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RESUMO

As macromoléculas e a atividade biolégica das proteinas sdo freqiientemente
preservadas por pequenos solutos orgénicos denominados osmélitos. O glicerol ¢ um
reconhecido osmolito que protege as células contra condi¢des de estresse como a presenga de
agentes desnaturantes e temperaturas elevadas. O objetivo deste trabalho foi investigar o
efeito de glicerol a 1 mol L™ sobre a variagio de entalpia de van’t Hoff (AH®,y) para a
formagdo do complexo tripsina bovina com o ion benzamidinio no intervalo de temperatura
de 5 e 30 °C. Os graficos de 1/A4jonm em fungdio de 14 diferentes concentragdes dol inibidor,
na presenca de duas diferentes concentragdes do substrato Benzoil-D,L-Arginina-para-
Nitroanilida foram usados para determinagdo dos valores das constantes de dissociag¢do do
complexo enzima-inibidor (K;). A dependéncia de In K; em fun¢do de 1/T foi utilizada para
calcular a variagdo de entalpia de van’t Hoff na presenca de 1 mol.L" de glicerol. Na auséncia
de osmoélitos e na presenga de glicerol a 1 mol.L! os valores de AH®,y; foram de —11,7 + 1,24
e —12,29 + 1,03 kcal.mol”'. Em suma, a incorporagdo de 1 mol.L" de glicerol nfio promoveu
nenhuma alteracdo na variagdo de entalpia de van’t Hoff para a formagio do complexo

enzima-inibidor.

Palavras chaves: tripsina, glicerol e entalpia.



1- INTRODUCAO

Muitos mecanismos de resposta a condi¢des ambientais de estresse, como calor,
radicais livres, altas concentragdes de sais e congelamento, tém em comum o fato de serem
regulados por compostos conhecidos como osmélitos (Yancey et al., 1982; Somero, 1986).
Essas substdncias, cuja concentragio pode variar de dezenas a centenas de milimol.L”,
permitem que as proteinas mantenham suas atividades porque atuam como estabilizadores da
estrutura proteica, sem comprometer a eficiéncia dos mecanismos cataliticos que ocorrem
dentro da célula (Yancey et al. 1982; Yancey, 1985).

Os osmélitos de ocorréncia natural sio quimicamente classificados em trés grupos: (1)
polidlcoois, como glicerol e sorbitol; (2) aminoacidos e seus derivados, como as metilaminas
betaina e sarcosina; € (3) aglicares, como sacarose e trealose (Yancey et al., 1982).

Considerando-se o aspecto funcional, ainda h4 uma outra classificagdo para estes
solutos. Aqueles que exercem pequenos efeitos sobre a fungfio proteica sfio classificados
como soluto compativeis. Ja os osmolitos que combatem os efeitos que solutos deletérios tém
sobre as proteinas sdo denominados solutos neutralizantes (Borowitza & Brown, 1974;
Yancey et al., 1982).

A atividade osmorregulatéria estd amplamente distribuida na natureza. Plantas,
bactérias, mamiferos e invertebrados marinhos, apesar de apresentarem uma grande distincia
dentro da escala evolutiva, utilizam-se desses solutos para estabilizar sua estrutura proteica
(Somero, 1986).

A complexacdo do dimero de triptofano ao seu alvo no DNA de Escherichia coli
depende da presenga de moléculas de dgua, que tém um importante papel termodindmico

neste processo. Pequenas concentragdes de betaina contribuem para que a 4gua permanega na



superficie do complexo dimero-DNA (Brown et al., 1999).

O osmolito B-hidroxicetoina, extraido de marinococus, a uma concentragdo de 3
mol.L™" aumentou a temperatura de desenovelamento da Ribonuclease A bovina em mais de
12 Kelvin, 0 que sugere que este osmélito possa atuar de forma bastante eficiente como
estabilizador de processos que envolvem enzimas aplicadas na presenca de desnaturantes ou
em temperaturas elevadas (Knapp, Ladenstein & Galinski, 1999).

O inibidor de quimotripsina e de citocromo C de coragdo de cavalo sdo proteinas
estabilizadas com sucesso na presenga de elevadas concentragdes de glicina. Este processo é
caracterizado por uma consideravel redugio na propor¢io das constantes de troca de protons
amidinicos sem que ocorra entretanto uma alteracio na estrutura tridimensional dessas
proteinas (Foord & Leatherbarrow, 1998).

A trealose, um agucar de notaveis propriedades estabilizantes, ¢ capaz de prevenir
completamente o colapso da mioglobina ao evitar o escape de pequenas moléculas de 4gua
que sdo vitais para preservar a estabilidade interna dessa proteina (Sastry & Agmon, 1997).
Além disso, promove a estabilizagdo estrutural das membranas ao interagir com os
fosfolipideos de sua bicamada lipidica, diminuindo a transicio termotrépica de fase da
membrana seca, mantendo assim sua permeabilidade durante a reidratagdo (Araidjo, 1996).

Em algumas células endoteliais, astrocitos e células da medula espinhal, a
hiperosmolaridade induz ao actimulo de mioinositol, resultado de um aumento na velocidade
maxima do co-transportador de sodio-mioinositol (SMIT) e do aumento da expressdo deste
gene. Em doengas como a sindrome de Down sdo encontrados distiirbios relacionados a
acumulac@o de mioinositol (Warskulat, Weik & Haiissinger, 1997).

Ja as ceramidas, esqueletos estruturais dos esfingolipideos, capazes de desempenhar
multiplas atividades biologicas, predominantemente associadas & supressdo do crescimento,

também sdo capazes de ativar uma proteina-quinase que desempenha um papel central numa



variedade de respostas ao estresse. Recentemente, o supressor de tumor p53, um dos
reguladores centrais de resposta a0 DNA danificado, mostrou-se capaz de induzir o acimulo
de ceramida (Dbaibo, 1997).

A N-6xido-trimetilamina (TMAO) exerce um importante papel na manutengdo dos
microtiibulos em concentragdes bastante proximas das fisiolégicas, porque interfere na
atuacdo da proteina TAU, que associada aos microtibulos influencia no processo de
nucleacdo, polimerizagfo ¢ manutengfo durante a reunidio de tubulina, inclusive na presenga
de agentes caotropicos. O mecanismo de acdo deste osmélito ainda é desconhecido,
entretanto, evidéncias sugerem que a TMAO possa forgar algumas proteinas a se enovelarem
e resistirem a desnaturagdo (Tseng & Graves, 1998).

Atualmente, todas essas estratégias utilizadas pelos organismos vivos para
estabilizarem suas estruturas proteicas tém sido exploradas pela industria farmacéutica. Ja
estdo sendo realizados testes clinicos com uma insulina inalével, encapsulada em agucar. Esta
mesma metodologia tém sido utilizada experimentalmente para preservar proteinas de valor
terapéutico, tais como a calcitonina, usada no tratamento da osteoporose, ¢ a o.-anti-tripsina,
usada no tratamento do enfisema pulmonar. No futuro, drogas e suplementos alimentares
serdo encapsulados em agucares principalmente para serem enviados para paises que possuem

escassos meios de refrigeracdo e transporte de proteinas frageis (Potera, 1998).

O glicerol ¢ capaz de prevenir a inativagdo pelo calor das enzimas fosfoenolpiruvato
carboxilase (PEPC**), malato desidrogenase (MDH) e nitrato redutase (NR) de Salsola soda.
Esta prote¢éo esta diretamente relacionada a concentrago de glicerol utilizada (Nikolopoulos
& Manetas, 1991). O equilibrio de formagfio de complexos de tripsina bovina com o ion
benzamidinio, um inibidor classico desta enzima, também pode ser afetado com a adigfio de

0,5 moL.L™ de glicerol, sacarose, sorbitol e betaina (Souza—Penha, 1998).



O presente trabalho avaliou o efeito do glicerol sobre a varia¢do de entalpia de van’t
Hoff para o equilibrio de formagéo de complexo entre a tripsina bovina e o ion benzamidinio
a partir das constantes de dissociagdo do complexo enzima-inibidor, determinadas entre 5 ¢ 30

°C de temperatura.



2- OBJETIVO

Analisar o efeito do glicerol a 1 mol.L™" sobre a variagdo da entalpia de van’t Hoff para
a ligacéo de tripsina bovina com o fon benzamidinio, em tampéo tris-HCI a 0,1 mol.L”, pH
8,0, a partir das constantes de dissociagdo do complexo enzima-inibidor, no intervalo de

temperatura de 5 a 30 °C.



3- MATERIAL E METODOS

3.1- Preparo das solugbes utilizadas - As solugdes de tripsina bovina foram
utilizadas a uma concentragfio de 2 mg/mL em HCI pH 3.0. Todas as reagdes ocorreram em
tampdo tris-HCl 0,1 mol.L", contendo CaCl, a 2 mmol.L" e glicerol na concentragdo 1
mol.L"'em pH 8,0. O glicerol foi incorporado ao tampdo antes de ajustar o pH e o volume
final da solugdo. O substrato utilizado foi o Benzoil-D,L-Arginina-para-Nitroanilida
(BApNA). As solugdes de BApNA foram semanalmente preparadas em uma concentragfio
estoque de 0,1 moLL" em dimetilsulfoxido. As reagdes de hidrélise enzimatica do BApNA
ocorreram na presen¢a de benzamidina em tampdo tris-HCI pH 8,0. As reagdes foram
interrompidas pela adigfo de 4cido acético a 60% v/v.

Os reagentes utilizados para o preparo destas solugdes foram provenientes da Sigma,
Aldrich, Fluka e Merk. As medidas de massa foram feitas em uma balanga de precisdo
analitica marca AND, modelo HR-120.A homogeneizagio do tampio foi realizada em um
agitador termostatizado da marca Quimis e o pH foi ajustado com um peagdmetro marca
analyser, modelo pH20. Todas as pipetas, beckers, provetas e baldes volumétricos utilizados

para o preparo das solugdes eram da marca Pyrex.

3.2- Efeito do glicerol sobre a formacdo de complexos de tripsina com o fon
benzamidinio - Em um experimento tipico, foram usadas duas séries com 15 tubos de ensaio
cada uma, com o substrato a 200 e 400 mmolL.L™", respectivamente. Inicialmente cada tubo das
séries S e Sp recebeu 1 mL da respectiva solugio de uso do substrato. Depois cada um dos 15
tubos de cada série recebeu respectivamente 1,3; 1,3; 1,2; 1,1; 1,0; 0,9; 0,8; 0,7; 0,6; 0,5; 0,4;
0.3; 0.2 0.1 e 0,0 mL da solugdio do tampdo. Em seguida foi adicionado a cada tubo um

volume da solugio de benzamidina a 0,001 molL" em tampao pH 8,0 (0,0; 0,0; 0,1; 0,2; 0,3;



0.4; 0,5; 0,6; 0,7; 0,8; 0,9; 1,0; 1,1; 1.2 e 1,3 mL), de forma que o volume total da solugao
presente em cada tubo fosse igual a 2,3 ml. Ap6s atingir o equilibrio térmico da solugdo a
temperatura do experimento em banho termostatizado com refrigeragdo, marca Marconi
modelo MA 184, foi adicionado 0,2 mL de tripsina a 2,0 mg/mlL a cada um desses tubos com
o auxilio de pipetas automaticas regulaveis Oxford modelo Sampler System, exceto ao tubo 1
de cada série, que recebeu 0,2 mL de HCI pH 3,0. Ap6és 10 minutos de incubagdo foi
adicionado a cada um desses tubos 0,5 mL de 4cido acético a 60% v/v. O grau de hidrélise do
substrato foi determinado pela leitura da absorvancia da para-nitroanilida em 410 nm, contra

0 tubo branco de sua respectiva série (tubo nimero 1) em espectrofotdmetro Micronal modelo

B442.

3.3- Cilculo das constantes de dissociacio dos complexos EI - As constantes de
dissociagdo dos complexos EI foram determinadas pelo valor da abscissa do ponto de
cruzamento de duas retas (S, e S;) em gréficos de 1/v contra a concentragdo do inibidor, cada
reta representando um conjunto de 14 ensaios cinéticos de velocidade, de acordo com método
de Dixon (1953) e as descrigdes detalhadas de Rogana, Penha-Silva e Mares-Guia (1989).
Aos pontos experimentais utilizados para determinagdo das constantes de dissociagdo do
complexo EI foram atribuidos pesos estatisticos decrescentes (14, 13,12, 11, 10,9, 8, 7, 6, 5,
4, 3, 2 e 1), a partir do tubo niimero 1, que produziu o maior e mais confidvel valor de

absorvancia.

3.4- Determinaciio da variaciio de entalpia padrio de van’t Hoff para a formacio
dos complexos EI - A dissociagdo do complexo de tripsina bovina com o ion benzamidinio
ocorre segundo a reacdo reversivel EI i E + I, caracterizada por uma constante de

equilibrio, dada pela expressao:



[E][T]
Keg = ——,
(ET]
que ¢ idéntica ao valor da constante de inibico, K;. A constante de formagdo do complexo EI
€ pois igual a 1/K;. Logo, a variagdo de energia livre padrdo de formagdo dos complexos EI é
dada pela expressio:
AG°= RT K,
onde R € a constante universal dos gases (1,987 cal/mol.K) e T € a temperatura absoluta, dada
em graus Kelvin. Colocando-se esta equagdo em igualdade com a seguinte equagdo derivada
da segunda lei da termodinamica,
AG®°= AH° - TAS®,
temos que:
RT InK;= AH°-TAS®,

ou mais simplesmente:

AH® 1 AS°
ll’l Ki = - = Y
R T R

que € a equagdo de van’t Hoff para a formagdo de complexos de tripsina bovina com o fon
benzamidinio. Esta equacdo representa uma reta onde AH%/R corresponde & inclinagdo e -
AS°/R € a intersegdo da reta no eixo y.

Locando os valores de In K; obtidos a 5, 10, 15, 20, 25 e 30 °C em fungdo dos inversos
dos valores das temperaturas em graus Kelvin, foi obtida a variagdo da entalpia padrdo de
van’t Hoff para a ligagdo de tripsina bovina com o ion benzamidinio na presenga de glicerol a
1 mol.L".

O coeficiente de correlagdo entre as varidveis estudadas foi determinado a partir da

expressdo de Cembrowski & Sullivan (1996).



Este trabalho foi integralmente desenvolvido no Laboratorio de Enzimologia do

Instituto de Genética e Bioquimica da Universidade Federal de Uberlandia.
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4- RESULTADOS E DISCUSSAQ

Os valores de K;, determinados na presenca de glicerol 1 a molL" a partir da
dependéncia de 1/A4;, nm COM a concentragdo do fon benzamidinio estio representados na
Tabela 1, Na presenca de glicerol a 1 mol.L”, o aumento da temperatura provocou um
aumento nos valores da constante de dissociagdo do complexo enzima-inibidor. Este
comportamento jé era esperado (Hymes, Cuppett & Canady, 1969; Mares-Guia, Nelson &
Rogana, 1977; Rogana, Penha-Silva & Mares-Guia, 1989), uma vez que o calor aumenta a
agitagdo dos grupamentos quimicos da proteina, prejudicando assim a manutencdo de ligagdes
estabilizantes de sua estrutura, bem como sua interagio com ligantes. Desta forma, a
populagdo relativa da enzima livre no equilibrio aumenta com o aumento da temperatura, o
que pode ser justificado pelo aumento na constante de dissociagdo do complexo EI.

Os solutos envolvidos na estabilizacdo da estrutura proteica e na manutengdo da sua
simetria estrutural s3o preferencialmente excluidos do dominio da proteina. Estes mecanismos
de exclusdo de solutos podem envolver interagdes que dependem exclusivamente das
propriedades do soluto ou podem ser determinados pela natureza quimica da superficie das
proteinas e da sua interagdo com as moléculas do soluto. Também existem casos em que os
dois mecanismos atuam simultaneamente (Timasheff & Arakawa, 1989).

Quando a proteina é inerte em relagdo ao soluto, a interagéio proteina-soluto vai
depender inteiramente da acessibilidade das moléculas do soluto ao contato mais intimo com
a proteina. Segundo Kauzmann (1949), citado por Timasheff & Arakawa (1989), ocorreria
uma exclusio estérica do soluto & primeira camada de hidratagdo da proteina. Assim, formar-
se-ia uma camada impermedvel ao soluto ao redor da proteina (Timasheff & Arakawa,

1989).
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A adiglo de solutos também pode perturbar a tensdo superficial da 4gua. Desta forma,
eles tendem a ser excluidos da superficie da proteina, que torna-se preferencialmente
hidratada. Este mecanismo ¢ comum na exclusio de aglicares, aminoacidos e sais
estabilizantes da estrutura (Timasheff & Ara kawa, 1989).

O glicerol, especificamente, parece ser excluido da superficie da proteina por um
efeito de natureza solvofobica. O contato entre a mistura de glicerol e a 4gua com as regides
ndo polares da proteina é entropicamente mais desfavoravel do que o contato da dgua pura
com 0s grupos nao-polares. Por isso, o glicerol tende a ser excluido da superficie da proteina
(Timasheff & Arakawa, 1989). Com certeza, a presenga do glicerol junto i 4gua na fase
volumosa do solvente torna também entropicamente desfavoravel o contato do anel benzénico
do fon benzamidinio, de natureza néo polar, com o solvente, o que favoreceria sua exclusio
da fase volumosa do solvente e inclusio nos sitios hidrofébicos de ligagio do centro ativo da
tripsina bovina.

Este efeito, justificaria um aumento na estabilidade relativa do complexo EI em
relagdo a enzima e inibidor livres, em uma dada temperatura, na presenga de glicerol. Assim,
seria previsivel um aumento em K; e respectivamente uma diminuigio em K; na presenga de
concentragdes crescentes de glicerol. Desta maneira, os valores de - AG® de formagdo dos
complexos EI deveriam sofrer uma elevagdo com o aumento da concentragdo de glicerol, o
que de fato ocorre (Magalhes, 2000),

Na presenga de glicerol, a dependéncia de In Ki com 1/T produziu uma reta, que foi
utilizada para determinacdo da variagdo de entalpia de van’t Hoff para a formagdo do
complexo EI, conforme mostrado na Figura 1. O valor médio do AH®y determinado na
presenga de glicerola 1 mol.L™” no intervalo de temperatura considerado (30, 25, 20, 15, 10 e
5° C) foi de —12,3 + 1,03 keal.mol™. Este valor nio difere significativamente do valor médio

de ~11,7 £ 1,24 keal.mol" determinado no intervalo de 10, 20 e 30 °C registrado na literatura
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(Souza-Penha, 1998), uma vez que as diferencas entre os valores individuais situam-se
dentro dos desvios padtdes obtidos, Isto significa que a dependéncia térmica do equilibrio de
formagdio do complexo EI néio foi afetado entre os limites de 5 e 30 °C pela incorporacio de 1
mol. L™ de glicerol no solvente, O efeito de concentragdes crescentes deste soluto sobre a
variagio de entalpia de van’t Hoff est4 em curso no Laboratério de Enzimologia do Instituto

de Genética e Bioquimica da Universidade Federal de Uberlandia.



Tabela 1
Efeito de glicerol a 1 molL" sobre as constantes de
dissociagdo (K;), dado em umolL”, dos complexos de
tripsina com o fon benzamidinio em tampdo tris-HCl a 0,1
mol.L", pH 8,0, com CaCl, a 2 mmol.L", em diferentes

temperaturas.

T(K) K,
278.15 2230
33.00
17,54

283,15 37,40
52.60
28,10

288,15 71,90
56,00
61,40

293,15 75,50
89.00
91.20

298,15 113,80
78,40
83,50

303,15 190,40
163,41
161,25




14

In K

-10,0

-10,5

11,0 i

| i 1 L 1 L L " 1 " 1 1 1

0,00325 0,00330 0,00335 0,00340 0,00345 0,00350 0,00355 0,00360
1T

Figura 1 - Dependéncia de In K; com 1/T na presenga de 1 mol.L" de glicerol de acordo com
a equagdo de van’t Hoff. Os dados experimentais ajustaram-se a reta de regressdo linear dada

pela equagdo y = 11,65 — 6.184,47 x, com r = (0,9483 (P =2,1896E-9).
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5- CONCLUSAOQO

O valor de AH®,4 na presenca de glicerol na concentracio de 1 mol.L" foi de — 1234
1,03 kcal.mol™ no intervalo de 5 a 30 °C de temperatura. Como este valor ndo difere de forma
estatisticamente significante do valor de — 11,7 £ 1,24 keal.mol”, obtido por Souza-Penha
(1998) na auséncia do osmélito no intervalo de 10 a 30 °C, isto significa que a presenca de
glicerol a 1 mol.L™ ndo afetou a dependéncia térmica do equilibrio de formagéio do complexo

enzima-inibidor entre 5 e 30 °C.
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