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RESUMO

BRUMANO, Maria Helena Nasser, D.S., Universidade Federal de Vicosa, abril de
2002. Caracterizacdo do processo de desdobramento da b-tripsina.
Orientadora: Maria Goreti de Almeida Oliveira. Conselheiros. Elizabeth Pacheco

Batista Fontes e Maurilio Alves Moreira

O desdobramento no equilibrio para a b-tripsing, induzido por desnaturacéo
térmica, foi caracterizado termodinamicamente. O desdobramento foi acompanhado
através de absorcao no ultravioleta (UV) e espectroscopia de dicroismo circular (DC) no
UV proximo e distante. Além disso, experimentos utilizando a técnica de calorimetria
diferencial de varredura (DSC) foram realizados. As curvas de transicdo térmica foram
reversiveis mostrando um desdobramento atamente cooperativo, e os dados
experimentais foram bem gjustados a um modelo de transicdo de dois-estados, para o
desdobramento dessa proteina. O gréfico da fracdo desnaturada versus temperatura,
calculado a partir das curvas de desnaturagdo térmica, em diferentes comprimentos de
onda, mostra coincidéncia dessas curvas. Além disso, a razdo entre a entalpia de
desnaturacdo calorimétrica e a entalpia de van't Hoff, obtidas por DSC, & proxima a
unidade, o que suporta 0 modelo de dois-estados. O espectro de DC da enzima nativa
foi registrado na faixa espectra de 184 a 260 nm e utilizado para se estimar as
porcentagens dos elementos da estrutura secundéria, pelos métodos VARSCL e
SELCON. A edtimativa da estrutura secundéria, em solucdo, correspondeu aos
resultados de difragdo de raios-X. As mudangas na estrutura da b-tripsina, resultante de
desnaturacdo por calor e por uréia foram monitoradas por meio de espectroscopiade DC
no UV préximo e distante. A quantidade dos varios elementos de estrutura secundéria
foi estimada para essas mudangas espectrais, através dos espectros no UV distante,
utilizando o método CCA (“Convex Constraint Algorithm”). De acordo com as

X



estimativas, os estados desdobrados para proteina, ou sgja, a 70 °C e em uréia 2,6
M, apresentaram quantidades consideraveis de estrutura secundaria regular. Os
espectros de fluorescéncia intrinsica dos residuos de triptofano, registrados em
diferentes concentragdes de uréia, mostram a presenca de um estado intermediério no
equilibrio, que apresenta grande afinidade pela sonda bissANS. Além disso, a auséncia
de contatos terciarios e a presenca de estrutura secundéria para esse estado, verificados
por meio de espectros de DC no UV proximo e distante, sdo consistentes com as
caracteristicas de um molten globule. As mudancas na atividade da b-tripsina foram
observadas em concentracbes de uréia nas quais ndo foram visualizadas nenhuma
alteracdo espectroscopica da estrutura terciaria da proteina. Os parametros cinéticos, Kea
e Ky, determinados na auséncia e na presenca de uréia, mostraram que o decréscimo ha
atividade da enzima, em baixas concentragdes de uréia, foi provavelmente devido a
formacdo do complexo El, formado entre a b-tripsina e a uréia, um inibidor competitivo

dessaenzima.
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ABSTRACT

BRUMANO, Maria Helena Nasser, D.S., Universidade Federal de Vigosa, April 2002.
Characterization of the unfolding mechanism of b-trypsin. Adviser: Maria
Goreti de Almeida Oliveira. Committee members: Elizabeth Pacheco Batista

Fontes and Maurilio Alves Moreira.

The unfolding equilibrium of b-trypsin induced by thermal denaturation was
thermodynamically characterized. Thermal unfolding equilibrium were monitored using
UV absorption and both far- and near-UV CD spectroscopy. In addition, experiments
using differential scanning calorimetry (DSC), were performed. Therma transition
curves showed to be reversible and cooperative, and the data could be reasonably fitted
using a two-state model for the unfolding of this protein. Plots of the fraction
denatured, calculated from thermal denaturation curves at different wavelengths, versus
temperature were coincident. In addition, the ratio of the enthalpy of denaturation
obtained by scanning calorimetry to the van't Hoff enthalpy was close to one, which
supports the two-state model. The dichroism circular (CD) spectrum of the native
protein was taken over the wavelength range of 184- 260 nm, and the amount of various
secondary structures were estimated using VARSLC and SELCON methods. The CD
estimation of secondary strucutre, showed excellent agreement with X-ray results. The
CD spectra of b-trypsin, as a function of temperature and urea, were monitored by far-
and near-UV CD, and the relative proportions of secondary structures calculated by
CCA method. According to CD estimation, although the secondary structure changed
upon denaturation, its denatured state still has considerable amounts of ordered
structure. The intrinsic fluorescence emission spectra of b-trypsin, at different urea
concentration, showed an intermediate equilibrium state, with great affinity by bissANS.
Besides, the absence of terciary contacts and the presence of secondary structure for this
state, are consistent with the molten globule characteristics. Changes on the activity of
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b-trypsin were observed at urea concentrations in which terciary structure changes were
not detected. Kinetic parameters, k. and Ky, determined in the presence and absence of
urea, showed that the decreases in enzyme activity, at low concentrations of urea, were
probably due to a development of the enzyme-inhibitor complex between b-trypsin and

urea, a competitive inhibitor of this enzyme.
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1.INTRODUCAO

Entender como as proteinas se dobram em um Unico estado nativo € um dos
problemas centrais na quimica de proteinas. A sequéncia de aminoacidos em uma proteina
determina a sua estrutura tridimensional, porém cada sequéncia de aminoécidos ndo
especifica apenas uma Unica conformacdo. Assim, pode-se questionar acerca da
conformagdo que ser atingida por uma determinada sequéncia de aminoécidos.

Para a maioria das proteinas, biologicamente ativas, a cadeia polipeptidica esta
organizada como uma estrutura tridimensional complexa e intimamente empacotada. A
informacdo para a estrutura tridimensiona deve estar contida na sequéncia de aminoécidos
onde, sob condicdes fisioldgicas, a conformacao nativa é adotada espontaneamente.

Mudancas na sequéncia dos aminoacidos aconteceram durante a divergéncia
evoluciondria; mesmo assim, todas as proteinas variantes apresentam conformagdes muito
similares, até mesmo quando a similaridade na sequéncia é baixa (Darby e Creighton,
1993). Proteinas com sequéncias primarias similares sempre adotam estruturas
tridimensionais semelhantes; porém, muitas proteinas que diferem drasticamente em suas
sequéncias de aminoécidos ainda adotam a mesma conformagdo. 1sso mostra que a
estrutura tridimensional de uma proteina parece ter sido mais conservada, durante a
evolucdo, do que a estrutura priméria. Também mostra que a maneira pela qual a sequéncia
de aminoécidos especifica a estrutura de uma proteina € degenerada.

Essa redundancia nas regras, relacionando sequéncia a conformagéo, tem levado
cientistas de diversas éreas, envolvendo fisico-quimica, fisica, biologia molecular, e mais
recentemente a bioinformética, a tentar desvendar o que se tornou conhecido como “a
segunda parte do codigo genético” (King, 1989). Além da conformacdo da proteina ser um
determinante critico de sua funcdo bioldgica, a elucidacdo das regras que determinam a
estrutura nativa pode ter implicacbes nas areas de medicina, biotecnologia e farmécia
(Dobson, 2000).



A recente descoberta de que varias enfermidades normamente referidas como
“doencas de prion” sdo causadas pelo acimulo de uma proteina celular modificada, apds a
sua traducdo, revela duas grandes descobertas: a existéncia de cepas prions transmissives,
mostrando que a informagdo biologica pode estar presente em qualquer outra molécula
diferente dos acidos nuclécos, e, ainda, como uma mudanca conformacional em uma
proteina pode ser propagada, ressaltando a importéancia do dobramento da proteina para se
entender as causas e a propagagao da doenca (Prusiner, 1998).

O processo do dobramento de uma proteina foi sempre descrito como uma sucessao
hierérquica de eventos estruturais. Um modelo geral, mais aceito, consiste de uma fase
precoce durante a qual interagdes locais, na cadeia polipeptidica, conduzem a formacdo de
centros de nucleagdo. Assim, alguns segmentos de estruturas organizadas sdo formados e
interagem para produzir estruturas novas e mais compactas gque se fundem em dominios
estruturais. Finalmente, os dominios se associam e interagem para gerar a proteina nativa
(Kim e Baldwin, 1990).

Um dominio estrutural, por definicdo, representa uma regido da estrutura da
proteina onde a cadeia polipeptidica est4 dobrada de forma compacta e € mais ou menos
independente do restante da cadeia. Utilizando-se estudos de calorimetria diferencia de
varredura (DSC) de proteinas, essas macromoléculas podem ser avaliadas sob o ponto de
vista termodinamico e estrutural. Nessa metodologia, cada dominio estrutural na molécula
de uma proteina, composta de um ou mais dominios, pode corresponder a uma unidade
cooperativa, dependendo das interacbes entre os dominios. No caso de proteinas
monoméricas, com um sd dominio estrutural, 0 monémero € a unidade cooperativa.
Durante o processo de desnaturagdo térmica, cada dominio pode se desdobrar de maneira
cooperativa e independente um do outro. No caso de dominios acoplados, eles podem se
desdobrar como uma sO unidade cooperativa. Dessa forma, 0 nimero de transi¢cOes
cooperativas durante 0 processo pode variar, dependendo das caracteristicas estruturais da
proteina (Privalov, 1982).

E conhecido que a desnaturagdo das proteinas através de mudancas de pH e de
temperatura, e também pela agdo de agentes desnaturantes, tais como uréia e cloridrato de
guanidina, sdo estratégias experimentais para se entender os mecanismos moleculares por

meio dos quais uma proteina atinge a sua estrutura nativa, para caracterizar os diferentes
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estados conformacionais, e também para se estimar o0s parametros termodindmicos
envolvidos no processo de desdobramento.

A esséncia de quase todos tratamentos termodinamicos na desnaturacdo de proteinas
supde que o desdobramento é altamente cooperativo e pode ser tratado somente como um
equilibrio entre dois estados macroscopicos, 0 nativo e o desnaturado, com populagdes
negligencidveis dos estados intermediérios. Contudo, para varias proteinas, ambos estudos
de equilibrio e cinética tém mostrado a existéncia de intermedidrios estaveis, alguns deles
exibindo caracteristicas de um estado de molten globule (MG). Além disso, as transi¢cdes
dobramento/desdobramento de proteinas com mais de um dominio estrutura sdo
geramente caracterizadas pela presenca de vérias transi¢cdes cooperativas que representam
0 desdobramento independente de cada dominio.

A estrutura secundaria das proteinas forma aglomerados de cadeias laterais
hidrofdbicas que, por sua vez, formam o nicleo hidrofébico das proteinas globulares.
Normamente, este nicleo hidrofébico esta bem protegido do solvente pelo rigido
empacotamento das cadeias laterais ou sgja, devido a rigida estrutura tercidria. Esta
caracteristica resulta na diminuicdo da afinidade da estrutura nativa a sondas hidrofobicas,
tais como ANS. Porém, a afinidade do ANS pela molécula de proteina aumenta muito
guando a rigidez da estrutura tercidria é rompida, enquanto a estrutura secundaria e sua
compactagdo sdo retidas, ou sga, quando um estado intermedi&io MG é formado
(Semisotnov et al., 1991). Neste estado, o nucleo hidrofébico das proteinas se torna mais
acessivel ao solvente, e portanto ao ANS, do que o estado nativo.

De acuradas medidas no equilibrio dobramento/desdobramento, um modelo de
transicdo pode ser proposto e os parametros termodindmicos associados a0 processo,
especificando a estabilidade da estrutura nativa, podem ser estimados. O sucesso nas
andlises termodindmicas depende da proteina e das condic¢Oes utilizadas. Caracteristicas
como tamanho, disponibilidade de dados para a estrutura tridimensional e reversibilidade
no redobramento sdo importantes na escolha da proteina modelo. A b-tripsina bovina
preenche esses requisitos. E uma proteina globular tipica (223 residuos de aminoacidos, 24
kDa) que tem sido bem caracterizada no estado solido (Stroud et al., 1974; Bartunik et al.,
1989). E uma enzima monomérica, estruturalmente composta por dois dominios,

estabilizados por seis pontes dissulfeto, com seis folhas b antiparalelas em cada dominio
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(Richardson, 1981). Além disso, 0 processo de purificagdo é bastante eficiente e produz
grandes quantidades dessa proteina que; por sua vez, apresenta transicoes reversiveis
induzidas por agentes desnaturantes, em pH é&cido. Deste modo, a tripsina € um bom
modelo a ser utilizado para avaliar as possiveis diferencas na estabilidade dos dominios,
bem como verificar se estes constituem intermediarios na rota de desdobramento para essa
proteina. Apesar de dados cinéticos estarem disponiveis na literatura para esta tipica serino
protease, pouco é conhecido sobre a tripsina como uma entidade termodinamica.

As primeiras investigacOes calorimétricas da desnaturacdo térmica da b-tripsina
sugeriram uma transicdo simples entre os estados nativo e o desdobrado (Tishchenko e
Gorodkov, 1979). Contudo, andlises espectroscopicas do desdobramento térmico, no
equilibrio, sugeriram a ocorréncia de uma transicdo sequencial (Zajicek et a., 1981).
Estudos mais recentes de desnaturacéo, no equilibrio, com tripsinogénio e com b-tripsina,
mostraram que os dados experimentais se gjustam ao modelo de dois estados (Bulg e
Otlewski, 1995). Porém, a cinética do desdobramento mostrou que 0 mecanismo de
desnaturacdo € mais complexo (Otlewski et al., 1996).

Existem poucos exemplos, na literatura, da ocorréncia de intermediérios do tipo MG
em proteinas compostas quase que totalmente de folhas b. Devido a isso, sob o ponto de
vista de Kumar et al. (1995), ndo se deve generalizar 0 conceito do MG como um
intermediario universa durante o dobramento das proteinas. Na verdade, os estados de MG
foram caracterizados a partir de proteinas com ato contelido de a-hélice. Dessa forma, a
identificacdo de um estado de MG para b-tripsina, uma proteina com ato contelido de
folhas b, pode contribuir como mais um exemplo para a presenca desse estado desnaturado
compacto, narota do dobramento das proteinas globulares.

Existem evidéncias de intermediérios do tipo MG em serino proteases. Hu et al.
(1994) demonstraram a presenca de um estado intermediério do tipo MG para a subtilisina
E, formado na auséncia da sequéncia N-terminal. Shindle e Inouye (1995) demonstraram a
existéncia de um intermedidrio do tipo MG, na via de enovelamento da subtilisina, mediada
por chaperones intramoleculares. A associacdo do tripsinogénio a chaperones da classe
Hsp60, ao longo da via de secrecdo em células pancredticas, também ja foi reportada (Le
Gall e Bendayan, 1996).



O efeito da pressdo hidrostatica no desdobramento da tripsina comercial foi
estudado por espectroscopia de fluorescéncia (Ruan et a., 1997). Um estado estével e
parcialmente desnaturado foi evidenciado, tanto a pH 3,0 ou 7,3, apresentando
caracteristicas de um molten globule.

Em nosso estudo, trés métodos espectroscopicos foram empregados para seguir as
transicoes reversiveis no equilibrio para a b-tripsina bovina. Fluorescéncia foi usada para
monitorar 0 estado da proteina durante a desnaturacdo com uréia, e para avaiar a
associagdo da sonda bissANS a b-tripsina. Espectroscopia de DC, no UV préximo e
distante, e espectroscopia no UV foram usados para seguir o processo de desnaturacéo da
b-tripsina por calor. Além disso, experimentos utilizando DSC de alta sensibilidade foram
realizados.

A técnica de dicroismo circular possui a vantagem de ser aplicada a moléculas em
solucdo, com extrema rapidez na aquisi¢céo dos espectros. Além disso, o espectro de DC no
UV distante pode ser analisado para se estimar o contelido dos elementos de estrutura
secundéria, ou sgja, hélices a, folhas b, voltas e outros, presentes ha molécula da proteina
(Johnson, 1990). Embora a estrutura secundéria da b-tripsina tenha sido estimada através
dos dados de difracéo de raios-X (Levitt e Greer, 1977; Kabsch e Sander, 1983) e também
em solucdo, através de espectroscopia no infravermelho (Prestrelski et al., 1991), seu
espectro de DC ainda ndo foi avaliado pelos programas disponiveis para se estimar as
porcentagens de estrutura secundéria de proteinas.

O espectro de dicroismo circular é excepcionalmente sensivel a mudancas na
estrutura secundaria e terciaria de proteinas globulares. Deste modo, o DC pode também ser
usado para seguir os efeitos de desnaturantes quimicos, de diferentes valores de
temperaturas e pH, e ainda de ligantes na conformacdo da proteina, a partir de seus
espectros no UV proximo e distante. Como parte dos estudos de desdobramento com a b-
tripsina, a técnica de DC foi escolhida para acessar os efeitos das mudancas na estrutura
secundéria e terciaria dessa proteina, durante a desnaturag&o por calor e por uréia.

Apesar de os experimentos classicos de Tanford terem mostrado que varias
proteinas, em presenca de GdnHCI 6 M, exibem propriedades hidrodindmicas de random
coils, este resultado tem sido mal interpretado no sentido de que o estado desnaturado € um

random coil, sob todas as condi¢des (Dill e Shortle, 1991). Atuamente, existem evidéncias
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experimentais de que, sob a grande faixa de condigbes tipicamente utilizadas para
desnaturar proteinas, os estados desnaturados apresentam persistentes aglomerados
hidrofébicos e consideravel estrutura secundaria residual (Dill et al., 1995; Smith et al.,
1996). Neste trabalho, os espectros de dicroismo circular foram também utilizados para
avaliar a natureza dos estados desdobrados da b-tripsina, decorrentes da desnaturacéo
térmica e quimica. Particularmente para os espectros no UV distante, o programa CCA
(“Convex Constraint Algorithm”) foi utilizado para estimar o conteldo de estrutura

secundaria presente nesses estados.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Dobramento de proteinas

O dobramento de uma proteina é considerado, por varios autores, como a segunda
traducdo da mensagem genética, completa a transferéncia de informagdo do DNA para o
produto ativo do gen — a proteina.

Existem em torno de 100.000 proteinas no genoma humano e cerca de 10* em
todos os organismos. Para se tornarem biologicamente ativas, essas proteinas devem se
dobrar em uma estrutura tridimensional estavel. Apesar da grande diversidade de proteinas,
0 numero de dobramentos é relativamente pequeno, menos do que 700 observados até o
presente, enquanto os dominios das proteinas exibem somente 32 diferentes arquiteturas
(Thornton et a., 1999). A natureza tem criado um verdadeiro complexo, através da
combinacdo de um nimero pegueno de elementos simples, tais como os dois mais comuns
elementos de estrutura secundaria observados nas proteinas. as a-hélices e asfitasb.

A questdo do mecanismo do dobramento das proteinas tem sido objeto de estudos
pelos cientistas por muitas décadas, porém, significativo avango se iniciou quando
Anfinsen (1973) promoveu o redobramento da ribonuclease reduzida e desnaturada para a
sua forma ativa. Ele postulou o principio fundamental para o dobramento de proteinas em
1973: o dobramento de uma proteina € determinado pela sua sequéncia de aminoacidos.
Porém, surgiram os questionamentos de que conformacdo dobrada sera atingida por uma
determinada sequéncia de aminoécidos, uma vez gque cada sequéncia de aminoacidos ndo
especifica uma unica conformagdo e, de que maneira a cadeia polipeptidica atinge sua
conformagéo dobrada.

O problema do dobramento da proteina pode ser dividido em duas partes. A
primeira consiste em determinar que estrutura tridimensional particular € especificada por
uma certa sequéncia de aminoacidos. A comparagdo de estruturas de proteinas homologas

mostra que existem regifes onde a estrutura nativa das cadeias polipeptidicas é muito

7



similar. Desse modo, pode-se predizer a estrutura de uma proteina a partir de sua sequéncia
de aminoécidos, usando a estrutura conhecida de uma proteina homologa (Lesk e Chothia,
1986). Pode-se também designar uma sequéncia de aminoéacidos para adotar uma estrutura
tridimensional desgjada (De Grado et a., 1999). A segunda parte do dobramento de uma
proteina é a sequéncia de eventos, ou sgja, a rota pela qual uma proteina atinge sua
conformagdo nativa. Para uma cadeia polipeptidica contendo 100 aminoécidos, onde cada
residuo assume duas diferentes conformagdes, existiriam 10% possiveis conformagdes que
poderiam ser adotadas por essa cadeia polipeptidica Se somente 10 segundos sdo
requeridos para converter uma conformagdo em outra, uma pesquisa ao acaso de todas as
conformacdes iria requerer 10™ anos. Um tempo irreal em um contexto biolégico, onde o
dobramento ocorre na ordem de segundos ou minutos. 1sso é referido como o “ paradoxo de
Levinthal” e sugere a existéncia de diferentes rotas preferenciais que a cadeia polipeptidica
poderia adotar para alcancar o estado nativo de minima energia. Assim, a solucéo desse
paradoxo auxiliaria na elucidacéo da rota, através da qual as conformacdes nativas podem
ser preditas (Karplus, 1997).

Apesar das inUmeras tentativas para desvendar as principais regras do dobramento
das proteinas estarem sendo estabel ecidas por meio de experimentos in vitro, estes parecem
ser bons modelos para se entender 0os mecanismos, através dos quais uma cadeia
polipeptidica nascente alcanca sua conformagdo nativa no meio ambiente celular. Além
disso, muitas proteinas desnaturadas, até mesmo aquelas onde as pontes dissulfeto foram
rompidas, sdo capazes de redobrar espontaneamente (Ellis e Hartl, 1999). Embora essa
suposicao tenha sido, a principio, desafiada pela descoberta dos chaperones moleculares,
com base na informagdo funcional e estrutural atualmente disponiveis sobre essas
moléculas, tem sido claramente estabelecido que as principais regras do dobramento das
proteinas, oriundas dos experimentos in vitro, sdo também véidas no meio ambiente
celular.

Até o momento, o dobramento das proteinas é uma area de pesquisa extremamente
ativa, envolvendo aspectos de biologia, quimica, bioquimica, informética e fisica. Os
principios fundamentais tém aplicacOes préticas na exploracdo dos recentes avangos da
pesguisa gendmica, no entendimento de varias patologias e nos projetos de novas proteinas

com funcgdes especiais (Dobson, 2000; Y on, 2001).
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Considerando que o dobramento da proteina na célula é complexo, existe grande
probabilidade de defeitos oriundos desse processo. De forma geral, mutacOes e alteracoes
no meio ambiente podem desestabilizar termodinamicamente os estados nativos e
intermediarios, alterar a cinética do dobramento e também desviar as proteinas de suas rotas
normais de dobramento. Além disso, prolongadas ou inapropriadas associagbes com
chaperones moleculares ou com enzimas de dobramento (prolil isomerase e dissulfeto
isomerase), formacao de espécies agregadas e fibrilas amildidicas, ou dobramento em um
compartimento inapropriado podem acarretar em perda funcional da proteina e, deste
modo, levar a uma conformacdo molecular aterada (Thomas et a., 1995). Dessa forma, €
importante reconhecer que as proteinas no meio ambiente bioldgico podem existir em uma
variedade de diferentes estados e que o estado de uma proteina, sob certas condicdes,
depende de uma série complexa de fatores cinéticos e termodinamicos. Isto é ilustrado em
um esquema na Figura 1.

As doengcas associadas a dobramentos incorretos de proteinas abrangem uma grande
faixa de estados patoldgicos. Sdo exemplos: a fibrose cistica, a osteogenese imperfeita e o
cancer (Baum et al., 1999; Dobson, 2000).

O grupo de doencas associadas ao distrbio das proteinas, por permanecerem
dobradas apds producdo normal e secrecdo, € coletivamente conhecido como amiloidoses.
Este fato resulta em agregados com o aparecimento de fibrilas amildidicas, causando as
encefalopatias espongiforme. Essa severa patologia inclui as doencas associadas a proteina
prion, como a doenca da vaca louca no gado e o mal de Creutzfeld-Jacob em humanos
(Prusiner, 1997). O ma de Alzheimer, o diabetes do tipo Il e a doenca de Parkinson séo
também exempl os de doencas caracterizadas pela presenca de depdésitos fibrilares amil dides
(Dobson, 2000). Apesar de um mecanismo detahado para o dobramento ndo ser
completamente conhecido, significativos avangos ja foram acangados, no sentido de
melhor entender esse processo complexo, por meio de aproximagOes experimentais e

tedricas.
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FIGURA 1. Representacdo esquemdtica de alguns dos estados acessiveis a uma cadeia
polipeptidica, apds a sua biossintese. Em seu estado monomérico (U), a
proteina se dobra através de um estado intermediario parcia mente estruturado
(') paraum estado nativo globular (N) (Dobson e Karplus, 1999).
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2.2 M odelos erotas de dobramento das proteinas

Baseado nas consideragdes de como uma cadeia polipeptidica iria superar o
“paradoxo de Levintha”, diferentes modelos de dobramentos oriundos de consideragtes
teoricas, simulagdes de dobramento ou observagctes experimentais tém sido propostos. Os
estudos tedricos consideram o dobramento das proteinas como um processo estatistico, de
tal forma que simulagdes utilizando uma variedade de funcgdes potenciais sdo usadas para
descrever as vérias interacbes dentro da proteina. As equacdes de movimento de Newton
s80 resolvidas para definir trajetorias dos diferentes &omos dentro do sistema e simulagdes
estatisticas, utilizando métodos de Monte Carlo, também auxiliam na geracéo de todas as
conformagdes possiveis para que uma cadeia polipeptidica alcance um modelo teorico
tridimensional, bem como nos calculos das energias para estrutura nativa (Dobson e
Karplus, 1999)

No modelo hierdrquico, as estruturas locais formam-se primeiro, de onde irdo
resultar as a-hélices e as folhas b, em um processo controlado pelos principios basicos de
formacdo de estrutura secundéria (Kim e Baldwin, 1990; Baldwin e Rose, 1999). Isso é
seguido por interagfes ndo locais, como, por exemplo, entre duas a-hélices que se agrupam
para formar estruturas supersecundarias estaveis. O processo continua até que dominios
completos se formam e a cadeia polipeptidica como um todo é dobrada, adquirindo uma
conformagao estavel.

Em um outro modelo alternativo, o dobramento € iniciado por um colapso
espontaneo, mediado por interacBes hidrofobicas entre residuos ndo polares, levando o
polipeptideo a um estado compacto; ou ainda, a formagdo de alguns segmentos de
estruturas secundarias ocorre simultaneamente ao colapso hidrofobico (Dill et al., 1995).
Esse estado, resultante de um colapso hidrofébico, pode apresentar um alto contelido de
estrutura secundéria similar ou ndo a esta estrutura na proteina nativa, ser compacto mas
possuir um nucleo hidrofébico parcialmente exposto ao solvente, além de possuir estrutura
terciariainstavel, onde as cadeias laterais de aminoécidos apresentam grande mobilidade. O
estado assim caracterizado é sempre referido como um molten globule (MG). A

comunidade cientifica considera que o estado de MG representa, pelo menos, um
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intermediario geral na rota do dobramento das proteinas (Ptitsyn 1995; Bai e Englander,
1996). Fink (1995) sugere que o MG esta presente no processo de dobramento de todas
proteinas com mais de um dominio estrutural.

Muitas proteinas provavelmente se dobram através de um processo que incorpora
aspectos de ambos modelos. Ao invés de seguirem uma Unica rota de dobramento, uma
populagdo de moléculas pode seguir uma variedade de rotas convergindo para um mesmo
destino, onde o nimero de diferentes espécies conformacionais, parcialmente dobradas, se
reduz, a medida que o dobramento se completa. Essa nova viséo do dobramento da proteina
foi mostrada no modelo do funil de dobramento introduzido por Wolynes et al. (1995). O
modelo, denominado “Superficie ou Paisagem Estatistica de Energia’, descreve o
comportamento cinético e termodinamico da transformacdo de um conjunto de moléculas
desdobradas para um estado nativo (Figura 2). Nesse funil, uma proteina navega com
grande facilidade, através de uma complexa “paisagem” de energia, onde diferentes
padroes de dobramento podem surgir, dependendo dos pardmetros energéticos e das
condicdes empregadas. A velocidade de dobramento serd reduzida pelas ondulacdes na
paisagem de energia, que correspondem aos minimos globais populacionados por
intermediarios parcialmente estaveis. De acordo com esse modelo, existem microrotas
paraelas, onde cada cadeia polipeptidica segue sua prépria rota. Caminhando a base do
funil, o nimero de conformagdes que a proteina pode adotar € reduzido, bem como a sua

entropia.
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FIGURA 2. A termodinamica do dobramento de uma proteina visualizada como um funil
de energia livre. A largura do funil representa a entropia, e a profundidade, a

energia. Q € a fracdo de contatos nativos indicado para cada colecdo de
estados (Wolynes et al., 1995).
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Muitos resultados experimentais sdo consistentes com esse novo modelo. Ja foi
demonstrado que a lisozima e o citocromo ¢ redobram de acordo com rotas paralelas
aternativas (Segel et al., 1999). Espécies heterogéneas tém também sido detectadas durante
o redobramento da fosfoglicerato cinase, algumas delas sendo espécies oligomeéricas
transitorias (Percorari et a., 1996). Essas espécies tém sido descritas no redobramento da
estrutura nativa monomeérica para outras proteinas (Silow et al., 1999). Da convergéncia
dos estudos tedricos e experimentais, uma nova visdo unificada dos processos de

dobramento tem surgido e esse novo modelo € atualmente o mais aceito.

2.3 Detecgao e car acterizagdo de intermediarios no dobramento das proteinas

A transic8o desdobramento/redobramento, sob condicdes de equilibrio, tem sempre
sido descrita como um processo entre dois estados, o nativo (N) e o desnaturado (D), no
gual somente as espécies nativas e totalmente desdobradas estéo presentes. 1sso implicaem
um processo atamente cooperativo onde, sob o ponto de vista estatistico, os pesos da
populacdo de espécies intermediarias sdo negligenciaveis. Além disso, os intermediarios
sdo geramente instaveis, e somente sob algumas condi¢cdes experimentais, o equilibrio é
deslocado no sentido dessas espécies, tornando possivel investigacbes de cardter estrutural
e energético para os estados intermediarios (Hayne e Freire, 1993).

A aproximagdo de um processo de dois estados para a transicéo
desdobramento/redobramento é frequentemente valida, para pequenas proteinas, e tem se
mostrado valiosa para estudar o comportamento de varias proteinas, quando expostas a
condicdes de desnaturacdo, especia mente porque permite a aplicacéo de termodinamica de
equilibrio para entender caracteristicas basicas da reacdo (Pace, 1990). Tal aproximagdo
também permite a determinacdo de DGu, a energia livre de desnaturacdo, uma medida da
estabilidade conformacional (ou termodinamica) da proteina.

Existem dois testes, utilizando os dados de curvas de transi¢oes no equilibrio, para
averiguar se o processo de desdobramento de uma proteina se aproxima de uma transicéo
entre dois estados, ou sgja, uma curva de transicdo sigmoidal simétrica e a coincidéncia de

curvas obtidas com diferentes sondas estruturais. A ndo coincidéncia dessas curvas de
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desnaturacdo sugere a presenca de intermediarios no processo de desnaturacdo (Jackson e
Fersht, 1991).

Estudos cinéticos iguamente evidenciam os intermedidrios durante o
desdobramento das proteinas, porém essas espécies também sd0 pouco popul acionadas para
se obter informacdo estrutural. Dois maiores impedimentos para caracterizacdo dessas
especies sdo a ata cooperatividade e a rapidez do processo de renaturacdo, especialmente
no inicio dos eventos do dobramento da proteina. Para esse proposito, artificios de mistura
rapida, acoplados ao DC, e RMN utilizando troca répida hidrogénio/deutério, associado a
um sistema de mistura para marcacdo de espécies transitorias, tém-se mostrado bastante
informativos na elucidagcdo dos eventos precoces associados com a formagdo de estrutura
secundéria (King, 1989; Roder et al., 2000).

Técnicas de engenharia de proteina tém sido também empregadas, com sucesso, na
estabilizacdo dos estados intermedi&rios, na elucidacdo do papel dos residuos de
aminoéacidos no processo de dobramento e também na avaliacéo da estabilidade da proteina
(Fersht, 1993).

2.4 Dominios estruturais e o processo de dobramento

Grandes proteinas sdo geramente compostas de um certo nimero de unidades
globulares compactas, denominadas de dominio, ligados por curtos segmentos da cadeia
polipeptidica. Eles podem se comportar como unidades independentes, ou podem interagir
estruturalmente de formas diferentes, durante os processos de dobramento e desdobramento
da proteina.

Cada dominio normalmente inclui somente residuos de aminoacidos que sdo
consecutivos na cadeia polipeptidica, podendo sempre ser separados por clivagem
proteolitica do segmento que os une. Dominios bem definidos sGo sempre considerados
como unidades autdbnomas de dobramento, uma vez que tais estruturas normalmente se
dobram independentemente umas das outras. Contudo, outros dominios ndo sdo
estruturalmente independentes (Jaenicke, 1999).
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Muitos dados experimentais tém mostrado que os dominios se comportam como
unidades autbnomas de dobramento; porém, a habilidade dos dominios, independentemente
dobrados, de se associarem para formar uma proteina funcional tem sido observada
somente em poucas proteinas, tais como, tioredoxina, elastase e metionil-t-RNA sintetase.
Deste modo, parece que, para muitas proteinas, o dobramento correto dos dominios
isolados ndo € suficiente para promover uma organizagdo funcional. Além disso, as
interagdes entre dominios sdo requeridas durante o processo de dobramento, para permitir
0s gjustes estruturais que irdo resultar na moléculafuncional (Y on, 1997).

Portanto, o dobramento de proteinas contendo varios dominios € mais complexo que
aquele para as proteinas contendo um sO6 dominio estrutural. A associacdo dos dominios
retarda o processo de dobramento para essas proteinas, de tal forma que intermediarios com
um ou mais dominios dobrados, mas ndo pareados, se acumulam. Nessa forma, os dominios
podem reconhecer seu par complementar em outra cadeia polipeptidica, conduzindo a
agregacao dessas formas. Ao contrério, quando a estabilidade de um dominio estrutural é
dependente das interacBes com os outros dominios, o processo de dobramento quase
assume as propriedades de um Unico processo cooperativo (Jaenicke, 1999).

Nas proteinas de multidominios, cada dominio parece se dobrar individualmente
através de um processo co-traducional, ou sgia, enquanto a sintese do restante da cadeia
polipeptidica ainda estd sendo completada (Netzer e Hartl, 1998). Apesar desse fenémeno
nado estar totalmente elucidado, a co-traducdo iria superar a lentiddo do redobramento
observado com essas proteinas in vitro, devido a formacdo de interagdes incorretas entre 0s
dominios adjacentes (Ellis e Hartl, 1999).

Além dos estudos de redobramento entre os dominios isolados oriundos de clivagem
proteolitica, aqueles tendo como base a técnica de calorimetria diferencia de varredura
(DSC) contribuem com informagdes adicionals, de cardter estrutural e termodinamico, aos
estudos cristalograficos de proteinas. Essa técnica permite definir regides da proteina que se
comportam ou ndo como unidades cooperativas, durante o processo de desnaturacdo
térmica. Para 0 caso de proteinas contendo um sd dominio estrutural, essa estrutura
corresponde a uma unidade cooperativa. No caso de proteinas de multidominios, os
diferentes dominios podem se comportar como uma Unica unidade cooperativa durante o

desdobramento, dependendo das interacBes entre eles. Se dois ou mais dominios ndo sao
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estruturalmente dependentes, cada um deles pode se desdobrar como uma unica entidade
termodindmica, e, nesse caso, 0 processo de desdobramento apresenta varias transicoes
cooperativas (Privalov, 1982).

Além de evidenciar a presenca de uma ou vérias unidades cooperativas, que
corresponderiam aos dominios estruturais da proteina, esta técnica permite detectar a
presenca de intermediarios durante o processo de desdobramento e quantificar as

propriedades termodinamicas de cada unidade cooperativa.

2.5 Estruturasresiduais nos estados desdobr ados das proteinas

Os estados desnaturados das proteinas tém sido tradicionalmente assumidos como
um conjunto de estruturas nas quais as preferéncias conformacionais sdo determinadas, de
maneira geral, por restricbes estéricas (Dobson et al., 1998). De consideragdes tedricas,
existem evidéncias de que as conformagbes mais compactas dentro de um conjunto
desnaturado podem apresentar algumas caracteristicas de dobramento nativo, e ainda se
percebe uma grande distribuicdo de diferentes conformagbes, algumas das quais sdo
altamente extendidas, mas outras se apresentam extremamente compactas (Smith et al.,
1996). O caso extremo do estado desdobrado de uma proteina € conhecido como um
random coil.

A existéncia de estrutura no estado desnaturado auxilia tanto o entendimento dos
eventos precoces do dobramento das proteinas quanto a avaliacdo da estabilidade de uma
proteina, que € determinada pela diferenca entre os estados dobrado e desdobrado. Tem
sido postulado que tais estruturas residuais podem se assemelhar a intermedi&rios do
dobramento ou representam sitios de iniciacdo para o dobramento da proteina (Buck et al.,
1994). Considerando que 0s eventos iniciais no processo de dobramento das proteinas
consistem de um colapso hidrofobico, acompanhado ou ndo pela formacdo de estruturas
secundérias, as microestruturas residuais que persistem durante 0s processos de
desnaturagdo em vérias proteinas podem estar envolvidas no processo de dobramento,
como centros de nucleacdo hidrofébicos, onde participam regifes locais da cadeia
polipeptidica (Garciaet a., 1995).
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Para a b-lactoglobulina, Kuwgjima et a. (1996) sugerem gue a estrutura secundéria
residual, presente em GdnHCl 4,0 M, seria o local de iniciagdo do dobramento dessa
proteina. A estrutura residual na a-Lactalbumina (a-LA), presente em uréia 10 M, foi
atribuida a um nucleo hidrofobico, capaz de fornecer um molde para a correta organizagdo
das partes remanescentes da estrutura, durante o processo de dobramento (Schulman et al.,
1997).

Ja as proteinas desnaturadas por elevacdo de temperatura frequentemente exibem
evidéncias de residuos estruturais na sua forma desnaturada, 0 que em alguns casos pode
resultar em estados intermediérios (Fink, 1995).

Em um modelo tedrico para o desdobramento térmico de proteinas globulares,
Muthusamy et al. (2000) observaram que, para a lisozima da clara de ovo, mais da metade
dos residuos em a-hélice sdo preservados a 75 °C, e ndo participam no desdobramento
térmico. Os resultados dessas predicdes tedricas foram consistentes com 0s experimentos
de Chistiakova et al. (1976), mostrando que a 80 °C, metade das estruturas em a-hélice
foram também preservadas, através da andlise de DC no UV distante. Outra conclusdo do
trabalho de Muthusamy et al. (2000) foi que o estado desdobrado por calor de oito proteinas
globulares tipicas, também analisadas, mostrou algum tipo de estruturaresidual .

Hamada e Goto (1997) andisaram o espectro de DC no UV distante da b-
lactoglobulina, em GdnHCI 5,2 M e concluiram que, nesse estado, a proteina ainda contém
10% de a-hélice e 15% de folhas b.

Fabian et a. (1993) monitoraram o desdobramento da ribonuclease T1 (RNase T1),
por calor, através de espectroscopia no infravermelho, acoplada a transformada de Fourier
(FTIV). A andlise dos espectros revelou que, a 70 °C, essa proteina ndo apresenta estrutura
secundéria regular, porém, estruturas do tipo “loop” persistem nesse estado desdobrado. Por
outro lado, a mesma técnica revelou que o espectro da concanavalina A, uma proteina com
ato contetdo de folhas b, a 80 °C, foi semelhante aquele da proteina nativa (Jackson e
Mantsch, 1992).

Em um estudo utilizando-se espectroscopia de RMN e troca de hidrogénio amida,
Buck et a. (1994) mostraram que a lisozima da clara de ovo, em uréia 8 M, contém pouca
ou nenhuma estrutura secundéria regular, porém, a estrutura da proteina, nesse estado, néo

se aproxima daquela de um random coil. Também, foi demonstrado através de RMN que o
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inibidor de tripsina pancreética bovina (BPTI) ainda contém interacGes especificas entre
residuos arométicos, apos a reducdo de suas pontes disulfeto (Lumb e Kim, 1994). Por
outro lado, a combinagdo de espectroscopia no FTIV e de RMN mostrou que o estado da
RNase HI, desdobrado pelo uso de ata pressdo, pode conter estrutura secundaria residual
(Yamasaki et al., 1998). O estado desnaturado por alta pressdo, para a RNase HlI, foi
caracterizado como um MG, de acordo com os espectros de FTIV, e como um estado
desnaturado compacto, exibindo desordem nas cadeias laterais e também presenca de

aglomerados hidrofdbicos, através da analise dos espectros de RMN em 2D.

2.6 A inativagdo precedendo ao desdobramento das enzimas

Evidéncias na literatura indicam que a inativagcdo enzimética normalmente precede
as mudancas na conformagdo molecular da proteina. De fato, tem sido demonstrado que as
mudancas na atividade de fumarase ocorrem em concentragdes de GAnHCI muito inferiores
aquelas necess&rias ao desdobramento das estruturas secundaria e tercidria da proteina
Kelly e Price (1991). De modo analogo, Arnold e Ulbrich-Hofmann (2000) demostraram
gue temperaturas moderadas ou baixas concentragdes de desnaturantes reduziram a
atividade catalitica da RNase A, antes que métodos espectroscopicos indicassem o
desdobramento da proteina. Assim, também tem sido demonstrado que o desdobramento da
glutationa transferase B1-1 € um processo sequencial, onde iniciamente ocorre a
dissociacdo da estrutura dimérica, resultando em um mondémero inativo, seguido do
desdobramento desses monémeros (Sacchetta et al. 1993).

Zhou et a. (1993) marcaram 0s grupos amino e tiol localizados préximo e naregido
do centro ativo da creatina cinase com o composto o-fitaldeido, para formar uma sonda
fluorescente. Durante 0 desdobramento da proteina com GdnHCI, ocorreram, simulténeamente,
inativagdo enzimatica e exposicdo da sonda, em concentragdes do desnaturante, bem
menores que aquelas requeridas ao desdobramento total da molécula. Os autores
concluiram que, em baixas concentracbes do desnaturante, ocorreu um aumento na

mobilidade do composto presente no sitio ativo, e que a inativacdo da enzima sugere que
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esse sitio esteja localizado em uma regi&o mais susceptivel a perturbacdo por desnaturantes
do que o resto da molécula.

Embora agentes desnaturantes, como uréia e GdnHCI, sgjam capazes de promover o
desdobramento de proteinas, esses desnaturantes podem aumentar a atividade catalitica de
certas enzimas, quando utilizados em baixas concentragoes. Exemplos de ativagdo incluem
a fosfatase alcalina (Rao e Nagaragj, 1991), a desidrogenase latica (Ma e Tsou, 1991,
Fernandez-Velasco et a., 1992), desidrogenase malica (Hecht e Jaenicke, 1989), glicerol
fosfato desidrogenase (Garza-Ramos et al., 1992), tubulina (Sackett et al., 1994) e outros.
De maneira geral, os autores justificam seus resultados pela suposicdo de que baixas
concentragdes desses desnaturantes fornecem maior flexibilidade aos sitios ativos das
enzimas, acarretando melhoria nos processos cataliticos.

Estudos de difracdo de raios-X mostram que a presenca de um ligante induz
mudancas conformacionais no centro ativo das enzimas, e ainda que estes estdo
normalmente situados em regides, conectando dois dominios estruturais. Para vérias
enzimas incluindo a fosfoglicerato cinase, hexoquinase, citrato sintase e aspartato amino
transferase, 0 movimento dos dominios como o de uma dobradica tem sido descrito como
um mecanismo fundamental para melhor posicionar 0 substrato, favorecendo a reacdo
enzimatica (Yon et a., 1990). Assim, parece provavel que os centros ativos da maioria das
enzimas estgam situados na regido entre os dominios, que é mais flexivel ou movel,
comparada a molécula como um todo, e, consequentemente, mais sensivel a perturbacdes

por agentes desnaturantes ou fatores fisicos (Tsou, 1995).

2.7 Serino proteases— Aspectos gerais

As serino proteases s80 enzimas proteoliticas caracterizadas pela presenga, em seu
sitio ativo, de uma cadeia lateral de serina excepcionalmente reativa. Sdo muito difundidas
na natureza, compreendendo diversificadas fungdes. Duas familias dessa classe de enzimas
tém sido especialmente bem estudadas, a familia da tripsina e da subtilisina. Apesar de
serem homologas, a conformacdo espacial das moléculas pertencentes a essas duas

familias, é diferente. Devido a isso, Lesk e Fordman (1996) propuseram que a
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nomenclatura “serino protease” fosse utilizada exclusivamente para as moléculas
pertencentes afamiliadatripsina

A comparagdo entre as estruturas primarias de vérias serino proteases revela a ata
homologia de sequéncia (Figura3) e a determinagdo da estrutura por raios-X dessas
enzimas mostra que a semelhanga no arranjo tridimensional é ainda maior (Hartley e
Shotton, 1971, Birktoft e Blow, 1972; Stroud et al., 1974; Bode et al. 1983). Yamane et al.
(1991) observaram ata homologia de sequéncia entre a tripsina bovina e a tripsina de
bactérias do género Streptomyces, que se estende no nivel de estrutura terciéria, conforme
demonstrado por meio de cristalografia de raios-X.

As sequéncias de tripsinas disponiveis em banco de dados foram coletadas e
alinhadas por homol ogia de sequéncia e, posteriormente, por superposi¢ao das estruturas de
raios-X das tripsinas. bovina, da bactéria Sreptomyces griseus e do fungo Fusarium
oxysporum. A arvore filogenética, construida de acordo com esse multiplo ainhamento, é
consistente com uma evolugdo divergente continua da tripsina a partir de um ancestral
comum para ambos, procariotos e eucariotos. Além disso, a comparacdo das estruturas
cristalogréficas revela uma grande conservacdo dos elementos de estrutura secundéria. Os
residuos conservados estéo associados as caracteristicas funcionais basicas da proteina, ou
sgja, ativacdo do zimogénio, catdlise e especificidade do substrato. Os residuos do nlcleo
hidrofobico da proteina e os sitios de ligagdo para o calcio ndo sdo, de forma geral, muito
conservados (Rypniewski et al., 1994).

A tripsina bovina é produzida pelas células exécrinas do pancreas como um
precursor inativo (tripsinogénio), o qual € constituido por uma cadeia polipeptidica de 229
residuos de aminoéacidos, interligada por seis pontes dissulfeto. A ativacdo do tripsinogénio
ocorre "in vivo" no intestino por agdo de uma enteropeptidase ou por moléculas de tripsina
ativa (auto-catélise) atraves de protedlise limitada. Apés a hidrdlise da ligacgo peptidica
Lyss-lle; e liberagdo do hexapeptideo amino- terminal, Val-(Asp)s-Lys, o tripsinogénio é
transformado naforma ativa da enzima (Davie e Neurath, 1955).
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FIGURA 3. Estrutura primaria da p-quimotripsina e b-tripsina bovinas, calicreina A de
pancreas de suinos e das cadeias polipeptidicas que contém o sitio catalitico
da plasmina suina (cadeia leve) e trombina humana (cadeia B ou pesada). Os
residuos de aminoécidos foram numerados em fungdo da sequéncia do
quimotripsinogénio (Hartley e Shotton, 1971). O alinhamento € baseado na
homologia entre as estruturas tridimensionais (Birktoft e Blow, 1972; Bode e
Schwager, 1975; Bode et al., 1983, 1989). A sequéncia da plasmina suinafoi
alinhada de modo a se obter a maxima homologia e considerando as
semelhangas estruturais dos seguintes aminoacidos. D=E, K, R; G=A)V;
A=V L I,M; F=T,W; S=T; Q=N; G=P (Greer, 1981).

Notacdo: Qt (quimotripsina), Bt (b-tripsina), Ca (Calicreina A), Pp
(plasmina suina), Th (trombina humana). O ponto (.) foi utilizado para

indicar as falhas no alinhamento relativo das cadeias.
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A clivagem auto-catalitica da b-tripsina na ligacéo Lys;31-Ser13, leva a formagdo da
a-tripsina (Shoroeder e Shaw, 1968). Estudos de difragdo com raios-X revelaram que essa
ligagdo peptidica esta presente em um segmento da cadeia que se liga fracamente ao resto
da molécula, denominado "loop" de autdlise (Bode et a., 1976). Sakiyama e Kawata (1983)
verificaram que, para a tripsina de Streptomyces erythraceus, o fenbmeno de
autdlise dificilmente ocorria na faixa de pH entre 5 e 10. Este fato foi atribuido a auséncia
de Lysou Arg no "loop" de autdlise dessaenzima (Yamane et al., 1991).

A clivagem da a-tripsina na ligagdo Lysi76-ASpi77 leva a formagdo da pseudo-
tripsing, j -tripsina (Smith e Shaw, 1969). A b-tripsina € uma cadeia polipeptidica Unica,
engquanto a a e aj -tripsina possuem, respectivamente, duas e trés cadeias polipeptidicas
mantidas juntas por pontes dissulfeto.

Durante o processo de ativagdo do tripsinogénio, ocorre também a liberagdo de
produtos mais degradados, inativos. A formagéo de tais produtos é fortemente influenciada
pela presenca de ions célcio, que promove seletivamente a producéo de b-tripsina (Abita et
al., 1969; Prestrelski et al., 1991). Tanto a tripsina quanto o tripsinogénio apresentam sitios
de ligacé@o especificos para o ion cécio. O sitio de maior afinidade esta situado em um
"loop" compreendendo os residuos de aminoacidos de nimeros 70 a 80 (Bode e Schwager,
1975). No tripsinogénio, existe um sitio adicional, de menor afinidade, para a ligagdo do
calcio proximo aos dois residuos de écido aspéartico, que fazem parte do peptideo de
ativagdo (Abitaet a., 1969).

Para temperaturas na faixa de 40 a 45 OC, e na presenca de célcio, a tripsina forma
um complexo tripsina-calcio, que possui maior atividade e estabilidade térmica quando
comparada a tripsina livre desse ion (Siphos e Merckel, 1970). Gabel e Kashe (1973)
observaram uma reducéo na velocidade de autdlise da b-tripsina, a temperatura ambiente e
em presenca de calcio 20 mM, comparada a autélise da proteina na auséncia de cicio. Na
presenca de ions calcio 2,0 mM, a b-tripsina foi estabilizada frente & autélise em pH 8,0 e
temperaturas de 15 e 20 OC (Dias e Rogana, 1986).

No nivel estrutural, Bulg e Otlewski (1995) verificaram que a molécula de
tripsinogénio, quando complexada aos ions célcio, ganha adicional estabilidade

conformacional, na faixa de pH entre 5,5 e 8,3. Particularmente em pH 8,3, foi reportado
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um aumento em 6,1 kcal/mol na estabilidade termodinamica da proteina ligada ao célcio,
comparada a estabilidade da proteina livre do ligante. Porém, Keax, Ky € Kea/Ky N80 se
alteram na presenca deste ion. Dessa forma, os autores concluiram que as propriedades
atividade cataliticalligagdo do célcio estdo separadas, ou sgja, uma grande estabilizacgo na
estrutura do tripsinogénio ndo é acompanhada por mudancas no processo de catalise.

A ativagdo do tripsinogénio, atraves do evento primério que € a hidrdlise da ligagéo
Lyss-lle;, provoca uma alteracdo conformaciona que confere a tripsina sua atividade
catalitica e especificidade caracteristicas. O residuo de lle; recém-formado movimenta-se
para o interior da molécula e forma um par idnico entre seu grupamento a-amino e 0 grupo
carboxilato do residuo de Aspig; (Stroud et al., 1974; Huber e Bode, 1978). Durante essa
mudanca conformacional, alguns segmentos da molécula, que eram flexivels no
tripsinogénio, tornam-se imobilizados na tripsina. Esses segmentos, denominados “dominio
de ativacdo”, representam cerca de 15% da estrutura do zimogénio e compreende as
sequéncias amino-terminal até Glyyo, e trés segmentos em “loop” compreendendo os
residuos Glyj1g-Proizs, Glyi70-Glyis:, € Glyapo-ASnygz (Brunger et al., 1987). Com essa
ligacdo, h& uma correta orientacdo do sitio de especificidade (bolso hidrofdbico) e dafenda
oxianidnicadatripsina (Huber e Bode, 1978; Kossiakof et al., 1977).

De fato, Bulgj e Otlewski (1995) e Hedstrom et a. (1996) demonstraram um
aumento em 3 kcal/mol na estabilidade conformacional da molécula de tripsina, decorrente
da formac&o dessa nova interacdo ionica.

O sitio catalitico é constituido pelos residuos de Serigs, Hise € ASpoo, que tomam
parte diretamente do processo de catdlise e sdo referidos como a "triade catalitica"
(Inagami, 1972). Esses residuos encontram-se préximos na estrutura tridimensiona da
molécula da tripsina e de todas as serino proteases estudadas, mostrando sua importancia
para a eficiéncia da catélise enzimatica (Kraut, 1977).

A "fenda oxianionica' é um outro componente do sitio catalitico da tripsina. E
formada pelos grupamentos -NH dos residuos de Glyig; € Serigs. Durante a catélise
enzimatica, ha uma interacdo desses residuos, por pontes de hidrogénio, com o oxigénio
anionico do intermediério tetraédrico (Nagakawa e Umeyama, 1984).

A b-tripsina é constituida por uma cadeia polipeptidica Unica de 223 residuos de

aminoécidos, interligada por seis pontes dissulfeto. A sua estrutura secundaria é
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caracterizada pela predominancia da cadeia estendida ou folhas b, e pouca estrutura a-
hélice. A molécula apresenta um arranjo tridimensional globular, em forma €eliptica, onde
as fitas b estdo organizadas de forma antiparalela, dispostas como se formassem dois
cilindros ou barris, caracterizados pela presenca de residuos hidrofébicos em seu interior

(Figura4). Cada barril constituiu um dominio estrutural da molécula de tripsina.

FIGURA 4. A estrutura tridimensional da tripsina bovina. Os residuos de aminoacidos

foram numerados de acordo com a sequéncia do quimotripsinogénio.
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A Figura 5 mostra as pontes de hidrogénio entre os atomos de carbono da cadeia
principal da tripsina. As duas partes que compdem a estrutura da proteina foram descritas
por Stroud e Dickerson (1974), e sdo bem visualizadas nesse esquema em zig-zag. Os
residuos de aminoacidos de nimeros 17 a 122 constituem uma unidade estrutural que
corresponde ao dominio N terminal da proteina e os residuos de 122 a 245 constituem o
dominio C terminal. Também aparecem duas estruturas em a-hélice, uma bem definida,
compreendendo os residuos 230 a 235, e a outra que ndo € muito uniforme, formada pelos
residuos 164 a 176. O ion de célcio esta representado em seu sitio de ligagdo na molécula
datripsina

Apesar dos dominios apresentarem estruturas tridimensionais similares, ndo existe
homologia na sequéncia de aminoécidos entre eles. Baseado no fato de que a estrutura
tridimensional € mais conservada do que a sequéncia priméria, foi sugerido que os
membros da familia da tripsina se desenvolveram por duplicacdo génica de um Unico
dominio ancestral dessas proteases (Neurath, 1984).

Um recente estudo, baseado na identificacdo de pequenas sequéncias repetidas em
proteinas, forneceu forte evidéncia para duplicacdo em tandem do gen ancestral para essa
familia (Baptista et a., 1998). Os autores propuseram que a provavel rota evolucionaria
para o desenvolvimento das tripsinas atuais envolveu uma extensiva duplicagdo intrinseca
de um gen em tandem, presente em um pequeno fragmento de DNA contendo 15 a 18
nucleotideos, correspondendo de 5 a 6 residuos de aminoacidos. Assim, cada barril se
desenvolveu através de extensiva duplicagdo de um pequeno segmento do gen,
correspondendo a um fragmento de peptideo de 5 a 6 aminoacidos, como mostrado na
Figura 6.

O centro ativo da tripsina esta situado em uma fenda entre os dois dominios. O
dominio 1 contribui com dois dos residuos da triade catalitica, a Hiss; € 0 Aspigz, enquanto
a Serig5 € parte do segundo dominio, como também visualizado na Figura 4. Os residuos de
Hiss; e Serig5 S80 parte das mesmas regides em “loop” nos dominios 1 e 2, respectivamente;
ou sgja, a Hiss7 se situa entre um “loop” que conecta as fitas beta 3 e 4 (3-4) no dominio 1 e
a Serig5 Se localiza no “loop” que conecta essas duas fitas, porém no dominio 2. O Aspige
esta dentro do “loop” (5-6) do dominio 1. O restante do centro ativo € formado por duas
regides em “loop” (3-4 e 5-6) do dominio 2 (Carter e Wells, 1988).
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FIGURA 5. Diagrama esquematico dos dominios estruturais da b-tripsina bovina
(Kossiakoff, 1982).
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FIGURA 6. Uma representacdo esquematica da evolucéo de proteinas da familia datripsina. A estrutura 3D de uma proteina genérica
pode ser decomposta em dois barris b. Cada barril € composto de dois segmentos contendo trés fitas b. similares. Em um

nivel mais baixo de complexidade, cada segmento de trés fitas b é composto de varias repeticbes em tandem, de 5 a 6

fragmentos de aminoécidos (Baptista et a., 1998).



Os primeiros estudos estruturais do tripsinogénio e da tripsina bovinos foram
realizados por Lazdunski e Delaage (1965, 1967). Esses autores investigaram as
desnaturagdes induzidas por mudangas de pH e temperatura, usando técnicas cinéticas,
espectrofotométricas e espectropolarimétricas. Na desnaturacdo térmica em pH é&cido, o
processo foi totalmente reversivel. Os valores das temperaturas de transicdo (Tp)
diminuiam a medida que o valor de pH reduzia. Para a tripsinaem pH 2,98, a transicdo se
processou somente entre dois estados, com T, de aproximadamente 56 °C. Com relagdo ao
célcio, os estudos com dispersdo rotatdria mostraram gue esse ion aumentou a organizagdo
das moléculas de tripsina.

Zagjicek et a. (1981) acompanharam a desnaturacéo térmica da b-tripsina bovina por
mudangcas na absorcao e na fluorescéncia dos croméforos presentes na proteina. Os estudos
foram realizados em pH 3,0, na presenca de NaCl 0,1 M. As curvas de desnaturacéo
reversivels, obtidas pelas duas técnicas espectroscopicas, ndo foram coincidentes. Este fato
levou os autores a concluirem que o processo de transi¢éo da b-tripsinaem pH 3,0 ndo é de
dois estados. Experimentos com DSC revelaram que 0 processo de desnaturacgéo térmica
para a b-tripsina, em pH 2,8, € uma transicdo entre dois estados, apesar dessa proteina
possuir dois dominios estruturais (Tishchenko e Gorodkov, 1979). Higaki e Light (1986)
usaram experimentos de cinética de redobramento para propor que as cadeias polipeptidicas
das serino proteases renaturam independentemente e que, em seguida, os dominios
estruturais interagem para regenerar a molécula funcional.

Mais recentemente, Bulg e Otlewski (1995) descreveram parametros
termodindmicos para a desnaturacdo térmica do tripsinogénio e da b-tripsina. Também
alguns dados, mais limitados, foram publicados para a cinética de desdobramento da
b-tripsina (Otlewski et a., 1996).

Um estado de “molten globule’” para a b-tripsina foi induzido, durante o
desdobramento dessa proteina, pelo uso de alta pressio hidrostética e temperatura de 0 °C
(Ruan et a., 1997).
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2.8 Métodos espectrais e sua utilizacdo no estudo de mudancas conformacionais em

proteinas

As proteinas absorvem luz e emitem radiagdo na faixa espectra do ultravioleta
(UV). Durante a absorcéo, a energia da fonte de luz € usada para promover os elétrons de
um estado basico a um estado excitado. Os el étrons que participam dos sistemas aromaticos
deslocalizados, frequentemente absorvem luz na regido do visivel ou do UV préximo, e
aqueles presentes na ligagdo amida peptidica absorvem o foton na faixa do UV distante.
Dessa forma, na molécula de uma proteina, a absorvancia é causada pelos grupos
peptidicos, pelos aminoécidos aromaticos e, em pequena contribuicdo, pelas pontes
dissulfeto. Algumas proteinas que apresentam co-fatores ligados covalentemente, tais como
as proteinas heme, absorvem luz naregido do visivel (Schmid, 1990).

A emissdo de fluorescéncia origina dos aminoacidos arométicos e é observada
guando elétrons excitados revertem do primeiro estado excitado para o estado basico.
Quando um cromdéforo € parte de uma estrutura assimeétrica, ou quando ele esta imobilizado
dentro de um meio ambiente assimétrico, a luz circularmente polarizada para a direita e
para a esguerda € absorvida com diferentes intensidades. Este fendmeno € chamado
dicroismo circular (DC).

Essas propriedades espectrais de uma molécula protéica dependem do ambiente
molecular e da mobilidade dos cromoforos presentes na proteina. Mudancas na polaridade
do microambiente dos residuos de triptofano, presentes na molécula da proteina, podem ser
verificadas pela fluorescéncia intrinseca desses residuos, utilizando-se um determinado
comprimento de onda para excitacdo desses cromoforos. O DC das cadeias laterais
aromaticas, ou UV proximo, é sensivel & precisa orientagdo desses residuos em uma
proteina nativa. Portanto, essa técnica detecta mudancas na mobilidade dos residuos
aromaticos, sendo uma boa sonda para a formagéo e perda da estrutura terciaria da proteina

Os polipeptideos e as proteinas apresentam regides onde os cromoforos peptidicos
estdo em arranjos altamente ordenados, tais como hélices afa, folhas beta paralelas e
antiparalelas e também varios tipos de voltas beta. Estes arranjos constituem os elementos
de estrutura secundéria das proteinas. Dependendo da orientacdo das ligacOes peptidicas

nesses arranjos, as transicoes oOticas da ligacdo amida podem ser quebradas em multiplas
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transicdes, os comprimentos de onda das transicbes podem ser deslocados e suas
intensidades aumentadas ou diminuidas. Essas transicdes contribuem de maneira
significativa para o espectro de DC na regido do UV distante (Cantor e Schimmel, 1980).
Como consequéncia, esta técnica € bastante sensivel a estrutura secundaria das proteinas, o
gue torna facil monitorar as mudangas conformacionais de proteinas que resultam das
alteracbes em temperatura, pH, forca iGnica, composi¢des de solventes e interagdo com
ligantes (Johnson, 1988).

Os métodos espectrais sdo de grande poder de informagdo nos estudos de transi¢coes
estruturais das proteinas, pois levam em conta as propriedades espectrais mencionadas
acima. O acompanhamento da desnaturacdo da proteina, através de DC no UV proximo,
espectroscopia de absorcdo no UV e fluorescéncia, pode mostrar mudangas no
microambiente dos residuos aromaticos que refletem alteracOes da estrutura terci&ria e
exposicdo de residuos hidrofébicos; enquanto o DC no UV distante reflete mudancas na
estrutura secundaria (Schmid, 1990).

2.9 Métodos para se estimar a estrutura secundaria de proteinas, a partir do espectro
deDC no UV distante

Existemn diversos métodos de andlise dos espectros de DC de proteinas, que podem
estimar as porcentagens dos elementos de estrutura secundaria. Estes métodos sdo
empiricos e, em sua maioria, utilizam um grupo de proteinas de estrutura tridimensional
conhecida, como referéncia.

Os programas VARSLC (Méodo de Selecdo Varidvel), desenvolvido por
Manavalan e Johnson (1987), e o SELCON (“Self-Consistent Method”) [Sreerama e
Woody (1993)] se destacam por apresentarem boa acuracidade na estimativa da estrutura
secundéria para varias proteinas (Greenfield 1996).

No primeiro método, uma base de dados inicial, contendo as proteinas de
referéncias, cujos espectros e estruturas secundarias séo conhecidos, € selecionada. Alguns
dos espectros das proteinas sdo eliminados, sistematicamente, para criar novas bases de
dados com um numero menor de padrdes de referéncia. Os resultados obtidos, utilizando-se

cada série, so entdo examinados, e aqueles que preenchem os critérios de selecdo, para um
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bom gjuste, sGo amostrados. De acordo com Greenfield (1996), o programa VARSLC
fornece uma boa avaliacdo da conformagdo da proteina em solugdo. Sua maior
desvantagem é que ele é recomendado para dados coletados até, no minimo, 184 nm. Além
disso, 0 programa é relativamente lento, uma vez que todas as combinacOes devem ser
testadas individua mente.

Sreerama e Woody (1993) fizeram modificagdes no método da selecdo variavel
(VARSLC), o que melhorou sua velocidade e confiabilidade. Assim, utilizando-se o
programa SELCON, as proteinas da série de referéncia sdo arranjadas em ordem crescente
dos valores, apresentando maior diferenca no quadrado médio do residuo do espectro de
DC da proteina a ser analisada, e os espectros menos semelhantes ao espectro de interesse
sd0 sistematicamente removidos. Este procedimento aumenta a velocidade de se encontrar
as melhores solugdes. Além disso, o programa inclui o espectro de DC da proteina a ser
analisada, na série de proteinas de referéncia, o que melhora a predicdo da estrutura
secundaria. Um valor arbitrério inicia € atribuido as porcentagens de estrutura secundaria
da proteina a ser analisada, com base nas porcentagens da proteina da base de referéncia
com a qual a proteina desconhecida apresenta maior coeficiente de correlagdo. O programa
desconvolui a série de referéncia a qual contém o espectro de DC de interesse, utilizando o
método de desconvolucdo de valor singular. A estrutura secundaria é, entéo, determinada e
0 resultado substitui os valores iniciais. O processo € repetido até que haja convergéncia
parao vaor arbitrario anterior.

Segundo Greenfield (1996), o método CCA (Convex Constraint Algorithm) [Perczel
et a., 1991] ndo fornece boa estimativa para a estrutura secundéria de proteinas
desconhecidas; porém, € o mais adequado para se examinar o espectro de proteinas e
polipeptideos em fungdo de temperatura e pH, e naligagdo de uma molécula na estrutura da
proteina.

Esse algoritmo desconvolui 0 conjunto de espectros de DC obtidos como uma
funcéo da temperatura ou de diferentes condi¢gdes do solvente, em componentes basicos.
Assim, 0 programa extrai dessa série de espectros 0s componentes puros, ou sga, um
espectro para 100% de estruturas em a-hélices, outro para 100% em folhas b, e assim por

diante, sem a necessidade de uma série de proteinas de referéncias. A porcentagem dos
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componentes puros presentes em cada espectro, registrados em diferentes temperaturas e
concentracdes de desnaturantes, é também fornecida.

Para que 0 espectro sgja analisado por qualguer método de estimativa de estrutura
secundéria, os dados de dlipticidade devem ser convertidos em valores normalizados. A
unidade mais comum utilizada nas medidas de dicroismo circular de proteinas e peptideos é

a elipticidade molar média por residuo:

[F]I=FsxM/dxcxN

onde, F s S80 0s valores de elipticidade em graus, obtidos no espectropolarimetro, M € a

massa molecular da proteina, N é o nimero de residuos de aminoéacidos, (d) é a espessura

da cubeta em cm e (¢), a concentragcdo da proteina em (mg/mL).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Caracterizar o processo de desdobramento da b-tripsina, por meio de medidas no
equilibrio, visando a elucidacéo do mecanismo de transicdo da proteina do estado dobrado
para o desdobrado.

3.2 Objetivos especificos

3.2.1 Obter os parametros DH,y € Ty, associados a0 processo de desnaturacdo, em
pH 2,8, assim como em diferentes valores de pH na faixa &cida, com o propésito de
determinar a variagdo da capacidade calorifica (DCp) para esse processo e de estimar a

estabilidade conformacional da proteina (DGu).

3.2.2 Obter as entalpias calorimétrica (DHy) e de van't Hoff (DHyy), com o intuito
de avaliar 0 comportamento dos dominios estruturais da molécula da b-tripsina, durante o

processo de desdobramento da proteina.

3.2.3 Obter espectros de fluorescéncia e de DC no UV proximo e distante, em
presenca de uréia, na faixa de concentracdo de zero a 5,0 M, com o proposito de avaliar o

efeito desse desnaturante no desdobramento da b-tripsina.
3.2.4 Obter espectros de DC na regido de 260-180 nm, visando estimar,

guantitativamente, a porcentagem de estrutura secundaria dessa proteina, em solucéo,
utilizando-se os programas SELCON e VARSLC.
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3.2.5 Obter espectros de DC na regido do UV distante, visando estimar,
quantitativamente, a porcentagem das mudangas nos elementos da estrutura secundaria da b

-tripsina, com 0 aumento da temperatura e em diferentes concentragdes de uréia, utilizando-
se 0 método CCA.

3.2.6 Efetuar medidas de atividade amidasica da b-tripsina em presenca de uréia, e

comparar as mudancas na atividade da enzima frente a mudangas na fluorescéncia
intrinseca da proteina.
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4, MATERIAL E METODOS

4.1 Proteina e reagentes quimicos:

Tripsina bovina, uréia, NPGB e L-BApNA foram obtidos da Sgma; bissANS foi
fornecido pelo Prof. Carlos Francisco Sampaio Bonafé. Todos os outros reagentes foram
de qualidade analitica.

4.2 Purificacdo e preparo da proteina:

A b-tripsina foi purificada a partir da tripsina comercial bovina em uma coluna de
SP-Sephadex C-50, de acordo com o procedimento descrito por Schroeder & Shaw (1968),
modificado por Dias e Rogana (1986). A pureza da proteina foi determinada por SDS-
PAGE em gés de 15%, preparados de acordo com Laemmli (1970). A concentragdo e
didise foram feitas utilizando-se concentradores Centriplus-10 da Amicon, a 4 °C. As amostras,

assim obtidas, foram liofilizadas e mantidas a—80 °C.
4.3 Deter minacao da concentracao detripsina:

A concentragdo da proteina foi determinada utilizando-se um coeficiente de
extingdo molar de 35.682 M cm™, a280 nm eapH 3,0 (Villanueva & Herskovits, 1971), e

padronizada através da titulacdo do centro ativo com NPGB, de acordo com Chase & Shaw
(1967).
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4.4 Experimentos de desnaturagéo térmica:

Em todos os experimentos de desnaturacéo térmica, a b-tripsina foi dializada contra
0 tampéo glicina 50 mM, pH 2,8. A escolha desse tampéo deve-se ao fato de 0 mesmo

apresentar baixa ental pia de ionizagao.

4.4.1 Espectroscopia no UV: O desdobramento da proteina induzido por calor foi
acompanhado pela mudanca na absorvancia a 286 nm, utilizando-se um espectrofotémetro
Gilford Response 1l, equipado com um termoprograma para controle da temperatura nas
cubetas. A célula de referéncia continha o tamp&o de didise. As solugdes de proteina foram
aguecidas de 25 a 75 °C, em intervalos de 0,5 e 1 °C, o que resultou em uma taxa de
aguecimento de 0,79 e 1,4 °C/min, respectivamente. A reversibilidade da desnaturacdo
térmica foi confirmada, apos resfriamento a 25 °C da solugdo da proteina, previamente
aguecida, até 75 °C e subsequente reaguecimento. Para determinar a mudanca na
capacidade calorifica (DCp), 0s experimentos de desnaturacdo térmica foram realizados nos
valoresde pH de 2,2; 2,5; 2,8; 3,0, 3,4; 3,6 €4,0.

A mudanca na absorvancia foi também observada, utilizando-se um
espectrofotdmetro Cary 3 (Varian). A amostra foi mantida em uma cubeta fechada, dentro
da qual uma sonda de temperatura foi inserida. A solucdo foi levemente agitada durante
todo o experimento. Uma cubeta, contendo somente o tampdo, foi colocada no
compartimento como referéncia. Os dados foram coletados a uma taxa de aguecimento de

0,4 °C/min, com um tempo médio de 15 segundos em cada interval o de temperatura.

4.4.2 Espectroscopia com DC: Os dados de dicroismo circular foram coletados em
um espectropolarimetro AVIV 62DS, equipado com um controlador de temperatura
termoelétrico. Um termopar, com precisio de + 0,2 °C, foi inserido na cubeta da amostra
para acompanhar diretamente a temperatura da solucdo de proteina. O desdobramento
térmico da O-tripsina foi efetuado, agquecendo-se a amostra a uma taxa constante de calor
(0,42 °C/min), e monitorando simultaneamente a €elipticidade em comprimentos de onda de
205 e 275 nm. As amostras foram equilibradas por 30 segundos, a cada valor de

temperatura, e as medidas foram tomadas em intervaos de 1 °C. As concentracGes de proteina
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utilizadas foram 12 e 42 nM, para os experimentos no DC distante e préximo,
respectivamente. As cubetas empregadas apresentavam caminho 6tico de 0,1 cm. Todas as
solugdes livres de proteina, ou sga, 0s solventes, ndo mostraram nenhuma mudanga na

elipticidade com 0 aumento da temperatura.

4.4.3 Calorimetria: A variacdo da capacidade caorifica especifica aparente da
solucdo de proteina foi determinada, utilizando-se dois diferentes calorimetros diferencial
de varreduraa MC-2 (Microcal, Inc.) e Nano-DSC 6100 (CSC). Para 0 MC-2, a
concentragdo de proteina variou de 97 a 143 nmM, e para 0 Nano-DSC, a concentragdo
utilizada foi de 80 mM. A taxa de aquecimento foi de 1 K/min. Para obtencdo da linha de
base, as células calorimétricas da amostra e da referéncia foram preenchidas com o tampéo
de didlise. Apos a obtencdo da linha de base, o tampéo de didlise foi removido da célula de
amostra e substituido pela solugdo de proteina. Nova varredura foi efetuada apds

resfriamento da amostra, para demonstrar reversibilidade termodinadmica.

4.5 Experimentos de desnaturagdo quimica:

A transicéo estrutural do desdobramento da b-tripsina, em diferentes concentraces
de uréia, foi monitorada pela mudanga na fluorescéncia intrinseca da proteina, com um
espectrofluorimetro de varredura da OPTD Inc. Os comprimentos de onda para a excitacéo
foram 280 e 295 nm e para a emissdo, 320 nm. As amostras de b-tripsina foram
equilibradas, por 1 hora, em solucdes de uréia na faixa de concentracéo de zero até 3,5 M.
A concentragdo das amostras de b-tripsina, para os ensaios de fluorescéncia, foi de 1,7 niM,
preparada em tampéo glicina 50 mM, pH 2,8. Solucdes estoque de uréia foram preparadas,
filtradas através de membrana 0,45 mm e utilizadas por um periodo de até 12 horas, para
evitar aliberagdo de ions cianato e amdnio, que sdo capazes de modificar quimicamente os
grupamentos amina das proteinas (Pace et al., 1990).

Apesar da uréia ser comercialmente disponivel em alto grau de pureza, os valores de
molaridade foram confirmados por medidas de indice de refracdo, em um refratdbmetro da
Bausch & Lomb, a 27 °C, seguindo as relagdes fornecidas por Pace et al. (1990).

39



Os espectros de fluorescéncia da b-tripsina, em presenca de diferentes
concentraces de uréia, foram registrados na faixa de comprimento de onda de 300 a 400
nm, em intervalos de 1 nm. Para essas medidas, um espectrofluorimetro da
Edinburgh/Analytical Instruments foi utilizado, com comprimento de onda de excitagdo
fixado em 280 nm. A reversibilidade foi avaliada, tomando-se novamente 0 espectro da

proteina, previamente incubadaem uréia5 M, apds sucessivas didlises.

4.6 Associacdo da b-tripsina com a sonda bissANS:

Para testar a associagdo da sonda fluorescente bissANS com os possiveis
intermediarios do desdobramento da b-tripsina, as solugdes de proteina foram incubadas em
diferentes concentragdes de uréia, como descrito no item 4.5. Apds incubacgdo por 1 hora,
foi acrescentado um volume fixo de uma solucéo estoque de bissANS 1 mM, e o espectro
de fluorescénciafoi registrado imediatamente apos a adicéo da sonda, na faixa de 300 a 500
nm, utilizando-se o espectrofluorimetro da Edinburgh/Anaytica Instruments. O comprimento
de onda de excitagdo foi fixado em 360 nm. As concentragdes finais de proteina e bisANS
foram 1,58 mM e 10,5 nM, respectivamente.

Para verificar aintensidade de fluorescéncia do triptofano, na presenca da sonda bis-
ANS, utilizou-se um comprimento de onda de excitacdo de 280 nm e o espectro foi
registrado de 300 a 650 nm.

4.7 Efeito do calor e de diferentes concentragdes de uréia na estrutura secundéria da

b-tripsina:

Os espectros de DC no UV distante foram registrados na faixa de 184 a 260 nm,
com uma velocidade de 20 nm/min, em intervalos de 0,2 nm. A concentracdo de proteina
utilizada foi de 0,3 mg/mL, em tampéo fosfato 10 mM, pH 2,8. As medidas foram feitas na
faixa de temperatura de 25 a 75 °C, em intervalos de 5 °C, utilizando-se um espectropolarimetro
Jasco J600, previamente calibrado com acido D-canforsulfénico. O equipamento foi

adaptado a um banho maria que circulou uma cubeta com caminho 6tico de 0,01 cm. Apds
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0 banho maria atingir a temperatura desgjada, um intervalo de tempo de 10 minutos foi
permitido para o equilibrio térmico.

Cada espectro térmico, representando a acumulag&o de trés registros, foi corrigido
pela subtracdo dos espectros registrados nas mesmas condi¢des para o solvente, na auséncia
da proteina. A reversibilidade da desnaturacdo térmica foi avaliada por retornar a
temperatura do banho maria para 25 °C, esperar 10 minutos e registrar novamente o
espectro da solucdo da proteina que foi aguecida até 75 °C.

No caso dos espectros na presenca de uréia, as solugbes de proteina foram
incubadas com as respectivas concentracbes de uréia, na faixa de zero a 3,7 M, e
equilibradas por 1 hora, antes da aquisicdo dos espectros. A concentragdo de proteina
utilizada foi de 0,2 mg/mL, em cubeta de caminho ¢tico de 0,1 cm. Os espectros foram
registrados na faixa de 190 a 240 nm, sendo que, em concentracOes de uréiaa partir de 1 M,
essa faixa se estreitou para 200 a 240 nm, devido a alta absorcdo de uréia abaixo de 200
nm. Todos os espectros foram subtraidos dos respectivos brancos, ou sgja, solvente na

ausénciade proteina.

4.8 Espectros de dicroismo circular naregido do UV proximo:

Espectros térmicos e espectros em diferentes concentragdes de uréia foram também
registrados na regido de 250-300 nm, com o objetivo de acompanhar mudancgas na estrutura
tercidaria da b-tripsina, em solugdo. A excecdo da faixa de comprimento de onda, as
condi¢des foram as mesmas estabel ecidas paraaregido do DC no UV distante. A concentracdo

de proteina utilizada foi de 0,2 ou 1 mg/mL e cubeta com caminho ético de 1 cm.

4.9 Avaliacdo da atividade enzimética da b-tripsina, em presenca de uréia:

A curva de desdobramento da b-tripsina, em diferentes concentracdes de uréia, foi
acompanhada pela determinagdo da atividade amidasica dessa enzima. A atividade foi
realizada pelo método descrito por Erlanger et a. (1961), utilizando-se L-BApNA como
substrato. A solucdo de uso do substrato foi preparada no momento de sua utilizag&o,

diluindo-se uma aliquota da solucéo estoque em tampéo Tris-HCI 0,1 M pH 8,2, contendo
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20 mM de CaCl,. A mistura de reacdo, na auséncia de uréia, continha o substrato na
concentracdo de 6 x 10* M. A mistura, adicionaram-se 10 nL da solugéo de b-tripsina,
na concentragao de 3,6 x 10° M. Para 0s ensaios enziméticos, na presenca de uréia, foram
preparadas vérias misturas de reacdo, contendo o desnaturante nas concentracdes de 0,1 a
2,5 M. A essas misturas, adicionaram-se 10 nL da solucdo de b-tripsina (3,6 x 10° M),
previamente incubada, por 1 hora, na presenca de uréia. Os ensaios de atividade foram
realizados em intervalos de 0,1 M do agente desnaturante.

A hidrdlise do substrato foi acompanhada pela formagdo do produto p-nitroanilina,
por meio da medida da absorvancia em 410 nm, em fungdo do tempo. A velocidade inicial
foi obtida utilizando-se o valor de 8800 M™* cm™, como coeficiente de extingdo molar do

produto.
4.10 Deter minacao dos par ametr os cinéticos em difer entes concentracdes de uréia:

A determinacdo dos parémetros cinéticos foi efetuada em quatro diferentes
concentragdes do substrato L-BApNA: 2,0 x 10% 4 x 10% 6 x 10* e 8 x 10* M e b-
tripsina, na concentragéo de 3,9 x 10”7 M. Inicialmente, os parametros foram determinados
para a b-tripsina, na auséncia do desnaturante. As concentragoes de uréia utilizadas para as
determinagdes foram zero; 0,5; 1,0 e 1,65 M. Os ensaios enziméticos foram realizados
seguindo a mesma metodologia descrita no item 4.9. Os par@metros cinéticos, no estado
estacionario, foram obtidos por meio de regressdo néo-linear, através do programa Sigma
Plot (Jandel Scientific).
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4.11 Andlise dos dados;

4.11.1 Desnaturagéo térmica: Os dados obtidos das medidas de UV e DC foram
gjustados por regressdo ndo-linear a uma equacdo para transicéo de dois estados (Cohen &
Pielack, 1994):

(y, +mT)+(y, +m,T){exp[DH  /RA/T, - 1/T)]}
1+exp[DH  /RA/T, - 1/T)]

[1]

Yobs =

Na equagdo [1], Yops € O Sinal detectado pelo equipamento, durante 0 processo da
desnaturacdo, T € atemperatura em Kelvin, R é a constante dos gases, T, € a temperatura
de transicdo, e DH,, é a entalpia do desdobramento em T, (entalpia de van't Hoff). Os
par@metros y, e yq referem-se aos interceptos em y das linhas de base para os estados nativo
e desdobrado, respectivamente, enquanto m, e my sdo as inclinagdes das linhas de base. Os
dados foram gjustados para a equacdo [1] utilizando o programa Sigma Plot. Os gjustes das
curvas foram avaliados pelo teste de c? e o gréfico de residuos representa a diferenca entre
os valores calculados e experimentais, para cada temperatura.

Para comparar as transicbes monitoradas pela absorvancia no UV e aquelas
observadas por DC no UV proximo e distante, cada curva de desdobramento foi
normalizada para a fragdo aparente da forma desdobrada, f,, utilizando-se a seguinte
relacéo:

ondey é o valor do parametro 6tico gque estd sendo monitorado e y; e y, S80 os valores para
0 estado totalmente dobrado e totalmente desdobrado em cada temperatura, como
determinado pela regressdo linear dos primeiros ou Ultimos pontos da curva de

desdobramento.
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4.11.2 Determinacdo de DC,: Diferentes valores de pH foram utilizados na
obtencdo de curvas de desdobramento térmico (perturbacdo das curvas de desnaturacdo
térmica), com o objetivo de se determinar a diferenca na capacidade calorifica (DCp). Os
dados dos experimentos do desdobramento térmico na faixa de pH entre 2,2 e 4,0 foram
utilizados para construir um grafico de DH, (entalpia de van't Hoff) versus Tp,. A

inclinacdo deste grafico (DCp) foi determinada por gjuste linear de acordo com a equagéo:

DHm = DCp (Tm) + b [3]

Parametros termodinamicos (T, € DHy,), obtidos das medidas espectroscopicas,
foram utilizados para determinar a mudanca na energia livre do desdobramento na

temperatura T, (DG,), usando a equagdo de Gibbs-Helmholtz:

DGy(T) = DHm(1- T/Tr) =DCp [(Tm—T) + TIN(T/T )] [4]

4.11.3 Calorimetria: Os dados de DSC, obtidos com o equipamento MC-2, foram
gjustados usando o programa Origin fornecido pela Microcal, Inc., e os dados do N-DSC
foram analisados usando o programa CpCalc, fornecido pela CSC. Iniciamente, os dados
foram subtraidos da linha de base do tampéo e, dessa forma, convertidos para capacidade
calorificamolar (MHC). O volume parcia especifico da proteina, requerido para o calculo
da capacidade calorifica molar parcia, foi de 0,73 cm®/g. Subsegiientemente, uma linha de
base linear-polinomial foi selecionada, gerando duas linhas que foram ajustadas as linhas
de base pré e pos-transicdo. Este procedimento fornece uma estimativa da entalpia
calorimétrica DHy, da entropia DS e da temperatura de transicdo T, , para 0 processo de
desdobramento. Para a desconvolucéo dos dados de MHC, o modelo geral com uma
transicdo foi selecionado. O gjuste continuou até que ndo houvesse melhoria no decréscimo
do valor de c?. Os valores para a entalpia de van't Hoff (DH,+) e para T, foram obtidos a
partir desta andlise. O uso de um modelo geral com duas transicbes ndo melhorou o

processo de gjuste.



4.11.4 Desnaturagdo com uréia: Assumindo uma transicdo de dois estados, a
mudanca na energia livre (DGyzg), ha auséncia de uréia, foi determinada gjustando-se as

mudangas na intensidade de fluorescéncia (F) em diferentes concentragbes de uréia, pela
seguinte equacdo (Santoro & Bolen, 1988):

_ F, +s,[ureia] + (F, + s4[ureia]) exp[(- DG,,,, + mureia])/ RT]
- 1+exp[(- DG,, ., + Mureia])/ RT

F

[5]

onde F;, e s, sdo ainclinagcdo e o intercepto dalinha de base para o estado nativo, Fy e sy S80
ainclinagdo e o intercepto da linha de base para o estado desdobrado e m é ainclinagéo da

dependéncialinear da energialivre com uréia

4115 Estimativa da estrutura secundaria a partir dos espectros de DC no UV
distante: A estimativa da estrutura secundaria da b-tripsina nativa, em solucéo, foi realizada
a partir do espectro da proteina, registrado na faixa de 180 a 260 nm. A concentracdo de
proteina foi de 0,3 mg/mL, preparada em tampédo fosfato 10 mM, pH 2,8. Utilizou-se o
programa VARSL C, também denominado método de desconvolucdo de valor singular com
selecdo variavel (Manavalan e Johnson, 1987), e o programa SELCON (self-consistent
method), desenvolvido por Sreerama e Woody (1993).

A estimativa das mudancas na estrutura secundaria da b-tripsing, em diferentes
condicdes de desnaturacdo, como descrito no item 4.7, foi obtida através do programa
Convex Constraint Algorithm (CCA), elaborado por Perczel et a. (1991). Como o
algoritmo CCA s0 distingue um componente quira se ele representa pelo menos 50% de
uma das curvas em uma série de dados (Perczel et a., 1992), para a desconvolugdo, foram
incluidos os espectros de referéncia para hélice a, folhas b, voltas b e estruturas
desordenadas, fornecidos por Brahms & Brahms (1980), como sugerido por Greenfield e
DeGregori (1993).
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5.RESULTADOS

5.1 Fracionamento da tripsina bovina comer cial

A Figura 7 apresenta o perfil de eluicdo cromatografico da preparacdo comercia de
tripsina em resina de troca idnica SP-Sephadex C-50. O perfil observado corresponde
aquele obtido por Schroeder e Shaw (1968) e Smith e Shaw (1969). De acordo com esses
autores, o pico correspondente a b-tripsina € o Ultimo a ser eluido, antecedido
imediatamente pela forma a. Foram obtidos rendimentos aproximados de 35% e 20%,
respectivamente, para as fragdes a e b, em relagdo a massa de tripsina comercial aplicada a
coluna. A homogeneidade da preparacdo obtida na coluna de SP-Sephadex foi avaliada
através da titulagdo dos centros ativos da enzima e por SDS-PAGE (dado ndo mostrado). A

titulacdo dos centros ativos, com NPGB, forneceu 88% de centros ativos funcionais.

5.2 Recromatogr afia da fragdo b-tripsinaem coluna de SP-Sephadex

A recromatografia da fragéo b-tripsina, obtida na coluna de SP-Sephadex, apresentou o
perfil mostrado na Figura 8. Esses resultados demostram que, mesmo em presenca do
inibidor benzamidina, ocorreu autdlise dessa fracdo, gerando pequenas porcentagens de
outras formas de tripsina. De acordo com estes resultados, essa amostra de b-tripsina se

mostra sati sfatoriamente homogénea, apés esta etapa.

46



AZ80

O . O I I I I I
0 40 80 120 160 200

Volume (mL)

FIGURA 7. Cromatografia da tripsina comercial bovina em resina de troca idnica SP-
Sephadex C-50.
Condic¢oes experimentais: Coluna de (110 cm x 2,0 cm) equilibrada e eluida
com tampédo TrissHCI 0,1 M, contendo benzamidina 1 mM, NaCl 0,1 M e
CaCl2 20 mM, pH 7,1, a 4 °C. Amostra: 500 mg de tripsina preparada no
mesmo tampao, e aplicada a coluna sob um fluxo de 0,13 mL/min.
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FIGURA 8. Recromatografia da fracdo b-tripsina, em coluna de troca i6nica SP-Sephadex

C-50.
Condigbes experimentais, como na Figura 7, exceto que o tampdo de

equilibrio ndo continha NaCl, e foi utilizada uma coluna de dimensdes 3,3 x

25 cm. Amostra: 25 mg de b-tripsina, aplicada a coluna sob um fluxo de 1

mL/min.
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5.3 Desnaturacao térmica da b-tripsina

A curva de desdobramento térmico da b-tripsina, acompanhada pela leitura da
absorvancia no UV, esta apresentada na Figura 9. A curva exibe trés fases, ou sgja, pré-
transicdo, transicdo e pos-transicdo. O perfil observado é caracteristico de uma transicéo
cooperativa entre dois estados. A linha continua, através dos pontos experimentais,
representa a curva gjustada, de acordo com a equacgéo [1]. Os residuos do gjuste de dois
estados, sGo mostrados na figura inserida e ndo mostram qualquer desvio sisteméatico em
torno do zero, indicando que os dados sdo consistentes com a equagéo gjustada (Ramsay e
Eftink, 1994).

A Figura 10 apresenta a curva de desdobramento para a b-tripsina acompanhada
através de DC a 275 nm. Esse comprimento de onda foi selecionado por fornecer uma
maior diferenca no sinal de DC, observado a partir dos espectros térmicos mostrados na
Figura 16B. Semelhante a curva de desdobramento, obtida por absorvancia no UV, o gréfico
de residuos mostra que os dados experimentais se gjustam, de maneira adequada, ao
model o de transi¢do em dois estados.

A desnaturacdo da b-tripsina, acompanhada pelo DC no UV distante, ou sgja, a 205
nm, também apresenta uma curva simétrica (Figura 11). O gréfico dos residuos mostra que
essa curva de transicdo gjustou-se de maneira adequada a0 modelo de dois estados. A
Figura 12 apresenta a normalizacdo dos dados das curvas de desdobramento térmico,
obtidas em diferentes comprimentos de onda. De acordo com esses resultados, pode-se
concluir que as diferentes fragdes do estado desdobrado da proteina observadas por
diferentes sondas estruturais, sdo sobreponiveis, em toda a faixa de temperatura utilizada,

para promover o desdobramento da proteina, em condicdes de equilibrio.
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FIGURA 9. Curva de desdobramento térmico para a b-tripsina, detectada por absorvancia
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Condigdes experimentais. A proteina na concentragdo de 1,0 mg/mL, foi
preparada em tampéo glicina 50 mM, pH 2,8. Os dados de absorvancia em
286 nm foram gjustados a uma egquagdo para um modelo de transi¢do de dois-
estados, de acordo com a equagdo [1]. A figura inserida mostra o grafico de

residuos.
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FIGURA 10. Curva de desdobramento térmico para a b-tripsina, detectada por dicroismo
circular no UV préximo.
Condigbes experimentais. A proteina na concentracdo de 42 niM, foi
preparada como descrito na Figura 9. Os dados de DC em 275 nm foram
gjustados a uma equacdo para um modelo de transicdo de dois-estados, de
acordo com a equacdo [1]. A figura inserida mostra o grafico de residuos

para esse gjuste.
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11. Curva de desdobramento térmico da b-tripsina, detectada por dicroismo
circular no UV distante.
Condic¢es experimentais. A proteina na concentragéo de 10 M, preparada
como descrito na Figura 9. Os dados de DC a 205 nm foram gjustados de
acordo com a equacdo [1]. A figurainserida mostra o gréfico de residuos do
gjuste para um model o de dois-estados.
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FIGURA 12. Fracéo de b-tripsina desnaturada, em funcéo da temperatura, monitorada por
leituras de absorvanciano UV e DC no UV proximo e distante.
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Os valores dos parametros termodinémicos, DH,, e Ty, obtidos através do gjuste das
curvas de desnaturacdo térmica, sdo apresentados na Tabela 1. A Tabela 2 apresenta os
valores das entalpias de desnaturagdo (DH.,) e de T, obtidos em funcdo do pH, e a
variagdo desses parametros com a temperatura é mostrada na Figura 13. A inclinagdo desse
gréfico fornece um valor para DCp de 2,66 + 0,23 kcal/(mol K), obtido através da equacdo
[3]. A determinagdo da estabilidade termodindmica da b-tripsina foi calculada através da
equacdo [4]. Pode-se notar que, nessa equacdo, aém do valor de DCp, sdo necess&rios T, €
DH, para o calculo de DGu. O valor de DGu, a 27 °C, foi 6,0 + 0,2 kcal/mol.

Tabela 1. Parametr os termodinamicos par a a desnatur acéo térmica da

b-tripsina, em pH 2,8

Método DHcal (kcal mol™) DHyy (kcal mol™) Tm (°C)
DSC 108,6 108,4 54,22

CD na 106,0 + 0,7 54,45 + 0,02
uv na 111,5+05 54,45 + 0,03
3 N&o aplicével

Tabela 2. Variagdo da entalpia de desnatur acéo da
b-tripsina em funcdo do pH.

pH Tm (K) DHp, (Kcal/mol)
2,2 318,9 103,0
2,5 322,3 108,0
2,8 3274 120,5
3,0 330,6 130,0
3,4 335,5 1435
3,6 337,2 152,0
4,0 339,5 156,0

O desvio padréo para Tr, € DH, foi de+ 0,02 e+ 1,0,
respectivamente. Os valoresde DH, e T, representam
ameédia de trés repeticoes.
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FIGURA 13. Dependéncia da entalpia de desnaturacdo, DHp, com a temperatura

para b-tripsina. Os dados representados séo valores de DHm e Tm, obtidos
da desnaturacdo térmica acompanhada pelas mudancas na absorvancia, em
véarios valores de pH. Os dados foram gjustados através de regressao linear e
DCp foi determinado a partir da inclinagdo da reta. As barras de erro

ilustram os desvios padréo de trés repeticoes.
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5.4 Calorimetria

Como os resultados das analises, utilizando-se os dados do nano-DSC e de MC-2,
foram similares, somente os resultados obtidos com o0 N-DSC sfo apresentados. Os dados
da capacidade caorifica molar parcial para a b-tripsina sdo mostrados na Figura 14. Na
Figura 14A, uma linha de base sigmoide, foi adicionada para o cdculo da entalpia
calorimétrica (DHcy), da entropia (DS) e da temperatura de transicdo (T.,). Através dessa
andlise, foram obtidos os valores de 108,6 kcal/mol; 0,331 kcal/mol K e 54,5 °C, para
DHca, DS e Ty, respectivamente. A curva pontilhada, mostrada na Figura 14B, representa o
melhor gjuste da curva experimenta (linha continua) a0 modelo tedrico. Os valores da
entalpia de van't Hoff (DH,y) e Tr, obtidos a partir do gjuste dos dados, assumindo um

modelo de dois-estados, foram 108,4 kcal/mol e 54,22 °C, respectivamente.

5.5 Estimativa da estrutura secundéaria da b-tripsina, a partir de DC no UV distante.

O espectro de DC no UV distante, para a b-tripsina a 25 °C, esta apresentado na
Figura 15. O espectro apresenta uma banda negativa com um minimo em torno de 205 nm,
e uma banda positiva na faixa de 186 a 190 nm, caracteristico da classe de proteinas toda-b,
do tipo Il (Manavalan & Johnson, 1983).

A Tabela 3 apresenta a comparacdo das estimativas da estrutura secundaria paraa b
-tripsing, obtidas neste estudo, por estudos de difracdo de raios-X, e a partir do espectro
obtido naregido do Infravermelho (FT1V). Considerando a forma pela qual os trés métodos
atribuem uma definicdo estrutural para um dado elemento da estrutura secundaria, os
resultados sdo semelhantes. Foram também empregados dois algoritmos, que estimam a
estrutura secundaria de proteinas, a partir de suas estruturas primarias, baseados nos métodos
GOR (Garnier, 1990), e SOMP (Geourjon & Deleage, 1994).
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FIGURA 14. Capacidade calorificamolar parcia dab-tripsina.
(A) A linha tracejada representa a linha de base sigmoidal da transicdo, que
foi usada na andlise dos dados para obtencdo de DHcal, DS e Tm. (B) A
desconvolugédo dos dados de MHC, de acordo com o modelo geral para uma
transicdo, € mostrado. Os dados experimentais (linha continua), e o melhor
gjuste para uma funcéo de dois estados (linha pontilhada), estdo indicados.
Concentragdo de b-tripsina: 1,91 mg/mL.
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FIGURA 15. Espectro de DC no UV distante, para a b-tripsina.
Condicdes experimentais. O espectro foi medido, utilizando-se uma cubeta
de 0,01 cm, contendo a proteina na concentracdo de 12,6 niM, em tampéo
glicina10 mM, pH 2,8, a 25 °C.
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Tabela 3. Estimativa da estrutura secundaria da b-tripsina

Métodos %)  fo(%)  f(%)  frc(%)

Raios-X 2 8 32 30 30
cDP 11 36,6 19 28,8
FTIR® 15 41 20 24
GOR? 11,21 39,46 nd nd
SOMP® 85 32,7 14,8 38,7

3 de Kabsh & Sander, 1983; Peste estudo, SELCON e VARSLC, erro: 1% paraf, e 2% para
f,; “Prestrelski et d.,1991; %http:/bmbsgi11.leeds.ac.ukibmb5dp/gor.html; °http://phil.ibcp.fr/; nd
— ndo determinado; f,, fracdo de hélice dfa; f,, fracdo de folhas beta; f;, fracdo de “turns’;
fre: fracéo de estrutura desordenada ou random coil.

5.6 Efeito do calor ede uréia na estrutura secundéria da b-tripsina.

O efeito do aumento da temperatura sobre a b-tripsina, monitorado por meio de seu
espectro de DC, esta apresentado na Figura 16. Ao se elevar a temperatura de 25 para 70
°C, o minimo foi deslocado para 198 nm e o sina do espectro tornou-se mais negativo.
Essas condicdes podem refletir tanto a perda da estrutura em folhas beta como um aumento
na estrutura desordenada, ou random coil. Além disso, houve diminui¢do da intensidade do
sina em 186 nm, a medida que se aumentou a temperatura, indicativo de reducdo da
estrutura em folhas b. Outra observacgéo foi o aumento na intensidade do sinal entre 210 e
220 nm, o que € caracteristico de estruturas em a-hélice. Essas interpretacfes qualitativas
foram posteriormente confirmadas a0 se estimar as diferentes porcentagens dos elementos
de estrutura secundaria, para 0 conjunto de espectros em diferentes temperaturas. Os
resultados sdo0 apresentados na Figura 17 e na Tabela 4.

A Figura 18 mostra as mudancas no espectro de DC para a b-tripsina, em diferentes
concentrages de uréia. Como observado para temperatura, o sinal do espectro também se
torna negativo, quando se induz o desdobramento. Porém, no caso da presenca de
desnaturante gquimico, a €lipticidade se reduz de maneira gradual até 2,0 M de uréia,
tornando-se positiva na faixa de comprimento de onda entre 210 a 240 nm, quando se
aumenta a concentracdo para uréia 2,6 M. Essas mudancas espectrais sugerem que a
transicdo induzida por uréa procede-se em duas etapas e que, pelo menos, um estado
intermediario, com intenso sinal dicréico em torno de 200 nm, acumula-se. O espectro em

uréia 3,7 M também foi registrado; porém, devido a interferéncia desse desnaturante na
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absorcdo, em comprimentos de onda inferiores a 200 nm, esse espectro ndo foi incluido na
andlise das estimativas da estrutura secundaria pelo método CCA (Tabelab).
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FIGURA 16. Espectros de DC para a b-tripsina em funcdo da temperatura.
Condigdes experimentais: As condigdes foram as mesmas especificadas na
Figura 15. Os espectros foram registrados em diferentes temperaturas. 1, 25;
2,35; 3,45; 4,55, 5,65 e6, 75 °C. (A) UV distante; (B) UV proximo.
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FIGURA 17. Mudangas na estrutura secundaria da b-tripsina, avaliadas de acordo com o
método CCA. Utilizou-se, para a andlise, os dados adquiridos na faixa de
comprimento de onda entre 186 a 260 nm. Folhas beta (@), hélice alfa (H).
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Tabela 4. Mudancas ha estrutura secundaria da b-tripsina em diferentes
temper aturas, de acordo com o método CCA

Temperatura

(OC) fa fb ft fRC

25 1,0 44,5 4,2 50,4
35 3,1 40,0 59 51,0
45 4,6 35,9 6,9 52,6
55 7,6 27,0 8,6 56,9
65 8,3 23,9 10,3 57,6
75 91 23,1 11,2 56,6

Erros para f,, f, e frc estdo nafaixa de 2-3%

Tabela 5. Estimativa da estrutura secundéria da b-tripsina, em funcéo da
concentracao de uréia, de acordo com o método CCA.*

Uré|a[M] fa fo fy fre
0 6,0 447 6,7 44,0
1,0 8,8 35,8 9,0 46,3
15 9,6 32,7 7,8 50,0
2,0 74 33,8 57 51,7
2,6 0,2 33,5 58 56,7

* As analises incluiram os espectros registrados entre 200-240 nm
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FIGURA 18. Espectros de DC para a b-tripsina, em presenca de vérias concentracdes de
uréia. As condigdes experimentais foram as mesmas especificadas na Figura
15. (A) UV distante: 0s nimeros em cada curva representam a concentragéo
molar de uréia. (B) UV préximo: Curvas a representam 0; 0,5 €1,0 M de

uréia; curva b representa 1,6 M de uréia e curvas c representam 2,0; 2,6 e 3,7
M de uréia
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A comparagdo qualitativa entre os espectros de DC, para os estados desdobrados por calor e
por uréia, sdo mostrados na Figura 19.

Foi também examinado o desdobramento da b-tripsina, induzido por GdnHCI,
através de espectros no DC, no UV distante (Figura 20). Devido a estreita faixa de
comprimento de onda registrada para esses espectros, ndo foi possivel realizar uma andlise
guantitativa precisa de seus percentuais de estrutura secundaria. Contudo, o perfil do
desdobramento, obtido através desses espectros, é qualitativamente similar aquele obtido

em presencade uréia

5.7 Efeitodo calor edauréianaestruturaterciariadab-tripsina.

O espectro de DC na regido do UV préximo (Figura 16B) mostra um decréscimo
gradual do sinal para a estrutura terciaria da b-tripsina, devido ao aumento de temperatura.
A banda positiva em torno de 275 nm € quase completamente perdida, a 75 °C, indicando a
perda da maioria das interacdes terciarias, que conferem a proteina uma estrutura interior
bastante rigida. A Figura 18B mostra, também, uma perda na elipticidade para o espectro
de DC na regido aromatica, indicando um aumento na mobilidade das cadeias laterais de
triptofano e tirosina presentes na b-tripsina, a medida que se aumenta a concentracdo de
uréia.

O valor do sinal do espectro, em torno de —80 deg cm? dmol ™, tanto a 70 °C ou em
uréaa2,0; 2,6 e 3,7 M, indica que a extensdo da perda dos contatos terciarios, nesses dois

estados, parece ter sido similar.
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FIGURA 19. Espectros de DC no UV distante para a b-tripsina. As curvas foram obtidas
das Figuras 16 e 18 para comparagdo dos perfis. (@) nativa; (—) 75 °C; (M)

uréia2,6 M; (A) uréia3,7 M.
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FIGURA 20. O espectro de DC no UV distante, para a b-tripsina, na presenca de diferentes

concentragbes de GdnHCI. Os numeros indicam a molaridade do
desnaturante. O espectro foi medido usando uma cubeta de 0,1 cm. A
proteina, na concentracdo de 8,4 mM, foi preparada em tampédo fosfato pH
2,8.
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5.8 Efeito de uréia sobre a emissdo de fluor escéncia pela b-tripsina

O efeito de uréia no espectro de emissdo de fluorescéncia da b-tripsina esta
apresentado na Figura 21. Em condi¢fes ndo desnaturantes, a emissdo méaxima foi a 332
nm, uma regido tipica para residuos de triptofano, presentes em um meio relativamente
hidrofobico, nas proteinas globulares. Com uréia 2 M, ocorre um deslocamento da emisséo
maxima de 11 nm para a direita e um decréscimo na intensidade de fluorescéncia. Posterior
aumento na concentracdo de desnaturante, ou seja, de 2,6 até 3,7 M de uréia, resultou em
um deslocamento do maximo de mais 5 nm, indicando que em uréia 2 M, os residuos de
triptofano ndo estavam totalmente expostos ao solvente. Outra caracteristica do espectro é
um aumento na intensidade de fluorescéncia até uréia 1 M, sem deslocamento do pico
maximo. Os espectros obtidos entre 1 e 2 M de uréia apresentam um ponto de i Soemissao,
em 350 nm, indicando que o desdobramento induzido por uréia é uma transicdo entre dois
estados, nessa faixa de concentragao.

A Figura 22 mostra a dependéncia da intensidade de fluorescéncia a 320 nm, com a
concentracdo de uréia. A andlise dessa curva de desnaturacdo, assumindo um mecanismo de
dois-estados, forneceu uma estabilidade conformacional de 5,5 + 0,3 kcal/mol, Myrea = 3,19

eumcy,=1,7 M.

5.9 Associacao com bissANS.

A Figura 23 apresenta o0 espectro de emisséo de fluorescéncia da sonda bissANS,
adicionada a solugdes de b-tripsina, em presenca de diferentes concentragdes de uréia. O
composto apresenta fraca emissdo, na auséncia da proteina, e sua emissdo méaxima ocorre
em 530 nm. Porém, quando associado a proteina, ocorrem tanto um aumento na intensidade
da fluorescéncia quanto um deslocamento na emissdo maxima para 500 nm, indicando que
a sonda se encontra em um ambiente hidrofobico. Assim, observa-se que a proteina nativa
se associa fortemente & sonda; contudo, a maior intensidade de fluorescéncia foi observada

na presenca de 2,0 M de uréa Na presenca de 55 M de uréia, a intensidade de
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fluorescéncia de bissANS € reduzida, indicando perda da estrutura local no sitio de ligagéo

ab-tripsina, ou aumento na distancia entre o triptofano e a sonda fluorescente.
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FIGURA 21. Espectro de emissdo de fluorescéncia da b-tripsina.
Condigbes Experimentais. Os dados de emissdo de fluorescéncia foram
coletados entre 300 a 400 nm, em um comprimento de onda de excitagéo de
280 nm. As aberturas de fenda foram 0,4 nm para excitacéo e 1,5 nm para
emissdo. As concentracdes de uréia estdo inseridas na figura. A seta indica

um ponto de isoemissao.
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FIGURA 22. Curva de desdobramento para a b-tripsina, induzida por uréia, detectada
através de fluorescéncia. Condigdes Experimentais. Os comprimentos de
onda para a excitagéo e emissdo foram 280 e 320 nm, respectivamente. A
linha continua através dos pontos é o melhor gjuste dos dados, assumindo

uma transicao reversivel em apenas uma etapa.
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FIGURA 23. Associacdo de bissANS a b-tripsina, em presenca de diferentes concentracoes
deuréia.
Condicdes Experimentais: As amostras foram incubadas por 30 minutos, em
presenca de uréia, antes da adicdo de bissANS. A excitacdo foi em 360 nm e
0s espectros foram registrados em intervalos de 1 nm. As bandas de excitacéo
e emissdo foram 0,4 e 1,0 nm, respectivamente. Figura inserida: Espectro de
emissdo de fluorescéncia da b-tripsina, na presenca de bissANS, com
excitacdo em 280 nm. As concentracOes de uréia estdo apresentadas sobre as

curvas.
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Para testar essa segunda possibilidade, o espectro de emissdo de fluorescéncia dos
residuos de triptofano foi registrado em presenca da sonda bissANS, em presenca e
auséncia de uréia. Os resultados sdo mostrados na Figura 23, inserida. Na auséncia de uréia,
a fluorescéncia do triptofano, quando excitado em 280 nm, é fraca; porém, em presenca de
uréia5,5 M, pode-se perceber um aumento na emissao de sua fluorescéncia. Portanto, nessa
concentragdo de uréia, ndo ocorre transferéncia de energia fluorescente dos residuos de
triptofano para o bissANS, muito provavelmente porque esses dois grupos se encontram
distantes um do outro na molécula da b-tripsina, indicando assim gue a proteina se encontra
em um estado mais desdobrado.

5.10 Mudangas na atividade e na estrutura terciaria da b-tripsina em diferentes
concentragdes de uréia.

A Figura 24 apresenta a curva de desdobramento da b-tripsina, acompanhada por
emissdo fluorescéncia em 320 nm, e também o perfil da atividade amidasica da enzima, na
presenca de diferentes concentracdes de uréia. Como pode ser verificado, concentracfes de
uréade até 1 M ndo causaram mudangas significativas na fluorescéncia; porém, entre 1 e 2
M de uréia, um decréscimo cooperativo foi observado. O perfil de atividade se mostrou
diferente, ou sgja, a perda na atividade enzimética da b-tripsinase iniciaem uréia0,2 M ea
curva de inativacao é caracterizada por um decréscimo monotonico.

A Figura 25 apresenta os graficos de Lineweaver-Burk da hidrélise de b-tripsina
sobre o L-BApNA, na auséncia e na presenca de 0,5; 1,0 e 1,65 M de uréia. Pode-se notar
nesta figura, retas que se cruzam aproximadamente no mesmo ponto, na ordenada (E/v),
indicando a natureza competitiva da inibicdo enzimatica por uréia. A Tabela 6 apresenta os
par@metros cinéticos obtidos da hidrélise do substrato pela b-tripsina, durante sua
desnaturacdo em presenca de uréia. Os valores de Ky e ke, determinados na auséncia de
uréia, estdo de acordo com aqueles encontrados por Junqueira et al. (1992), que foram 2,59
s’ e 0,848 mM, para ke € Ky, respectivamente. O valor de Ky para L-BApNA, quando a
enzima apresentava 75% de atividade, foi 1,75 vezes maior do que aquele da forma nativa,
enguanto o valor de k¢4 ndo se alterou. Contudo, a eficiéncia catalitica (Kea/Kw) reduziu-se
com o aumento da concentracdo de uréia. Esses resultados indicam que a queda na
atividade da enzima, em baixas concentragdes de uréia, acompanhada pelo aumento do
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valor de Ky e reducéo de kea/Ky, provavelmente, foi devido a diminuigdo da afinidade da

enzima pelo substrato e, consequentemente, sua eficiéncia catalitica.
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FIGURA 24. Perfil de fluorescéncia intrinseca e atividade enzimética da b-tripsina, como
uma funcdo da concentragdo de uréia. Os dados de fluorescéncia da Figura
22 foram normalizados e representados como fluorescéncia relativa. (H)

representa fluorescéncia; (@), representa atividade enzimética.
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FIGURA 25. Grafico de Lineweaver-Burk, paraa hidrélise de L-BApNA, catalisada por b-
tripsina, na presenca de zero (@); 0,5 (H); 1,0 (A) e 1,65 (¥) M de uréa
CondicBes experimentais: concentracdo de L-BApNA: 2 a 8 x 10* M.
Concentracgo de b-tripsina3,9 x 10 M.
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Tabela 6. O efeito da uréia nos par ametros cinéticos para a hidrélise de L-BApNA
catalizada por b-tripsina

Uréia Keat Kwm Keat/ K Atividade
[M] (sh (mM) (st. mM™ Residual
0,0 240+0,16 0,85+0,08 2,82+ 0,26 100

0,5 253+032 1,49+0,22 1,70+ 0,33 75

1,0 250+0,24 3,10+0,34 0,81+0,12 50
1,65 211+0,73 6,60+ 2,40 0,32+0,16 25

A reversibilidade estrutural do desdobramento por uréia foi verificada apos diluir a
solugdo de b-tripsina, incubada por 30 minutos em 5,5 M de uréia, e registro do espectro de
fluorescéncia da solugdo de proteina diluida. Em termos funcionais, a reativagéo da enzima
foi avaliada, apds diluicdo, através de atividade amidasica com o substrato L-BApNA. As

Figuras 26A e B mostram esses resultados.
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FIGURA 26. (A) Espectro de emissdo de fluorescéncia da b-tripsina, registrado na
auséncia de uréia (rosa), em 55 M de uréia (azul) e, apbs diluicdo da
proteina (verde), a partir de 5,5 M de uréia. (B) Curva de tempo de hidrolise
de L-BApNA por b-tripsing, antes ( ® ) e apos ( M) diluicdo da enzima, a
partir de 5,5 M de uréia.
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6. DISCUSSAO

6.1 Desnaturacgéo térmica da b-tripsina.

Existem dois testes para os dados de equilibrio de desdobramento de uma proteina,
gue apontam para um comportamento de desnaturacéo de dois-estados. uma Unica curva de
transicdo sigmoidal e a coincidéncia das curvas acompanhadas com diferentes sondas
estruturais (Kim e Baldwin, 1990; Dill e Shortle, 1991).

Para a b-tripsina, em nossas condi¢ches experimentais, as curvas de desnaturacéo
térmica (Figuras 9, 10 e 11) exibem uma Unicatransicao simétrica cooperativa, tipica de um
processo de desnaturacdo de dois estados. Os residuos do gjuste de dois estados, exibidos
nas figuras inseridas, distribuem-se de maneira a eatéria em torno do zero, indicando que os
dados sdo consistentes com a equacdo gjustada (Ramsay & Eftink, 1994).

A desnaturacao térmica da b-tripsina foi acompanhada por absorvanciano UV, DC
no UV proximo e DC no UV distante. As duas primeiras técnicas se referem a estrutura
terciaria da proteina, enquanto que a terceira € uma medida da estrutura secundaria. Assim,
a exposicao de grupos arométicos do interior da proteina ao solvente, ou sgja, uma mudanca
na polaridade dos aminoécidos, pode ser avaliada pela variacéo da absor¢ao desses residuos
aromaticos na regido do ultravioleta. O dicroismo circular na regido do UV proximo é uma
medida da mobilidade das cadeias laterais dos aminoécidos no meio ambiente assimétrico
da proteina dobrada. Dessa forma, € também um reflexo da desorganizacdo da estrutura
terciaria da molécula de proteina, durante o seu desdobramento. O DC no UV distante,
registrando as transi¢oes 6ticas dos el étrons que compdem a ligagdo amida ou peptidica, €
uma sonda sensivel das mudancas na estrutura secundaria. O gréfico de fu versus
temperatura (Figura 12) mostra a superposicdo para essas diferentes sondas estruturais,
monitoradas durante o desdobramento da molécula de b-tripsina. Isso indica que as
mudangas nas estruturas terciaria e secundaria da proteina ocorreram simultaneamente,
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satisfazendo assim o outro critério que caracteriza um processo de transicdo de dois
estados.

Uma evidéncia adicional para 0 mecanismo de dois estados, provém de
experimentos com DSC. Essa técnica mede a capacidade calorifica molar parcial de uma
proteing, e permite a determinagdo da entalpia calorimétrica que, diferente da entalpia de
van't Hoff, ndo requer nenhuma suposicdo quanto ao nimero de etapas envolvidas na
transicdo de desdobramento. Para peguenas proteinas, compostas de um dominio estrutural,
cuja desnaturagdo € via um mecanismo de dois-estados, as entalpias calorimétrica e de
van't Hoff sdo iguais e, portanto, arazdo entre elas é proxima a unidade (Privalov, 1979).

Para proteinas compostas de mais de um dominio estrutural, podem ocorrer trés
situagdes. a razdo DHq4/DH, ser igual, maior ou menor do que a unidade. Se a razéo for
igual a um, indica que esses componentes se desdobram simultaneamente como uma so
unidade cooperativa, ou ainda, que um mondmero € a unidade cooperativa responsavel pela
transicdo conformacional. No caso da razéo entre as entalpias ser maior que um, indica que
um desacoplamento entre os mondmeros pode ter ocorrido e que ha mais de um mol de
unidades cooperativas por mol de monémeros, e uma razdo inferior a um indica que esta
ocorrendo dimerizacdo, pois h4 menos de um mol de unidades cooperativas por mol de
monémeros (Privalov, 1982).

Na Tabela 1, pode-se observar que a razéo DHqy/DH\y, para o0 desdobramento
térmico da b-tripsina, em pH 2,8, é proxima a unidade, indicando que os dominios
estruturais da molécula de b-tripsina se comportaram como uma sd unidade cooperativa, no
desdobramento. Isto sugere que fortes interagdes entre os dominios sdo capazes de acoplar
suas transicdes ou, ainda, que eles apresentam uma estabilidade térmica similar. Se um
intermediario esta presente durante o desdobramento da b-tripsina, em nossas condicdes
experimentais, ele ndo foi claramente detectavel pelas medidas no equilibrio.

Proteinas compostas de mais de um dominio estrutural, os quais se acoplam
fortemente, de tal forma que se desdobram como uma Unica unidade cooperativa, ja tem
sido reportados (Hu & Stutervant, 1987; Timm et al., 1992; Szpikowska et al., 1994,
Tendian et a., 1995 e Wallace et a., 1998).

O aumento na capacidade calorifica de uma solucdo de proteina (DCp), durante a

desnaturacdo, estd associado as interacbes hidrofébicas. Acredita-se que este aumento
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representa a energia requerida para romper o arranjo das moléculas de &gua, que envolve
regioes apolares expostas ao solvente, na desnaturagcéo (Privalov, 1979). Como DH, ndo
depende diretamente do pH, mas é uma funcdo linear de T,,, um perturbante, tal como o
pH, pode ser usado para alterar Ty, Dessa forma, DCp pode ser obtido através de um
grafico de DHy, versus T, medidos em diferentes valores de pH (Becktel e Schellman,
1987). O valor para DCp da b-tripsina, de 2,6 + 0,23 kcal/mol K, encontrado em nosso
estudo, é similar aguele reportado por Bulgy e Otlewski (1995), usando métodos
espectroscopicos (2,64 + 0,3 kcal/mol K), e também coincide com o valor encontrado por
Spolar et a. (1992), calculado a partir da area superficial dos residuos polares e ndo polares
acessivel aagua, que foi de 2,6 + 0,2 kcal/mol K.

Como mostrado na Tabela 1, valores similares para os parametros termodinamicos
foram obtidos das andlises calorimétricas e dos dados espectroscédpicos. Na T, a mudanca
na entalpia medida por calorimetria foi de 108,6 kcal/mol, comparada a um valor médio de
108,75 kcal/mol, obtido através de absorvancia no UV e por DC. Contudo, esses valores
s80 menores que aqueles reportados por Tishchenko e Gorodkov (1979) e por Bulg e
Otlewski (1995) para a faixa de valores de pH analisada, embora exista concordancia para
as temperaturas de transi¢do. Esta diferenca pode ser o resultado de uma menor forcaidnica
utilizada naqueles experimentos. Por outro lado, h& concordancia entre os valores de DCp,
mostrando que este paréametro foi independente da forcaionica

O valor encontrado para a estabilidade conformacional da b-tripsing, DGu a 27 °C,
de 6,0 £ 0,2 kca/moal (item 5.3), esta dentro da faixa de valores de DGu, reportada para
proteinas globulares. A partir de nossos valores de DH, e Ty, (Tabela 2), a pH 4,0, obtém-
se 0 valor de 12 kcal/mol, para DGu, utilizando-se a equagéo [4]. Bulg e Otlewski (1995)
reportaram a estabilidade conformacional para a b-tripsina, a pH 4,2, com DGu igua a 14
kcal/mol. Considerando as diferencas de solvente, e dos métodos espectrofotométricos
empregadas entre estes dois estudos, os valores encontrados para a estabilidade

termodinamica sdo aproximadamente similares.
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6.2 Desnaturacgéo da b-tripsina por uréa, medida por fluorescéncia.

A molécula de tripsina contém quatro residuos de triptofano nas posi¢oes 51, 141,
215 e 237 (sistema de numerag&o do quimotripsinogénio bovino), e todos eles se encontram
bastante escondidos na estrutura da proteina. Além disso, esses residuos estdo igualmente
distribuidos entre os dois dominios estruturais. Estas observagdes indicam que as medidas
fluorimétricas refletem mudancas globais na estrutura da proteina.

O espectro de emissdo de fluorescéncia da b-tripsina registrado, utilizando-se
diferentes concentracdes de uréia, esta apresentado na Figura 21. Em concentracfes entre O
e 1 M de uréia, observa-se um aumento na intensidade de fluorescéncia, sem mudancas no
deslocamento do pico méximo. Mudangas na intensidade de fluorescéncia sem
deslocamentos, indicam uma transi¢cdo de desdobramento, que afeta, predominantemente, a
intensidade maxima (Sackett al., 1994). Esse comportamento foi verificado para a
glutaminil-tRNA sintetase de E. coli (Das et a., 1995).

Em uréia2 M, houve uma reducéo naintensidade de fluorescéncia do espectro da b-
tripsina, e um deslocamento intermediario da emissdo maxima. Esses resultados indicam o
aparecimento de um estado em que a area superficial hidrofébica ndo esta totalmente
exposta ao solvente. Indica, ainda, que a molécula de b-tripsina adquire uma conformagéo,
nessas condicdes, diferente do estado nativo e daguele totalmente desdobrado. Resultado
similar foi encontrado para atripsina comercial (Ruan et al., 1997) sob presséo de 6,5 kbar,
a0 °C. O espectro de fluorescéncia desse estado intermediério apresentou um deslocamento
de 12 nm na fluorescéncia méxima e um decréscimo na intensidade de fluorescéncia, em
relacéo ao estado nativo.

Algumas estruturas nativas apresentam maior afinidade a sondas hidrofébicas, tais
como ANS e bissANS, que outras. 1sso se deve ao fato da presenca, nessas proteinas, de
sitios hidrofobicos expostos ao solvente, por exemplo, centro ativo, sitios para ligagéo de
substrato ou grupo heme (Semisotnov et al., 1991). Além disso, a afinidade do ANS para
proteinas na conformacdo beta € mais forte que para proteinas na conformagéo alfa (Edwin
e Jagannadham, 1998). Essas observagdes possivelmente justificam o grande aumento na
intensidade de fluorescéncia da sonda bissANS, guando ligada a b-tripsina nativa (Figura
23).
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A afinidade do ANS pela molécula de uma proteina aumenta muito quando arigidez
da estrutura terciaria é rompida, enquanto a estrutura secundaria e sua compactacdo sao
retidas, ou sgja, quando um estado intermediério MG é formado. Neste estado, 0 nlcleo
hidrofdbico das proteinas se torna mais acessivel ao solvente e, portanto, ao ANS, do que o
estado nativo.

Através dos espectros de DC no UV proximo (Figura 18 B, curva c), pode-se notar
gue, na presenca de uréia2 M, os contatos terciarios na molécula de b-tripsina foram quase
totalmente perdidos. Ainda de acordo com a estimativa da estrutura secundaria, nessa
concentragdo do desnaturante (Tabela 5), a b-tripsina mostra grande percentual de
elementos de estrutura secundaria, enquanto que a maior intensidade da sonda bissANS foi
também observada em 2 M de uréia Essas observagbes identificam um estado
intermediario para a b-tripsina, com caracteristicas de um MG.

Intermediarios parcialmente dobrados foram também observados no desdobramento
do tripsinogénio, através de DC, espectro de diferenga, exclusdo molecular em HPLC e
associagdo com a sonda ANS (Martins e Santoro, 1999). Para a tripsina, um estado de MG
foi caracterizado na pressio de 6,5 kbar, a 0 °C, com grande afinidade pela sonda ANS
(Ruan et a., 1997).

6.3 Mudancas na atividade enzimética e na estruturaterciaria da b-tripsina.

Baixas concentragdes de uréia causaram mudancas na atividade enzimética da b-
tripsina, enquanto alteracdes significativas na estrutura terci&ria ndo foram observadas
(Figura 24). Contudo, ocorreu um aumento na intensidade do espectro de fluorescéncia da
b-tripsing, entre 0 e 0,5 M de uréia (Figura 21), o que pode estar associado a perturbactes
no meio ambiente dos residuos aromaticos, Trpl4l e 215, os quais se encontram proximos
ao dominio de ativacdo da enzima. Um aumento na intensidade de fluorescéncia da ornitina
sintase, em baixas concentracbes de GdnHCI, foi também observado, e atribuido a
mudancas conformacionais no centro ativo (Ruvinov et a., 1999).

O sitio de especificidade S1, naregido do centro ativo, € uma cavidade parcialmente
acessivel ao solvente. Apesar de apresentar rigidez estrutural, a estabilidade do sitio S1 na

enzima nativa € atamente dependente da integridade da estrutura adjacente, que é
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composta por "loops’ (Hedstrom et al., 1992). Assim, o aumento em Ky, na presenca de 0,5
M de uréia (Tabela 6) mostrou mudanca na afinidade da tripsina pelo substrato L-BApNA,
possivelmente devido a perturbagdes nos “loops’, 0 que ocasiona a desestabilidade do sitio
S1. Uma vez que o dominio de ativacdo posiciona corretamente o sitio S1, e que mudangas
na fluorescéncia dos triptofanos proximos a regido do centro ativo ocorreram, pode-se
supor que, em baixas concentragdes de uréia, foi observada uma alteragdo no dominio de
ativacdo da molécula de tripsina, com consequente aumento em Ky, e diminuicdo da
constante de especificidade, ocasionando a queda na atividade enzimética antes de grandes
alteraces na estrutura global da proteina.

Durante a inativagdo de uma enzima multimérica, a creatina cinase, em solucdes
diluidas de GdnHCI, uma grande flexibilidade do centro ativo foi observada, através de
uma sonda fluorescente inserida nesse local, com concomitante queda na atividade
enzimatica (Zhou et a., 1993). A molécula de RNase A, inativada em baixas concentracdes
de GdnHCI, est4 parciadmente frouxa, especialmente na regido do centro ativo, e, deste
modo, em uma conformacdo mais susceptivel ao ataque proteolitico, sem mudancgas
notévels em sua estrutura terciaria (Udgaonkar e Baldwin, 1990).

Sackett et al. (1994) e Tsou (1995) consideram que um padrdo de desdobramento
mais complexo para proteinas esta relacionado a perda de atividade antes que mudancas
nos parametros espectroscopicos possam ser demonstradas, e, ainda, que tal fato é
caracteristico de um processo sequencial de desdobramento.

Considerando gue o tripsinogénio possui uma atividade de aproximadamente 3% da
atividade da tripsina (Robinson et al., 1973), uma transicdo conformacional do tipo
tripsinaltripsinogénio poderia ser detectada, antes de mudancas na estrutura terciaria da
proteina, somente se, em presenca de baixas concentragdes de uréia, a atividade residua da
tripsina se reduzisse a valores proximos a 3 %. No entanto, mesmo na presenca de 1,65 M
de uréia, onde metade da concentracdo de moléculas de tripsina se encontra desdobrada
(Figura 24), essa enzima ainda apresenta atividade residual de 25%, o que significa que,
ainda nessas condi¢des, o dominio de ativagdo ndo sofreu desdobramento total. Assim, sob
ponto de vista funcional, os resultados dessa investigacdo levam ao questionamento de que
foi ou ndo demonstrado desdobramento local da regiéo do centro ativo, antes de mudangas

na estrutura terciéria da proteina. Devido a isso, nds ndo podemos caracterizar 0 processo
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de desdobramento da b-tripsina, por uréia, acompanhado através de fluorescéncia e
medidas de atividade enzimatica, como uma transicdo sequencial, em controvérsia as
consideragOes de Sackett et al. (1994) e Tsou (1995). Assim, nossos resultados sugerem
gue, a queda na atividade seria decorrente de uma alteracéo conformacional do dominio de
ativacdo, porém, sem incluir o desdobramento. No entanto, nossos resultados séo
consistentes com o0 ponto de vista de Tsou (1995), de que o centro ativo, situado entre os
dominios estruturais, estaria mais susceptivel ao efeito de desnaturantes do que o resto da
molécula.

Além disso, ja foi demonstrado por Mares-Guia (1968) que uréia € um inibidor
competitivo da tripsina, em presenca dos substratos D,L-BApNA e pNPA. Por se tratar de
um inibidor competitivo, a queda na atividade possivelmente estd associada ao aumento na
concentragdo de uréia até 1 M, uma vez que a uréa compete com L-BApNA, pelo sitio de
especificidade da enzima. Na concentracdo de 1,65 M de uréia, a grande queda na
eficiéncia catalitica, pode estar associada a autolise da tripsina e/ou a perda da conformagéo
do sitio ativo.

Sob o ponto de vista estrutural, pode-se considerar a desnaturagéo da b-tripsina por
uréia envolvendo trés etapas. A primeira etapa seria uma ateracdo conformaciona na
regido do centro ativo, causada por concentracfes de uréia de até 1 M, levando a perda de
50% na atividade catalitica da enzima (Tabela 6, Figura 24). A segunda etapa seria um
equilibrio entre esse estado parcialmente inativado e um estado de MG, identificado em 2
M de uréia. E uma terceira etapa, envolvendo esse estado de MG e um estado desdobrado
em55M deuréa

Em seus estudos de desnaturacdo, no equilibrio, para o tripsinogénio e b-tripsina,
Bulg e Otlewski (1995) concluiram gue um mecanismo de dois estados foi consistente com
os dados experimentais. No caso do desdobramento da b-tripsina por calor, esses autores
concluiram que o dominio de ativagdo é parte integral da unidade cooperativa. Contudo, a
cinética de desdobramento, em presenca de GdnHCI, para ambas proteinas, mostrou-se uma
reacdo complexa (Otlewski et al., 1996). Particularmente para a b-tripsina, uma fase
separada foi observada e postulada como sendo uma manifestagdo do desdobramento do

dominio de ativagéo.
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6.4 Estimativa do conteldo de estrutura secundaria da b-tripsina em diferentes

condicdes de desnatur acéo.

A comparacdo entre os dados da Tabela 4 e 5 mostra que houve uma queda gradual
de 21,4% na estrutura em folhas beta, entre zero e 70 °C; enquanto que uma queda de
somente 11,2% para essa estrutura foi observadaem 2,6 M de uréia, com relacédo a proteina
na auséncia desse desnaturante.

Quando se compara, por exemplo, os espectros entre 2 M de uréia e a 70 °C,
observa-se que amaior intensidade no sina de DC, para ambos os estados, em torno de 200
nm, é de aproximadamente —10.000 graus.cm?.dmol™; no entanto, ha diferenca na
porcentagem de decréscimo da estrutura em folhas beta, entre esses estados. Isto é devido,
em parte, ao fato de ndo se utilizar a faixa espectral de 184 a 240 nm, para a andlise da
estrutura secundaria da b-tripsina em presenca de uréia, devido a forte absor¢do desse
desnaturante, abaixo de 200 nm. De acordo com Johnson (1990), o conteido de informagéo
para folhas beta é reduzido quando se analisa os dados truncados até 190 nm. Isto porque
ainda existem duas bandas a serem consideradas, abaixo desse comprimento de onda, para
essa estrutura. Porém, a confiabilidade dos resultados para o contetdo de hélice afa é
grande, uma vez que essa estrutura secundaria domina a regido entre 200 a 240 nm.
Contudo, os resultados das estimativas para o contelido de folhas beta ainda retratam uma
gueda desse elemento de estrutura secundaria, com o aumento na concentracdo de uréia.

Foram também analisados os espectros em diferentes temperaturas, de 200-240 nm
e de 207-240 nm, e os resultados foram comparados com aqueles de 184-240 nm. A
estimativa para o espectro truncado até 200 nm forneceu queda de 16% para as folhas beta,
enquanto aquele analisado até 207 nm apresentou queda de somente 6,7% para essa
estrutura. A andlise para os espectros em diferentes concentragdes de uréia, na faixa de 207
a 240 nm, mostra queda de somente 3,0% para a estrutura beta. Esses resultados mostram
gue, de acordo com o método CCA, a b-tripsina desnaturada por calor apresenta menor
conteldo de folhas beta do que a proteina em presenca de uréia 2,6 M, mesmo apés
corregdes para a faixa espectral utilizada na andlise. Os resultados também mostram a
importéncia de se adquirir os espectros até 184 nm, para a andlise e interpretagdo do

contelido de estrutura secundaria, nas proteinas com alto contetido de folhas beta.
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A estimativa do contelido de estrutura secundaria para a b-lactoglobulina, uma
proteina da classe toda beta do tipo |, através de seu espectro de DC no UV distante,
revelou uma queda de 17% na estrutura em folhas beta, em presenca de GdnHCI 4 M
(Kuwgiimaaal., 1996), e de 40%, em GdnHCI 5,2 M (Hamada & Goto, 1997), com relagdo
a0 conteldo dessa estrutura na auséncia de GdnHCI. A discrepancia entre esses
decréscimos, excluindo a pequena diferenca na concentragcdo do desnaturante, pode ser
devido ao fato de que no primeiro estudo, os espectros foram analisados entre 211 e 250
nm, enquanto que, no segundo, foi utilizada a faixa espectral entre 207 e 250 nm. Também,
0s espectros de referéncia para a estrutura em random coil, bem como os métodos de
andlise de estrutura secundéria foram diferentes nos dois estudos. Kuwajima et al. (1996)
sugerem que as fitas G e H, localizadas dentro da molécula da estrutura nativa da b-
lactoglobulina retém a estrutura beta, mesmo na presenca de GdnHCI 4 M, e que esta
estrutura secundéria residual desempenha um papel no sitio de iniciagdo do dobramento da
molécula. A persisténcia de estrutura em folhas beta, em atas concentracbes de
desnaturantes, é também conhecida para outras proteinas do tipo toda beta (Ropson &
Frieden, 1992; Martensson et al., 1993; Svensson et al., 1995).

Existe a possibilidade de que as seis pontes dissulfeto presentes na estrutura
desdobrada da b-tripsina estejam contribuindo para o alto grau de estrutura residual
verificado em presenca de uréia 2,6 M e a 70 °C. Apesar de haver essa possibilidade, jafoi
demonstrado que a a-lactalbumina forma um MG compacto, até mesmo na auséncia de
pontes dissulfeto (Redfield et al., 1999), e que a propor¢cdo de folhas beta na b-
lactoglobulina reduzida e n&o reduzida néo se atera, de forma significativa, na presenca de
GdnHCI 4 M (Kuwagjimaet a., 1996).

Wilson et al. (1996) mostraram, por meio de atividade ética vibracional de Raman,
gue a lisozima da clara do ovo e aribonuclease A bovina se desdobram quando da redugédo
de todas pontes disulfeto, porém ambas proteinas apresentam estrutura secundaria residual.

Wang et a. (1997) observaram que a reducéo de uma ponte dissulfeto na molécula
de tripsina ndo teve efeito em sua estabilidade conformacional, medida através de
desnaturagdo por uréia. Porém, o espectro de DC para essa nova forma da proteina é

diferente da forma nativa. Os autores sugerem que essa diferenca pode estar associada a
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perda do cromoforo dissulfeto, porém ndo descartam uma perturbacdo na estrutura da
enzima.

Durante o desdobramento da b-tripsina por calor, ocorreu um aumento significativo,
de 8,1% para as hélices alfa, quando a proteina é agquecida até 75 °C, enquanto que, na
presenca de uréia 2,6 M, houve perda total desse elemento (Tabelas 4 e 5). Um aumento no
contetdo de hélice afa foi verificado para o quimotripsinogénio desdobrado por calor, em
pH é&cido (Chaikian et al., 1997). Contudo, o conteldo de folhas beta manteve-se
inalterado. Esse estado, a 80 °C, foi caracterizado como um MG, de acordo com a
interpretacdo dos espectros de DC no UV proximo e distante, e medidas de
compressibilidade. Considerando as similaridades na estrutura tridimensional entre o
quimotripsinogénio e a tripsina, principamente no conteldo dos elementos de estrutura
secundéria, esses resultados mostram que duas proteinas classificadas como toda beta do
tipo 1l e com alta homologia no dobramento terciario, podem alcancar diferentes estados
conformacionais, nas mesmas condi¢oes experimentais. Ao contrario, 0 quimotripsinogénio
desdobrado frente auréia 6 M, em pH acido, apresenta um espectro de DC no UV distante,
similar em forma e intensidade aquele da b-tripsina, em presenca de uréia2,6 M.

Os espectros de DC na regido do UV préximo mostram que, em presenca de uréia
2,6 M, a b-tripsina ndo apresenta contatos terciarios (Figura 18B). Por meio dos espectros
de fluorescéncia, pode-se também notar que, a partir de uréia 2,6 M, ndo ha mais
deslocamentos espectrais e, de acordo com esse critério, a proteina ja se encontra
totalmente desdobrada (Figura 21). No entanto, a intensidade de fluorescéncia da sonda bis-
ANS em uréia 2,6 M € maior que aguela na auséncia desse desnaturante, indicando que
essa sonda se associa & molécula de b-tripsina, nessa condicdo. Além disso, somente em
presenca de uréia 5,5 M, ocorre a dissociacdo do bissANS da molécula da proteina, e
possivel observar a fluorescéncia dos residuos de triptofano, na presenca dessa sonda
(Figura 23). O espectro de DC no UV distante, em uréia 3,7 M (Figura 19), é diferente
daguele em presenca de uréia 2,6 M. Esses resultados indicam que a proteina, em presenca
de uréia 2,6 M, ndo se encontra totalmente desdobrada, justificam o alto conteido de
estrutura secundéria residual, do tipo folhas b, encontrados através da estimativa pelo

método CCA, para essa concentragdo de desnaturante, e permite concluir que esse estado
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pode também representar um estado desnaturado compacto, para a b-tripsina, com auséncia
de estruturaem a-hélice.

Em temperaturas acima de 70 °C, pode-se verificar que ndo mais ocorreu variagdo
pronunciada no sinal de DC, na curva de transicdo, em 205 nm (Figura 11), indicando que
a b-tripsina encontra-se em um estado desdobrado estavel, com perda de sua estrutura
secundaria. No entanto, a estimativa da estrutura secundaria, pelo método CCA indicou a
existéncia de estrutura residual do tipo folhas beta, e ainda um aumento no contetido de a-
hélice.

Para a b-lactoglobulina, em presenca de GAnHCI 5,2 M, néo se observou variagéo
no sina de DC, para a curva de transicdo em 222 nm, o que caracteriza perda em a-hélice.
Contudo, de acordo com a estimativa da estrutura secundéria, nessa concentracdo de
desnaturante, a proteina ainda retém 10% dessa estrutura secundaria (Hamada & Goto
1997).

Esses resultados indicam que, apesar da informagdo que se pode obter por meio das
curvas de transicdo, uma avaliacdo sobre a hatureza dos estados desdobrados sb pode ser
obtida através da informac&o contida nos espectros das proteinas, em diferentes condi¢des
de desnaturacéo.

Para entender a natureza da estrutura residua no estado de MG da a-lactalbumina,
os efeitos de uréia no espectro de NMR foram comparados com o efeito desse desnaturante,
monitorado por DC no UV distante, em 222 nm (Schulman et al., 1997). Os autores
observaram que, mesmo ha auséncia de estrutura secundéria regular, que ocorreu em 10 M
de uréia, a cadeia polipetidica ainda ndo estava completamente desdobrada, de acordo com
os sinais de NMR. Esses resultados mostraram que uma regido central (nlcleo hidrofébico)
se mantém colapsada sob extremas condi¢des de desnaturacdo, e sugerem gue este nicleo
fornece um molde para a correta organizacdo das partes remanescentes da estrutura, no
dobramento.

Assim, de acordo com nossos dados experimentais, os estados desdobrados da b-

tripsina apresentaram as seguintes caracteristicas.
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O estado desdobrado por uréia:
Auséncia de estrutura terciéria em torno dos residuos aromaticos, verificado
através de DC no UV préximo;
Grande contetdo de estrutura secundéria do tipo folhas beta e auséncia de
hélices afa;

Associagao a sonda bissANS;

O estado desdobrado por calor:
Auséncia de estrutura terciaria em torno dos residuos arométicos;
Grande conteldo de estrutura do tipo folhas beta, porém, menor que no
estado em 2,6 M de uréia, e presenca de estrutura do tipo hélice alfa;
Auséncia de variagdo no sinal em 205 nm;

N&o temos dados de associagdo com bis-ANS, natemperatura de 75 °C.

Os resultados desse estudo ndo permitem conclusdes a respeito do que representam
0os estados desdobrados encontrados para a b-tripsina, com relacdo a0 processo de
dobramento para proteina. Um estudo envolvendo a combinacdo de temperatura e
uréia e, ainda, de alta pressdo e uréia apresenta uma opcao para verificar se essas estruturas
secundérias residuais realmente existem e persistem na proteina desdobrada. O emprego de
outras técnicas, como FTIV e RMN, também fornece outra alternativa para se avaiar a
natureza da estrutura residual desses estados desdobrados. No entanto, esse trabalho
permitiu explorar as potencialidades da técnica de DC, na avadiagdo dos estados

conformacionais da b-tripsina, desdobrados por uréia e por calor.
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7.CONCLUSOES

A desnaturacdo térmica para a b-tripsina, medida em condic¢des de equilibrio, parece
ser um processo de dois estados, em que somente os estados nativo e desdobrado séo
significativamente populacionados. A coincidéncia das curvas de transicdo térmica,
detectadas através de técnicas espectroscopicas e obtidas em diferentes comprimentos de
onda, indica que as mudangas conformacionais, que expdem cadeias laterais de
aminoéacidos para o solvente, também rompem a estrutura secundaria da proteina. Além
disso, atécnica de calorimetria diferencial de varredura, que mede diretamente a entalpia de
transicdo (DHcy), forneceu uma razdo DH,n/DHcq proxima a unidade, indicando que a
desnaturacdo térmica € bem representada por um modelo de dois estados.

A desnaturagdo da b-tripsina por uréia, monitorada através dos espectros de
fluorescéncia, revelou a presenca de um estado intermedi&rio, em que os residuos de
triptofano ndo estavam totalmente expostos ao solvente. Esse estado, com grande afinidade
pela sonda bis-rANS, apresentando um nivel considerdvel de estrutura secundéria e auséncia
de contatos terciarios, foi caracterizado como um estado de MG.

Os espectros de DC no UV distante, para a b-tripsina, mostram que, durante o
desdobramento por calor, ocorre um decréscimo continuo nos valores da elipticidade, em
toda a faixa espectral, enquanto que, na desnaturacdo por uréia, ha descontinuidade nesse
decréscimo, apbés 2 M de uréia, entre 210 e 240 nm, indicando que esse processo de
transicdo é mais complexo. Esses resultados também corroboram com as avaliagbes dos
espectros de fluorescéncia para mostrar que, diferente do desdobramento por calor, o
processo de desnaturacdo da b-tripsina por uréia envolve a presenca de estados
intermediarios.

Os espectros de DC no UV préximo e distante mostram grandes alteragOes

conformacionais na estrutura da b-tripsina, durante a desnaturacéo por calor e por uréia. A
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avaliacdo qualitativa dos espectros no UV distante mostra queda no contetido de folhas b,
durante o desdobramento, e a andlise quantitativa, utilizando-se o método CCA, confirma
as alteracOes para esse el emento de estrutura secundaria. Além disso, os espectros de DC no
UV distante, em 70 °C e na presenca de 2,6 M de uréia, mostram que esses estados S30
estruturalmente diferentes, e a andlise quantitativa revela a presenca de estrutura secundéria
residual, para esses estados desdobrados.

A inativagdo da b-tripsina ocorre antes do desdobramento global da estrutura dessa
proteing, com 0 aumento das concentracbes de uréia. A determinacdo dos pardmetros
cinéticos para a hidrélise do substrato L-BApNA, na auséncia e na presenca de uréia,
mostra que a queda da atividade da b-tripsina, antes de alteracfes na estrutura terciaria, foi
devido a uma menor afinidade da enzima pelo substrato. O aumento no valor de Ky e
gueda na eficiéncia catalitica, podem ser explicados tanto por uma desestabilizac8o do sitio
de especificidade S1 quanto pela competicdo entre auréiae o L-BApNA por este sitio.

A técnica de DC mostrou-se valiosa no monitoramento de mudancgas na estrutura
secundéria e terciaria da b-tripsina, uma proteina da classe toda beta, do tipo Il. Os
programas de estimativa de estrutura secundéria, a partir dos espectros no UV distante,
apresentaram bom desempenho na anadlise quantitativa dos principais elementos de
estrutura secundéria na proteina nativa, bem como para a proteina submetida aos efeitos do
calor edauréia. Aslimitagdes dessa técnica, na andlise quantitativa da estrutura secundaria,
foram também discutidas.

A maioria dos estados de MG foram caracterizados utilizando-se proteinas com alto
conteldo de a-hélices. Portanto, esse trabalho mostra a identificacdo de um estado como

MG durante o desdobramento, no equilibrio, de uma proteina da classe toda-b.
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