pico de 11253 Da representa a espécie com carga 

+2. Destes dois valores calculou-se o valor médio da massa da proteína como sendo 

23290 Da. Os picos 7452 Da, 5458 Da e 16137 Da provavelmente representam 

fragmentações da proteína. 

 

 

Figura 20: Espectrometria de massa ( MALDI- TOF) de β-Tripsina 
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4.4 ATIVIDADE AMIDÁSICA DE ISOFORMAS DE TRIPSINA. 

 

Como se pode observar pela Figura 21 a isoforma β e α-Tripsina possuem 

atividade amidásica. Entretanto, a atividade da β-Tripsina é superior a atividade de α-

Τripsina em aproximadamente 11% frente ao substrato BAPNA. Pode-se notar ainda 

que a atividade amidásica vai diminuindo em direção a isoforma ψ-Tripsina. As 

isoformas gama, delta e teta Tripsina não apresentaram atividade amidásica.  

 

 

 

Figura 21: Atividade amidásica de isoformas de Tripsina. Linha preta: detecção à 

280nm e linha vermelha: detecção à 410nm. 
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Figura-22: Atividade específica de Tripsina e de suas isoformas frente ao substrato 

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

 

4.5 TITULAÇÃO DO CENTRO ATIVO 

 

Para proteínas recém purificadas o valor da titulação do centro ativo foi de 91% 

e para proteínas armazenadas acima de quinze dias não se detectou variação 

significativa no valor anteriormente encontrado. Para proteínas armazenadas acima 

trinta dias e menos de 60 dias o valor foi de 86% de centros ativos. 

 

 

 

 



 62 

4.6. MICROCALORIMETRIA DE TRIPSINOGÊNIO E ββββ-TRIPSINA EM MEIO 

ÁCIDO 

 

Em pH 3,0 as desnaturações térmicas do Tripsinogênio e β-Tripsina (Figura 23) 

tiveram uma reversibilidade igual ou maior que 90%. Para estas proteínas o processo de 

desnaturação foi avaliado como sendo uma transição em dois estados, conforme 

demonstra a Figura 24. Os resultados do Tripsinogênio são semelhantes aos da β-

Tripsina (dados não mostrados). 

Pode se observar, pela Figura 23, que a forma característica de curva 

endotérmica gerada pela absorção de calor pela proteína foi reproduzida no 

experimento. A reversibilidade da proteína foi calculada a partir da realização de 

corridas consecutivas (Rescan) da mesma proteína nas mesmas condições. Assim 

realizou-se uma comparação entre os valores das energias absorvidas entre as corridas 

consecutivas e determinou-se o quanto é reversível o processo. 
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Figura 23: Curva de desnaturação de β-Tripsina contra tampão β-Alanina (β-Alanina 

50mM; CaCl2 20mM; pH 3,00). Resultado obtido, sem nenhum processamento, por 

Calorimetria Diferencial de Varredura. Linha de base (verde): corrida feita tampão 

contra Tampão, Scan (vermelho): corrida teste usada para avaliar a termoestabilidade 

protéica, Rescan (azul): corrida seqüencial a corrida teste, usada para avaliar a 

reversibilidade protéica. 
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A linha de base (Figura 23) representa a média de varreduras de água x água e 

através dela pode-se verificar pequenas variações entre as câmaras (amostra referência). 

Essas corridas eram realizadas anteriormente a uma série de experimentos com o intuito 

de subtrair o seu resultado das corridas com proteínas. 

O resultado apresentado na Figura 24 (linha preta) é o dado original que 

posteriormente sofreu os seguintes tratamentos: 

- subtração da linha de base que pode ser de água contra água ou de tampão contra 

tampão; 

- normalização da concentração de proteína que é corrigida em função do número 

de sítios ativos presente na proteína. Isto é feito através dos valores da titulação 

do centro ativo; 

- Subtração da contribuição da capacidade calorífica; 

- Ajuste matemático da curva mais próxima da experimental. Este ajuste pode ser 

para modelos que seguem uma transição em dois estados ou para modelos  que 

tem estados intermediários (linha contínua), 

 

O resultado final é representado pela linha vermelha.  
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Figura 24: Curva de desnaturação de β-Tripsina contra tampão β-Alanina (β-Alanina 

50mM; CaCl2 20mM; pH 3,00). Resultado obtido por Calorimetria Diferencial de 

Varredura. A linha preta representa os dados processados após subtração da linha de 

base e a normalização da concentração de proteína, e a linha vermelha representa o 

ajuste dos dados ao modelo matemático de transição de dois estados. 



 66 

4.7. Efeitos das variações de pH sobre o processo de desnaturação térmica 

 

 A Figura 25 mostra como o pH interfere no processo de desnaturação térmica 

das proteínas. Como se pode observar, à medida que o pH vai abaixando, as corridas 

mostram áreas sobre a curva de transição menores, portanto ∆H e Tm 

proporcionalmente menores. 

 

 

 

 

Figura 25: Curva de pH para análise de estabilidade através do Tm. 
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4.7.1. Efeito do pH sobre a relação ∆∆∆∆H calorimétrico e ∆∆∆∆H vant’ Hoff ( ∆∆∆∆Hcal/ ∆ ∆ ∆ ∆HvH) 

 

Para a β-Tripsina, os dados de DSC em pH variando entre 3,2 - 4,2 revelou que a 

relação ∆Hcal / ∆HvH variou de 1,0 a 0,5 (Figura 26), o que sugere a dimerização da 

proteína. Para tentar confirmar esta interpretação, experimentos utilizando gel filtração e 

HPLC foram realizados sob diferentes concentrações de sal, pH e temperatura, no 

intuito de observar se o volume de eluição variaria, porém o volume não variou 

significativamente (dados não mostrados). 

Em relação aos experimentos utilizando pH 3,7 onde a relação ∆Hcal / ∆HvH foi 

aproximadamente de 0,75, realizou-se uma série de exprimentos na faixa de 

concentração de proteína de 0,05 a 2,30 mg/mL pode-se perceber novamente uma 

oligomerização da proteína (Figura 27), visto que, a razão tendeu ao valor igual ou 

inferior 0,5 para altas concentrações da proteína. Porém, quando um ajuste matemático, 

abaixo mostrado, foi desenvolvido pode-se constatar que os resultados acima obtidos 

não ajustavam perfeitamente a uma curva de dimerização (Figura 27). Os valores de 

concentração protéica de 0,05 a 1,0 mg/mL se ajustaram a curva de dimerização, 

enquanto valores superiores sugeriram a formação de estados de agregação (trímeros, 

tetrâmeros, etc), visto que não se ajustavam a equação. 

 

Equação1 : 

      (∆∆∆∆Hcal / ∆∆∆∆HvH  )obs   =  0.5  -  (1/ 4*KD*[P])  +  ( (1 + 4*KD*[P]) 1/2 / (4*K D*[P]) )    

 

Onde:  [P]:  é a concentração de proteína total e, 

KD: é a constante de dimerização 

(∆∆∆∆Hcal / ∆∆∆∆HvH  )obs : é o valor da relação observado 
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Figura 26: Relação entre ∆Hcal e ∆HvH de β-Tripsina, Tripsinogênio, entre pH 2,0 a 4,2. 

β-Tripsina (preto), Tripsinogênio (vermelho). 
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Figura 27: (∆Ηcal/∆HvH ) valores de β-Tripsina em pH 3,70 em função de concentração 

de proteína (de 0,05 a 2,30 mg/ml) e tampão β-Alanina (β-Alanina 50,0 mM, com 

CaCl2 20,0 mM, pH 3,70). Linha pontilhada: polinomial de quarto grau fitada para guiar 

os olhos. Linha sólida: representa valores ajustados matematicamente de acordo com a 

equação-1. 
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Já a β-Tripsina, em pH variando entre 3,0 a 2,0 apresentou uma relação entre 

∆Hcal e ∆HvH sempre próximo de 1,0 (Figura 26), o que permitiu inferir que não houve 

dimerização da enzima nessas condições.  

Em relação ao Tripsinogênio, em valores de pH entre 3,0 e 2,25 a relação ∆Hcal e 

∆HvH variou de 1,0 a 0,57, isto poderia sugerir uma tendência à dimerização da proteína 

nessa condição experimental, mas é mais provável que um dos domínios tenha 

desnaturado. 

Já os resultados referentes ao Tripsinogênio na faixa de pH entre 3,4 e 4,2 

sugerem um desacoplamento dos domínios, visto que a relação ∆Hcal/∆HvH variou de 

1,0 a 1,75. 

 

 

4.7.2. Cálculo de ∆∆∆∆G e ∆∆∆∆Cp em função do Tm 

 

Sabendo-se que, na temperatura de transição (Tm) o ∆G(Tm) é igual a zero 

cal/mol e que para uma transição de dois estados o KD é igual a 1,0, temos: 

Equação2: 

∆∆∆∆G(Tm) = ∆∆∆∆H(Tm) – Tm x ∆∆∆∆S(Tm)      .
..  ∆∆∆∆S(Tm) =  ∆∆∆∆H(Tm) 

                                                                                      Tm 

 

A dependência de ∆H(Tm) e Tm permite calcular ∆Cp, que é a variação da 

capacidade calorífica entre a forma nativa e desnaturada da proteína. De fato, tem-se: 
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             Equação 3: 

∆∆∆∆Cp = d∆∆∆∆H 

                                                        dT 

 

Integrando-se entre os limites (∆Cp constante) tem-se: 

 

Equação 4 : 

         T                              T 

 ∫∫∫∫  d∆∆∆∆H = ∆∆∆∆Cp *     ∫∫∫∫   dT 

               Tm             Tm 

 

 

 

             Equação 5: 

...  ∆∆∆∆H(T) = ∆∆∆∆H (Tm) + ∆∆∆∆Cp (T – Tm) 

De acordo com essa equação, deve existir  uma realção linear entre ∆H e T, e o 

coeficiente angular  permite  avaliar  o ∆Cp 

 

De maneira análoga, pode-se demonstrar que: 

 

Equação 6: 

∆∆∆∆S(T) = ∆∆∆∆S(Tm) + ∆∆∆∆Cp ln (T / Tm) 
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 Uma vez conhecidos ∆H(Tm), Tm e ∆Cp, pode-se calcular a estabilidade da 

proteína ∆G(T) na faixa de temperatura de interesse de acordo com a fórmula descrita 

por Pace, et al. (1990): 

 

 

Equação 7 : 

 

∆∆∆∆G(T) = ∆∆∆∆H(Tm)(1-T/Tm) – ∆∆∆∆Cp[(Tm – T) + T * ln ( T/Tm)] 

 

 

4.7.3. Influência de estabilizante (sorbitol) e de desestabilizantes de proteínas 

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

 

Com a adição de sorbitol em concentrações crescentes observou-se um aumento 

significativo na estabilidade termodinâmica do Tripsinogênio e Tripsina. Essa 

estabilidade pode ser visualizada através do aumento do ∆H e Tm do processo de 

desnaturação. 

Em relação ao cloridrato de guanidina pode-se observar uma redução do ∆H e 

Tm do processo de desnaturação protéica. Esses dados estão demonstrados nas Figuras 

28 e 29 e nas Tabelas 1 e 2. 
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Figura 28: ∆H por Tm para o Tripsinogênio em pH 3,00 e diferentes 

concentrações de Sorbitol (0,50 M; 1,00 M; 1,50 M) e de Cloridrato de Guanidina (0,30 

M 0,50 M). A inclinação da reta é ∆Cp = 2,60 + 0,35 Kcal·mol-1K-1. 
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Figura 29: ∆H por Tm para β-Tripsina em diferentes pH (3,00; 3,20; 2,90; 2,80; 2,70; 

2,50), concentrações de Sorbitol (1,0M; 2,0M), concentrações de Cloridrato de 

Guanidina (0,5M; 1,0M), concentrações de Uréia (0,5M), e tampões (Acetato, Glicina, 

β-Alanina). A inclinação da reta é ∆Cp = 2,50 ± 0,07 Kcal * mol-1K-1. 
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Em pH 3,0 a desnaturação da β-Tripsina, apresentou Tm de 54,0 oC e ∆H de 

101,8 Kcal.mol-1. Nas mesmas condições a desnaturação do Tripsinogênio apresentou 

Tm de 51,1 oC e ∆H de 78,3 Kcal.mol-1. A variação da capacidade calorífica entre as 

formas nativas e desnaturadas da proteína (∆Cp) foi estimada em 2,50 + 0,07 

Kcal/mol/K para a β-Tripsina; e 2,60 + 0,35 Kcal.mol-1.K-1 para o Tripsinogênio. 

Considerando as diferenças estruturais entre as isoformas, os valores de ∆G 

obtidos por DSC em pH 3,0 e 298K foram de 3,5 Kcal.mol-1 para o Tripsinogênio 

(Figura 30) e de 5,7 Kcal/mol para a β-Tripsina (Figura 31). 
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Tabela 1: Resultados obtidos das análises calorimétricas do Tripsinogênio em tampão 

β-Alanina 50,0 mM; CaCl2 20,0 mM, variando-se pH, e concentrações de Gnd HCl e 

Sorbitol. 

 

pH Aditivos Tm 

(oC) 

∆∆∆∆H 

(cal/mol) 

Tm* 

(oC) 

∆∆∆∆Hcal 

(cal/mol) 

∆∆∆∆HVH 

(cal/mol) 

∆∆∆∆Hcal 

/ ∆∆∆∆HVH 

Revers 

% 

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

3,00 Gnd HCl 

0,50M 

48,06 76600 48,10 70200 86040 0,86 96,4 

3,00 Gnd HCl 

0,25M 

50,99 78300 51,04 68550 93780 0,82 99,0 

3,00 Sorbitol 

1,00M 

58,18 102000 58,14 109000 92200 1,18 100,9 

3,00 Sorbitol 

0,50M 

57,31 96900 57,32 91900 104000 0,88 89,1 

2,70 ------ 52,07 76650 52,15 63100 101900 0,62 101,6 

2,50 ------ 50,34 77600 50,41 64400 101400 0,63 101,5 

2,25 ------ 47,43 70900 47,68 56400 98700 0,57 101,3 

2,80 ------ 52,93 85900 52,97 80600 93700 0,86 99,2 

2,90 ------ 54,62 89300 54,64 85400 94940 0,89 99,9 

3,20 ------ 57,63 92900 57,66 88100 105000 0,83 102,0 

Tm *: é o valor de Tm na análise em que se permite ∆∆∆∆Hcal diferente de ∆∆∆∆HVH ,  

Revers: significa reversibilidade, ou seja, representa o quanto uma proteína e reversível após a 

desnaturação.  
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Tabela 2: Resultados obtidos das análises calorimétricas da β-Tripsina em tampão β-

Alanina 50,0 mM; CaCl2 20,0 mM, variando-se pH, e concentrações de Gnd HCl, 

sorbitol, NaCl, e uréia. 

 

pH Aditivos Tm 

(oC) 

∆∆∆∆H 

(cal/mol) 

Tm* 

(oC) 

∆∆∆∆Hcal 

(cal/mol) 

∆∆∆∆HHV 

(cal/mol) 

∆∆∆∆Hcal 

/ ∆∆∆∆HHV 

Revers. 

% 

3,00 ------- 53,89 101000 53,89 99400 102000 0,97 94,0 

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

3,20 ------- 57,14 108000 57,18 106000 109000 0,97 99,0 

3,40 ------- 59,14 104000 59,57 92900 121000 0,77 101,0 

4,00 ------- 64,10 101000 64,13 85500 128000 0,67 91,0 

4,20 ------- 64,57 82100 64,57 66600 122000 0,54 76,0 

3,70 ------- 61,09 103000 61,09 94400 116000 0,81 99,0 

3,00 Sorbitol 

1,00M 

61,50 101000 61,50 94600 109000 0,87 100,9 

3,20 Sorbitol 

1,00M 

61,99 103000 62,01 100000 110000 0,91 99,0 

3,15 Sorb 2,00M 67,66 133000 67,65 139000 127000 1,09 100,0 

3,00 Uréia 

0,50M 

50,61 81600 50,68 73500 89600 0,82 98,0 

3,00 Gnd HCl 

1,00 M  

40,45 71100 40,44 70000 72400 0,96 97,0 

3,00 Gnd HCl 

0,50 M  

48,15 82400 48,15 80600 84800 0,95 99,0 

2,90 ------- 54,18 96600 54,20 92200 101000 0,92 97,0 

2,80 ------- 52,53 94900 52,59 93600 95000 0,99 98,4 

2,70 ------- 52,01 92000 52,01 90400 94100 0,96 98,3 

2,50 ------- 51,03 88950 51,03 88100 91900 0,96 100,0 

2,25 ------- 47,21 88100 47,41 87750 88700 0,99 91,0 

2,00 ------- 41,95 79300 41,95 83750 79450 1,07 98,2 

Tm *: é o valor de Tm na análise em que se permite ∆∆∆∆Hcal diferente de ∆∆∆∆HVH 

Revers: significa reversibilidade, ou seja, representa o quanto uma proteína e reversível após a 

desnaturação.  
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Figura 30: ∆G de desnaturação de Tripsinogênio (cal·mol-1), em função da        

temperatura (oC). 

 

 

 

Usando a equação  Tmax = / { exp[∆Hm /(∆Cp Tm)]} (Equação 8) pode se determinar a 

temperatura na qual a proteina é mais estavel:  

Assim calculou-se para o tripsinogênio a Tmax  de 28,2oC. 
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Figura 31: ∆G de desnaturação de β-Tripsina (cal · mol-1), em função da temperatura 

(oC). Os valores a 25OC ( média ±1 DP) foram obtidos por Günther, (1998), por 

desnaturação com uréia, analisando os dados como sendo uma transição de dois estados. 

 

Usando a equação Tmax = / { exp[∆Hm /(∆Cp Tm)]} ( Equação-8) pode se determinar a 

temperatura na qual a proteina é mais estavel:  

Assim calculou-se para o tripsinogênio a Tmax= 26.4 oC 
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4.7.4. Análise calorimétrica para ββββ-Tripsina em solventes orgânicos 

 

4.7.4.1. Influência do aumento da cadeia carbônica na variação do Tm 

  

 Para se avaliar a influência da cadeia carbônica na variação do Tm uma série de 

álcoois (Figura 32) foi testada no intuito de se desacoplar os domínios das proteínas. Os 

álcoois utilizados foram: metanol, etanol, propanol e butanol. 

 

 

 

 

Figura 32: Fórmula estrutural dos álcoois utilizados nos experimentos calorimétricos 

 

 

 

Todos os álcoois utilizados possuíam índices cromatográficos, porém mesmo 

assim foram testadas suas purezas. Essas aferições foram feitas 

espectrofotometricamente comparando os valores obtidos experimentalmente com 

aqueles fornecidos pelo catálogo SIGMA.  

Pode-se observar pelas Figuras 33 e 34, o resultado obtido pela aplicação no 

calorímetro de 1,0mg/ml de β-Tripsina bovina em tampão 50,0mM de β-Alanina, 

20,0mM de CaCl2, mais 10 % de Álcool (Metanol, Etanol, Propanol e Butanol), pH 3,0 

OH
O
HO HOH

Metanol                Etanol                   Propanol-1                Butanol 



 81 

que a medida que se aumenta a cadeia carbônica do álcool ocorre uma maior 

desestabilização da proteína, isto pode ser evidenciado notando-se que o Tm das 

soluções alcoólicas vai diminuindo gradativamente com o aumento da cadeia carbônica 

em comparação a corrida padrão que e constituída do tampão sem álcool (Tabela 3). 

 

 

 

 

  

Figura 33: Corridas de β-Tripsina em soluções alcoólicas com diferentes álcoois, com 

concentração de 10%v/v em tampão 50,0mM β-Alanina, 20mM CaCl2 pH 3,0 

mostrando–se a variação no valor de Tm. 
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Figura 34: Relação entre o n° de carbonos na cadeia da função álcool com o Tm. Sendo 

que N 0 (Tampão 50mM β-alanina, 20mM CaCl2, pH 3,0), N 1 (N 0 + 10% Metanol), N 

2 (N 0 + 10% Etanol), N 3 (N 0 + 10% Propanol), N 4 (N 0 + 10% Butanol). 
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Tabela 3: Variação do Tm em função do aumento do número de carbonos na série 

homóloga de álcoois. 

 

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 tampão Glicina sem álcool 

 

 

4.7.4.2. Cálculo da variação do ∆∆∆∆Hcal em função do aumento da cadeia carbônica 

na função álcool. 

 

Nota-se através da Figura 35 que o valor de ∆H calorimétrico segue uma 

contínua diminuição em seu valor, pois à medida que a cadeia carbônica do álcool vai 

crescendo sua interação torna-se cada vez maior com a forma desnaturada da proteína 

de modo a desestabiliza-la cada vez mais. 
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Figura 35: Relação entre o n° de carbonos na cadeia da função álcool com o ∆Hcal. 

Sendo que N 0 (Tampão 50mM β-alanina, 20mM CaCl2, pH 3,0 ), N 1 (N 0 + 10% 

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

Butanol) 

 

 

4.7.4.3. Comparação do ∆Hcal/∆HvH em relação ao aumento da cadeia carbônica de 

álcoois. 

 

Pode se notar através da Figura 36 que a relação ∆Hcal/∆HvH apresenta valores 

acima de 1,0 significando que inicialmente o processo está ocorrendo em dois estados e 

que um possível desacoplamento dos domínios pode estar acontecendo para valores 

acima de 1,0 pois tende a apresentar intermediários de desnaturação. 
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Figura 36: Variação da relação ∆Hcal/∆HvH em álcoois com número de carbonos 

crescentes. 
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5 DISCUSSÃO 

 

 



 87 

5 DISCUSSÃO 

 

A β-Tripsina e o Tripsinogênio são proteínas que apresentam estruturas 

tridimensionais bem conhecidas, determinadas por métodos cristalográficos e possui 

alta reversibilidade no processo de desnaturação térmica sendo portanto, um excelente 

modelo para o estudo termodinâmico (Huber & Bode, 1978; Bode et al, 1976, 1978, 

1983).  

Ambas apresentam dois domínios de estrutura similar, unidos assimetricamente 

sendo que entre eles está localizado o sítio catalítico e a fenda oxianiônica. No 

Tripsinogênio a fenda oxianiônica encontra-se deslocada em relação a tríade catalítica 

enquanto que na β-Tripsina a tríade catalítica, formada por um arranjo preciso das 

cadeias laterais dos resíduos Asp, His e Ser, e a fenda catalítica se encontram juntas no 

centro ativo da enzima (Blowm et al., 1976, Kraut, 1977, Nakagawa & Umeyama, 1984, 

Fehlammer, 1977, Kossiakof et al., 1977). 

 Essas diferenças estruturais entre o Tripsinogênio e a β-Tripsina são decorrentes 

do processo de ativação, que com a remoção do peptídeo N-terminal permite a formação 

de uma ponte salina (Ile16 e Asp194) ausente na estrutura do zimogênio desencadeando 

um aumento da energia de ligação e levando a um aumento da estabilidade da forma 

nativa da enzima que segundo Hedstrom et al. (2002), é aumentada em 3,00 Kcal/mol. 

 A estabilidade termodinâmica é determinada pelo processo de desnaturação, que 

pode ser monitorada pelas técnicas de Espectrometria Diferencial (UV) e fluorescência, 

Dicroísmo Circular, Ressonância Magnética Nuclear e Calorimetria Diferencial de 

Varredura (DSC). 

O que se sabe sobre o dobramento de proteínas é que o processo é 

termodinamicamente dirigido, dependente da estrutura primária da proteína podendo 
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apresentar intermediários estáveis com estruturas bastante semelhantes à forma nativa 

da proteína (Molten globule) (Anfinsen, 1973, Privalov, 1997). 

 Para proteínas pequenas o processo de desnaturação é bastante simples e envolve 

uma transição de dois estados: nativo (N) e desnaturado (D). Já para proteínas grandes e 

com vários domínios o processo de desnaturação pode apresentar vários estados 

intermediários entre nativo e desnaturado (Privalov, 1997). 

 Para estudarmos o processo de desnaturação de proteínas utilizamos a 

calorimetria diferencial de varredura (DSC) que é usualmente utilizada no estudo de 

proteínas que apresentam mais de um domínio, objetivando avaliar as contribuições 

energéticas de cada um dos domínios e de suas interações para a estabilidade da 

proteína como um todo (Brandts et al., 1989). 

Para a avaliação da desnaturação das isoformas de proteínas foi necessário 

confirmar o grau de pureza do Tripsinogênio e da β-Tripsina.  

Inicialmente, o Tripsinogênio foi aplicado a uma coluna de gel filtração em 

FPLC (Figura 15) para observação do perfil cromatográfico e pode-se notar a existência 

de uma pequena quantidade de proteína de peso molecular muito próximo ao do 

Tripsinogênio. Posteriormente, o Tripsinogênio foi analisado por HPLC e não se 

observou a presença dessa proteína de baixo peso molecular, o que nos permitiu inferir 

que a amostra estava pura e que não continha contaminações de outras isoformas ou de 

peptídeos muito grandes que pudessem interferir no experimento calorimétrico. Mesmo 

assim, a amostra foi analisada através de espectrometria de massa (MALDI-TOF) para a 

confirmação do grau de pureza. Esses resultados podem ser observados na Figura 17. 

Na análise da espectrometria de massa pode se deduzir que o pico de 23951.48 

Da era o de massa molecular do Tripsinogênio (teórico: 23980,6 Da) e este pico estava 

relacionado com o pico de Mr 11982.74 Da que é o pico de carga +2. Nota-se que o 
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valor médio calculado deste pico (23957,0 Da) tem um erro percentual de 0,1% do valor 

esperado. Os picos de Mr 13775,09 Da e 14490.41 são impurezas que devem ser 

oriundas do processamento da purificação da amostra comercial pela empresa 

responsável (SIGMA). 

O pico de 23277.26 Da é massa da proteína de teste β-Tripsina. Essa massa 

difere apenas de 15,63 Da do valor da literatura 23292.9 Da (Ashton, 1994) encontrado 

por Electrospray-mass spectroscopy. O pico de Mr 23277,26 Da se relaciona com o pico 

de Mr 11653.19 Da, pois este é o pico carga +2 e este pico está desviado de um erro de 

0,05% do valor teórico. Especial atenção deve se dar aos picos de massa molecular 

5458.84Da e 16137.57Da pois, fragmentos com massas moleculares semelhantes a estes 

são encontradas em diversas amostras de Tripsina comercial bovina de diferentes 

fabricantes (Ashton, 1994). Conforme o estudo realizado por Vestling et al., (1990) 

estes fragmentos são produtos de clivagem proteolítica de α−Tripsina em Arg (49)-Leu 

(50) e Arg (99) – Val (100) por β-Tripsina. Sendo que o fragmento de Mr5447.08 não 

possui ligações dissulfeto, já o fragmento de Mr17864.26Da possui as ligações 

dissulfeto intactas originarias da α-Tripsina. Excetuando os fragmentos acima citados os 

outros encontrados no perfil são gerados devido ao processo cromatográfico ser longo 

(20 dias) resultando assim na formação de alguns fragmentos de peso molecular 

menores.  

Os erros observados na espectrometria de massa não foram significativos e, 

portanto, não comprometem a realização dos experimentos. 

Os experimentos com β-Tripsina iniciaram com a separação das isoformas (α, β 

e ψ) presentes na amostra comercial (SIGMA) por cromatografia de troca iônica (Figura 

16). As preparações comerciais de Tripsina bovina contêm uma mistura de componentes 
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ativos e inativos (Maroux et al., 1967). O primeiro método eficaz de separação das duas 

principais formas de ativa e inativa de Tripsina foi desenvolvido por Schroeder & Shaw, 

(1968), porém, foi modificado e adaptado por vários outros pesquisadores, como Smith 

& Shaw (1969) que conseguiram isolar uma terceira forma ativa de Tripsina, e por 

Teixeira (1977) que isolou e caracterizou uma quarta forma. Dias & Rogana (1986) 

aprimoraram o método de Schroeder & Shaw, (1968) o que permitiu a separação de 

grandes quantidades de forma de Tripsina. 

Posteriormente, a obtenção das isoformas realizou-se o cálculo das percentagens 

relativas onde se pode notar que a percentagem de β-Tripsina foi superior a das outras 

isoformas e também a avaliação do grau de pureza da β-Tripsina por espectrometria de 

massa, podendo assim, atestar a pureza da amostra de β-Tripsina utilizada neste 

experimento de estudo microcalorimétrico. 

Outros critérios observados se referiram à atividade amidásica das isoformas de 

Tripsina e a titulação dos centros ativos. Em relação a atividade amidásica pode-se notar 

uma atividade superior da β-Tripsina (11%) em relação a α-Tripsina frente ao substrato 

BAPNA e a não atividade das outras isoformas. Focault et al., (1974 a,b) demonstraram 

experimentalmente, que a forma β era 40% mais ativa que a forma α frente ao substrato 

amidásico benzoil-L-arginina e que a ψ-Tripsina possui maior atividade para substratos 

esterásicos e é menos específica que as outras formas. 

A atividade amidásica ainda alta apresentada pela isoforma ψ-Tripsina, neste 

trabalho, se deve a não separação total da isoforma, estando assim contaminada com a 

isoforma α-Tripsina. 

A titulação do centro ativo permitiu observar que após trinta dias de 

armazenamento do liofilizado a atividade enzimática reduzia de 91% para 86%. Devido 
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a essa observação, anteriormente aos experimentos, eram realizadas titulações dos 

centros ativos e sempre se trabalhava com enzimas com atividades superiores a 86%. 

Isto porque a análise da desnaturação era realizada com base nos valores  de 

concentração de centro ativo. 

A análise da estabilidade termodinâmica das proteínas é importante porque a sua 

função é dependente da sua estrutura e do arranjo tridimensional da cadeia 

polipeptídica.  

O estudo comparativo da estabilidade entre o Tripsinogênio e a β-Tripsina não 

foi possível ser realizado em pH neutro, devido ao possesso de autólise sofrido pela β-

Tripsina nesta faixa de pH. A alternativa foi realizar os experimentos em pH ácido (2,00 

- 4,50). Segundo Pace (1990) as proteínas são mais estáveis próximas ao seu ponto 

isoelétrico (pI) 

Nessa faixa de pH a primeira comparação realizada foi entre a relação da 

variação da entalpia calorimétrica (∆Hcal) e da entalpia de vant’Hoff (∆HvH), com o 

objetivo de definir o número de unidades estruturais cooperativas envolvidas na 

desnaturação térmica de proteínas.  

Nesse contexto, os resultados provenientes da relação ∆Ηcal/∆HVH indicaram 

que nas faixas de pH entre 2,0 e 3,0 o processo de desnaturação térmica da Tripsina 

ocorre em uma transição em dois estados. 

Apesar da β-Tripsina apresentar dois domínios, estes se comportam como uma 

única unidade cooperativa no processo de desnaturação. Este comportamento já foi 

mostrado em estudos utilizando DSC para observação na desnaturação da β-Tripsina em 

pH 2,8 sendo atribuído à grande similaridade e a forte interação entre os domínios 

(Brumano et al., 2000). Tishchenko & Gorodkov (1979) descreveram desnaturação 
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térmica da β-Tripsina em nesta faixa de pH como sendo uma transição em dois estados 

com uma relação ∆HCal/∆HVH igual a um, e associou este resultado com as pontes 

dissulfetos presentes na estrutura desta proteína. 

Martins (1999), encontrou valores termodinâmicos associados a desnaturação de 

β-Tripsina semelhantes aos nossos, porém, com melhor ajuste para transição de três 

estados, uma vez que o processo de desnaturação foi provocado pela uréia. Também 

Ruan, et al. (1997) mostraram a presença de intermediários do tipo Molten globule na 

desnaturação de Tripsina sob pressão. Assim os resultados obtidos por esses trabalhos 

confirmam a existência de intermediários na desnaturação, porém para o caso relatado 

por Ruan e colaboradores a amostra de Tripsina bovina não tinha sido purificada, ou 

seja, possivelmente existiam outras isoformas de Tripsina.  

Para o Tripsinogênio a relação ∆Hcal / ∆HVH = 1,0 ficou restrita a faixa de pH 

entre 2,80 e 3,20. Na faixa de pH entre 2,00 e 2,70 a relação ∆Hcal / ∆HvH manteve-se 

em torno de 0,6 o que a principio imaginamos estar relacionado com um processo de 

dimerização desta proteína. Para se verificar esta hipótese foram realizados 

experimentos de desnaturação térmica do Tripsinogênio em pH 2,75 em concentrações 

variando entre 0,1 a 2,0 mg/ml, e constatamos que mesmo em concentrações 

extremamente baixas de proteínas a relação ∆Hcal / ∆HVH manteve-se em torno de 0,6 

(dados não apresentados). Este dado nos permite propor que nesta faixa de pH um dos 

domínios do Tripsinogênio encontra-se desnaturado, e que possivelmente este seja o 

primeiro domínio por apresentar uma única ponte dissulfeto. Com relação à 

desnaturação de um único domínio do Tripsinogênio, devemos lembrar que o 

hexapeptídeo n-terminal presente na sua estrutura possui quatro aspartatos que nesta 
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faixa de pH (2,0 a 2,7) provavelmente estejam protonados, desestabilizando assim, este 

domínio. 

Experimentos com β-Tripsina realizados nas faixas de pH variando entre 3,20 e 

4,20 a relação ∆Hcal/∆HvH apresentou um declínio de 1 para 0,5 (Figura 26) o que 

também permite pensar em dimerização.  

Para tentar confirmar esta interpretação, experimentos utilizando gel filtração e 

HPLC foram realizados sob diferentes concentrações de sal, pH e temperatura, no 

intuito de observar se o volume de eluição variaria, porém o volume de eluição não 

variou significativamente (dados não apresentados). No entanto, existem dados na 

literatura sugerindo a dimerização da β-Tripsina em valores de pH em torno de 4,0 

(Jaenicke & Rudolph, 1986). Hans-Jürgen (1986) apresentou resultados que confirmam 

essa dimerização em pH 4,0, e explica que esta seria proveniente da desprotonação de 

alguns carboxilatos, o que proporcionaria o aparecimento de regiões de interação na 

superfície das moléculas. A dimerização poderia ser desfeita a partir do momento em 

que se fazia diluições da solução de proteína. Entretanto Tishchenko & Gorodkov 

(1979) demonstraram em seus experimentos que a β-Tripsina na faixa de pH entre 2,5 e 

4,0 apresentaram relações ∆Hcal/∆HvH sempre próximo de 1. 

Com o objetivo de confirmarmos nossos resultados realizamos experimentos em 

pH 3,70 em concentrações de proteínas entre 0,05 a 2,00 mg/ml (Figura 27). E 

buscamos desenvolver um modelo matemático que ajustasse uma curva de dimerização. 

Assumindo-se que na dimerização a proteína apresenta um equilíbrio entre dois 

monômeros e um dímero, podemos utilizar a constate de dimerização dada pela seguinte 

equação: 

 

 



 94 

Equação 9: 

KD  =   [Dimer]     =       (1 – f ) 

          [Monomer]2               f 2  *  [P] 

 

Onde:  [P] é a concentração de proteína total e, 

f é a fração da proteína total que se apresenta como monômero.  

 

Se resolvermos a equação quadrática em função de f encontraremos um valor 

positivo e um valor negativo, sendo este último sem significado físico. Para uma relação 

∆Hcal / ∆HvH observada podemos assumir que: 

 

Equação 10: 

  (∆∆∆∆Hcal / ∆∆∆∆HvH  ) obs   =  f * (∆∆∆∆Hcal / ∆∆∆∆HvH  )monomer  +  ( 1 – f ) * (∆∆∆∆Hcal / ∆∆∆∆HvH  )dimer   

 

lembrando que: (∆Hcal / ∆HvH ) monômero = 1,0 e  

(∆Hcal / ∆HvH ) dímero = 0,5 

 

Se combinarmos esta equação com o valor de f podemos obter uma equação de 

(∆Hcal / ∆HvH ) obs em função da concentração de proteína total: 
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Equação 11 

 :   (∆∆∆∆Hcal / ∆∆∆∆HvH  )obs   =  0.5  -  (1/ 4*KD*[P])  +  ( (1 + 4*KD*[P]) 1/2 / (4*K D*[P]) ) 

 

Simulações matemáticas indicaram que esta equação limita os valores da 

equação em 0,5 para valores elevados de concentração de proteínas, e 1,0 para 

concentrações de proteínas tendendo a zero. 

Isto nos mostrou que os dados experimentais não se dispõe de acordo com o 

modelo matemático proposto e nos induz a acreditar que o processo apresentado pela β-

Tripsina na faixa de pH entre 3,0 e 4,2 na realidade não condiz simplesmente com um 

dimerização, e sim com oligomerização. 

Objetivando verificar a influência de agentes estabilizantes e desestabilizantes de 

proteínas sobre o processo de desnaturação térmica utilizou-se respectivamente o 

sorbitol e o cloridrato de guanidina. 

Sabendo-se que a estabilidade termodinâmica de uma proteína pode ser avaliada 

através da variação de energia livre entre os estados nativo e desnaturado e que este 

valor é a função da variação de entropia e entalpia entre as formas nativa e desnaturada, 

numa determinada temperatura pode-se inferir que o sorbitol em concentrações 

crescentes aumentou significativamente a estabilidade da Tripsina e do Tripsinogênio. 

Isso pode ser confirmado através da observação do aumento do ∆H e do Tm no 

processo de desnaturação. Segundo Shirley (1995) o aumento da estabilidade de uma 

proteína ocorre quando há aumento da energia de ligação ou quando há diminuição na 

variação de entropia entre as formas nativa e desnaturada. 
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Para diminuir a estabilidade conformacional das proteínas utilizamos o cloreto 

de guanidina como agente desnaturante. Após as análises pode-se observar redução do 

∆H e do Tm.  

Considerando as diferenças estruturais entre as isoformas, os valores de ∆G 

obtidos por DSC em pH 3,0 e 298K foram de 5,7 Kcal/mol para a β-Tripsina e 3,5 

Kcal/mol para o Tripsinogênio (Figuras 30 e 31), este resultado para β-Tripsina é 

semelhante ao obtido por Günther, (1998) por desnaturação por adição de uréia (∆G = 

6,10 + 1,03 Kcal/mol). 

Usando o ciclo termodinâmico e os dados calculados por Günther para a 

determinação da estabilidade de β-Tripsina em pH 7,0. Temos indícios que o mesmo 

procedimento poderá ser aplicado ao Tripsinogênio. Finalmente  seria  interessante 

avaliar  a estabilidade  termodinâmica  da β-Tripsina  em pH = 7,0.  Não é possível 

realizar  este experimento no microcaleorimetro  devido a autólise  da forma  

desnaturada  da proteína  pela forma nativa (ativa) desta  enzima  proteolítica. No 

entanto é possível calcular  este valor  com  auxilio  do  seguinte ciclo termodinâmico. 
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                                                 ∆∆∆∆GN
Tit             

                          NpH3.0                                 NpH7.0 

     ∆     ∆     ∆     ∆GD
pH3.0                                                                ∆∆∆∆GD

pH7.0 

                         DpH3.0                                  DpH7.0 

                                                ∆∆∆∆GD
Tit  

 

Figura- 37: Ciclo termodinâmico de  β-Tripsina  onde  :∆GD pH=3,00 =  medida  da  

estabilidade  de proteínas  em  pH= 3,00; :∆GD pH=7,00 =    estabilidade calculada da 

proteína  em pH  7,00; :∆GD Tit=  variação de energia livr4e   da  espécie  desnaturada  

originada  de PH= 3,00 para 7,00; :∆GN pH=7,00 = variação de energia  livre  de titulação 

da  espécie nativa  originada  de  pH 3,00 para 7,00.   

 

 Do ciclo termodinâmico temos : 

 ∆GN
Tit  + ∆GD

pH 7,00 = ∆GD
pH3,00  + = ∆GD

Tit 

∴ ∆GD
pH7,00  = (=∆GD

Tit -= ∆GN
Tit ) + = ∆GD

pH 3,00 

∴= ∆GD
pH7,00 = ∆∆GTit  + ∆GD

pH3,00 

 

A titulação da forma nativa desta proteína de pH 3,00 a pH 7,0 0  e afetado por qualquer  

mudança reversível no estado da proteína incluindo agregação  que ocorre em torno do 

pH4,5, e e´ conhecido que  esta enzima é monomérica em pH neutro. No presente 

estudo foi avaliado que o ∆GD
pH3,00  = 5,71± 0,06 Kcal.mol-1  a 25oC. O termo ∆∆GTit 

=9,51±0,06 Kcal.mol-1   foi determinado por Günther et al 1997, quando as formas 

nativas e desnaturada  das enzimas  foram independentemente  tituladas em  do pH 7,00 
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a 3,00 a 25oC. Baseado neste valor podemos estimar a estabilidade de β-Tripsina em pH 

7,00 a 25oC como sendo 15,22 ±0,07  Kcal.mol-1   um valor típico para uma  proteína 

pequena  em pH neutro.   
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6. CONCLUSÕES 

 

- Em pH 3,0 as desnaturações térmicas do Tripsinogênio e β-Tripsina são 

altamente reversíveis. 

- Em pHs na faixa de 3,2 a 4,2 a β-Tripsina apresenta-se parcialmente 

agregadas, enquanto que em pHs variando de 3,0 a 2,0, a β-Tripsina  

apresenta-se monomérica 

- O Tripsinogênio apresenta perfil sugestivo  de desnaturação de um dos 

domínios  em pHs variando de 2,9 a 2,0. 

- Os ∆Cp de desnaturação térmico do Tripsinogênio e β-Tripsina em pH 3,0, 

são semelhantes e próximos de 2,6 Kcal/mol/K 

- O valor de ∆G de desnaturação térmica da β-Tripsina em pH 3,0 a 298 K é 

próximos de 6 kcal/mol. O valor em pH 7,0 é igual a 15 Kcal/mol. 

- O valor de ∆G de desnaturação térmica do Tripsinogênio está em torno de 

3,5 Kcal/mol em pH 3,0 e 298 K. 

- O Tripsinogênio é significativamente menos estável que a β-Tripsina em pH 

3,0 e 298 K. Este fato deve-se provavelmente, ao acoplamento 

termodinâmico dos domínios que ocorre no processo de ativação do 

zimôgeno desta proteína. 
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7 PERSPECTIVAS 

 

Baseando-se nos resultados até o momento obtidos temos as seguintes perspectivas: 

 

- Comparar a ocorrência de formas dimerizadas em estudos microcalorimétricos de α 

e β-Tripsina e Tripsinogênio em pHs variando de 3,2 a 5,0. 

- Verificar o comportamento calorimétrico da α, β-Tripsina e Tripsinogênio em pHs 

entre 1,0 e 2,5, visando desacoplar os dois domínios da proteína. 

- Tentar desacoplar os dois domínios com uso de solventes orgânicos e/ou 

desestabilizantes (Gnd HCl). 

- Verificar se com o bloqueio do N-terminal da β-Tripsina a proteína apresentará 

características termodinâmicas semelhantes ao Tripsinogênio 

- Verificar se o Tripsinogênio mais o dipeptídeo Ile-Val apresentam características 

termodinâmicas semelhantes as da β-Tripsina. 

- Verificar se é possível se separar os domínios do Tripsinogênio e de suas isoformas 

pela proteólise limitada, entre os resíduos 105 e 106. 

- Verificar se é possível desacoplar termicamente os domínios do Tripsinogênio e de 

suas isoformas pela redução seletiva da ponte dissulfeto entre os domínios. 

- Determinar a curva potenciométrica do Tripsinogênio entre pH 3,0 e 7,0 

(colaboração com o Prof Arno Günther – UFSC) 

- Descrever, do ponto de vista termodinâmico, o processo de ativação do 

Tripsinogênio a β-Tripsina em pH 3,0 e em pH 7,0, à 298K. 
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