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INTRODUÇÃO

O cooperativismo em proteínas é um processo extremamente 

importante. Ele é a base dos mecanismos alostéricos de regulação da 

atividade protéica, mas ele também se manifesta em processos como o 

desenovelamento de estruturas tridimensionais de proteínas e pode ser 

expresso em níveis populacionais de estados intermediários parcialmente 

enovelados durante a transição do estado nativo para o estado desenovelado 

(Freire et al., 1992). A teoria, características e propriedades das transições 

cooperativas são desenvolvidas com referência às mudanças abruptas que 

ocorrem em soluções de proteínas (Lumry et al., 1966).

A atividade biológica das proteínas necessita de uma estrutura 

tridimensional altamente ordenada. Nas técnicas de enovelamento, a atividade 

representa um critério muito sensível devido a relação entre estrutura e função 

das proteínas (Jaenicke, 1989 apud Yoshida et al., 1993)

Visto que um grande número de conformações é possível para uma 

cadeia polipeptídica, a obtenção de uma estrutura nativa através de um 

mecanismo randômico não é um modelo satisfatório (Vanhove, 1995). O 

mecanismo através do qual a cadeia polipeptídica dirige o enovelamento para 

sua conformação nativa é um problema fundamental que permanece não 

resolvido e tem sido elucidado pela Bioquímica Física (Denton et ai., 1994; 

Matthews et al., 1981). Oportunamente, a identificação de intermediários é 

amparada pela natureza altamente cooperativa do processo de enovelamento 
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(Kuwajima et al., 1989; Gorovits et al., 1995). Uma grande variedade de 

técnicas experimentais tem sido utilizadas para tentar vencer estas 

dificuldades e esclarecer o mecanismo de enovelamento das proteínas (Kim & 

Baldwin, 1990; Yoshida et al., 1993) incluindo estudos mutacionais (Jennings 

et al., 1991) estudos que mascaram a ligação-dissulfeto (Creigthon, 1986; 

Weissmam & Kim, 1991) estudos de espécies enoveladas parcialmente e 

termodinamicamente estáveis (Kuwajima, 1989) e estudos de peptídios 

modelos (Oas & Kim, 1988; Montelione & Scheraga, 1989). A metodologia 

para se descobrir as etapas individuais do enovelamento compreendem a 

termodinâmica e as análises cinéticas dos processos de reenovelamento e 

desenovelamento.

Agentes caotrópicos tais como hidrocloreto de guanidina e uréia 

são os mais efetivos desnaturantes de proteínas capazes de romperem as 

interações não covalentes que definem a sua conformação nativa. Evidências 

para esta conclusão vêm de medidas de propriedades hidrodinâmicas de 

proteínas de baixo peso molecular tais como lisozima e RNAse A, e de 

estudos de RMN protònica de proteínas dissolvidas em GuHCI. As mudanças 

na estrutura das proteínas globulares e a consequente perda de sua função 

não implicam que a proteína na presença do desnaturante esteja 

completamente desenovelada, pois ainda pode existir uma estrutura compacta 

contendo resíduos de estrutura secundária e uma forma com um largo raio de 

giração, que mais se aproxima de um random coil (Matthews, 1993; Fabian et 

al., 1995 ). O hidrocloreto de guanidina é um agente químico capaz de 

promover o desenovelamento de proteínas para gerar um estado considerado 
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randômico do ponto de vista estrutural. Este processo, além de cooperativo, é 

também reversível em muitos casos. O seu estudo pode fornecer contribuições 

significantes sobre as bases moleculares do cooperativismo, bem como sobre 

a própria formação das estruturas terciárias de proteínas.

O enovelamento e o desenovelamento de proteínas globulares 

pequenas pode ser aproximado para um equilíbrio em dois estados, nos quais 

somente a estrutura nativa e a cadeia polipeptídica totalmente desenovelada 

são estáveis. Entretanto estados de conformação intermediária 

termodinamicamente estáveis têm sido detectadas na via de enovelamento de 

algumas proteínas globulares. Em alguns casos, estes estados têm sido 

descrito como molten globules, moléculas compactas com um elevado 

conteúdo de estrutura secundária nativa e flutuações da estrutura terciária 

(Vanhove et al, 1995).

As arquiteturas de centenas de proteínas nativas têm sido 

determinadas por cristalografia de raios X e, mais recentemente, por 

ressonância magnética nuclear (RMN). Ambas as técnicas sofreram um 

grande avanço na última década. Dados de dicroísmo circular, RMN e 

fluorescência indicam claramente a presença de estruturas secundárias e 

terciárias, e estas apresentam maior estabilidade, quando comparadas à forma 

desenovelada (Pace, 1986).

Muitas informações avaliadas até agora vêm de estudos de 

proteínas globulares pequenas, solúveis em água, e contendo menos que 300 

aminoácidos. As importâncias relativas das várias regras de enovelamento 

podem não ser as mesmas para as diferentes proteínas. Agentes externos, 
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tais como prolil isomerases, dissulfeto isomerases ou chaperonas, podem 

aumentar a taxa de formação da estrutura nativa ou o seu rendimento, 

catalisando as reações, ou no caso das chaperoninas, ativando as reações de 

agregação (Mattews, 1993). As chaperonas catalisam a etapa final no 

processo de enovelamento (Brandem, 1991).

As unidades estabilizadas ou microdomínios comandam a molécula 

para uma grande organização estrutural com outros segmentos. Uma fração 

da energia para o processo de enovelamento é gasta para a formação dos 

elementos secundários e a outra fração para promover a associação destes 

elementos dentro da estrutura terciária. Interações que promovem o 

enovelamento de uma parte da estrutura tridimensional de uma proteína, 

também promovem o enovelamento de uma outra parte da molécula, visto que 

modelos intermediários não persistem por longo tempo. Entretanto, técnicas 

engenhosas têm capturado ou identificado algumas características de um 

grande número de intermediários. Atualmente existem evidências concretas de 

que certas proteínas formam intermediários que têm sua estrutura secundária 

intacta (Richards, 1991 apudYoshida, 1979).

Em outros experimentos, Thomas E. Creighton e seus colegas do 

laboratório de Conselho e Pesquisa Médica em Biologia molecular na 

Inglaterra, têm estudado o enovelamento do inibidor pancreático de tripsina 

(PTI) que, semelhantemente a muitas proteínas, forma ligações dissulfeto 

internas. Creighton e seus colaboradores desenovelaram o produto nativo e, 

quando começaram a reação de enovelamento, interrompendo-a em 

diferentes intervalos, eles capturaram intermediários que puderam ser 
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identificados por uma ligação dissulfeto particular. As estruturas completas dos 

intermediários não são ainda conhecidas em detalhes, mas o trabalho tem 

revelado que o enovelamento não ocorre necessariamente ao longo de um 

único caminho.

O desenovelamento de proteínas por desnaturantes tem sido 

estudado experimentalmente pela medida de um ou mais parâmetros físicos 

da proteína em função da concentração de reagente (Herkovitz, 1967). As 

propriedades das proteínas pequenas usualmente mudam pouco em baixas 

concentrações dos reagentes, até uma faixa onde ocorre um desenovelamento 

abrupto da proteína. Dentro de condições apropriadas, o desenovelamento de 

proteínas de baixo peso molecular é usualmente reversível. Diluindo-se o 

desnaturante, a transição de reenovelamento ocorre na mesma faixa de 

concentração do desenovelamento. O equilíbrio de transição geralmente é 

mostrado por uma curva sigmoidal com um simples ponto de inflexão. Estas 

observações são consistentes com uma transição em dois estados em que 

somente o estado totalmente enovelado (N) e o estado totalmente 

desenovelado (U) são populacionalmente significantes (Pace et al., 1974).

NoU

A ausência aparente de um estado parcialmente enovelado em tais 

transições tem sido melhor confirmado pela combinação entre a entalpia 

aparente da transição de desenovelamento medida calorimetricamente e a 

medida da dependência da temperatura da constante de equilíbrio aparente 

para a transição (Privalov & Khechinashvili, 1974; Pfeil & Privalov, 1976).
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A curva de transição é muito útil para se medir a diferença na 

estabilidade conformacional entre proteínas que diferem em sua composição 

em aminoácidos ou alterações resultantes das modificações químicas, 

possibilitando o esclarecimento do enovelamento das proteínas. Inferências 

podem também ser tiradas sobre a estrutura da proteína, se o perfil de 

desnaturação apresenta mais de uma etapa, isto geralmente indica que a 

proteína apresenta mais de um domínio e assim pode-se estimar a 

estabilidade relativa dos domínios (Creighton, 1986). A diferença da 

estabilidade conformacional da proteína é medida a partir da região de pré- 

transição, que depende da proteína enovelada, da região de transição, que 

depende dos estados intermediários, e da região de pós transição, que 

depende da proteína desenovelada. Todas estas regiões são importantes para 

medir e analisar a curva de desenovelamento da proteína (Pace, 1974).

A cooperatividade do desenovelamento pode ser aplicada para 

domínios individuais. As transições de enovelamento da citocromo c (Myer, 

1968, apud Timasheff, 1986), anidrase carbônica (Wong & Tanford, 1973 apud 

Creighton, 1979) e imunoglobulinas (Azuma et al., 1972 apud Creighton, 1979) 

não são sigmoidais, mas apresentam dois ou mais pontos de inflexão, o que 

sugere a presença de três ou mais diferentes estados da proteína. O estado 

populacional da proteína pode ser heterogêneo em sua estrutura covalente . 

Estados intermediários podem consistir de agregados da proteína 

desenovelada (London et al., apud Creighton, 1979).
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A estabilidade do estado desenovelado pode ser dependente da 

ligação de moléculas pequenas, que podem estar presentes em 

concentrações insuficientes para o reenovelamento (Tanford, 1973).

Muitas incertezas sobre a transição de enovelamento de proteínas 

advêm primariamente de limitações técnicas no estudo da conformação de 

proteínas em soluções. Um engenhoso método para a determinação da curva 

de desnaturação utilizando-se um experimento simples é o gel com gradiente 

de uréia. O equipamento utilizado nesta técnica é relativamente simples e a 

metodologia utilizada requer pequenas quantidades de proteína, menos do 

que 1 |ig. Além disto, a amostra de proteína não necessita de um alto grau de 

pureza, pois a eletroforese pode muitas vezes ser usado para separar 

macromoléculas com diferentes conformações em uma amostra.

Uma das propriedades físicas nas quais as proteínas enoveladas e 

desenoveladas diferem marcantemente é o modelo e tamanho do volume 

molecular ocupado pelo polipeptídeo. O modelo de uma proteína afeta a taxa 

na qual ela migra quando submetida a um campo elétrico através do gel de 

poliacrilamida (Crambach & Rodbard, 1971). Proteínas enoveladas migram 

mais rapidamente através do gel do que as proteínas desenoveladas. Estes 

estudos podem confirmar a natureza da transição cooperativa em dois estados 

(Creighton, 1980). A taxa de migração eletroforética através dos géis é 

sensível para intermediários do desenovelamento da proteína (Creighton, 

1979). A eletroforese pode ser conduzida na presença de desnaturantes não- 

iônicos, como a uréia. A transição de desenovelamento pode ser visualizada 

pela eletroforese em gel de poliacrilamida, com um gradiente de uréia 
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perpendicular à direção de migração da proteína. É possível obter informações 

qualitativas sobre a transição de desenovelamento induzida pela uréia para 

casos nos quais não é possível se obter informações com outras técnicas. O 

gel gradiente pode prever informações sobre ambos os estados 

termodinâmico e cinético da transição de desenovelamento.

A amostra de proteína quando aplicada ao topo do gel, mostra uma 

banda inicialmente homogênea e qualquer desenovelamento ou 

reenovelamento pode ocorrer durante a migração eletroforética (Creighton, 

1980). O primeiro estudo cinético foi feito para a ribonuclease A bovina, tendo 

sido encontrado uma maior complexidade devido à presença de duas 

populações de moléculas desenoveladas, uma das quais reenovela mais 

rapidamente que o outro estado populacional (Garel & Baldwin, 1973; Garel & 

Baldwin, 1975; Garel et al., 1976).

O gel com gradiente de uréia pode fornecer consideráveis 

informações sobre as reações de unfolding ou refolding em uma 

determinada faixa de concentração de desnaturante, usando-se pequenas 

quantidades de proteína. A estimativa da velocidade não é tão precisa em 

relação aos métodos espectroscópicos, mas os métodos eletroforéticos 

complementam informações sobre o volume hidrodinâmico da amostra de 

proteína nativa, desenovelada e dos estados intermediários.

O gel gradiente também possibilita o cálculo da variação energia 

livre para transição de desenovelamento de proteínas globulares. AGN-u é uma 

medida quantitativa de fundamental interesse em quase todos os aspectos da 

dinâmica e função das proteínas (Bolen et al., 1988).



OBJETIVOS

Geral

1 - Estudar a dependência do espectro ultravioleta de proteínas e 

de cromóforos modelos de proteínas com a concentração de um agente 

desnaturante clássico, o hidrocloreto de guanidina.

2 - Estudar a dependência da mobilidade eletroforética de proteínas 

com concentrações crescentes de uréia.

Específicos

1 - Determinar o efeito de concentrações crescentes entre 0 e 6M 

de GuHCI sobre os parâmetros Amáx e Smáx de RNAse A e tripsina bovinas; 

miotoxinas I e II de Bothrops moojeni, da piratoxina I de Bothrops pirajai e da 

bothropstoxina I de Bothrops jararacussw,

2 - Determinar o efeito do tempo sobre Amáx e Smáx de tripsina e 

RNAse A bovinas sob concentrações fixas de GuHCI;

3 - Determinar o efeito de concentrações entre 0 e 6M de GuHCI 

sobre os parâmetros Amáx e £máx de N-Ac-Tyr-EE e N-Ac-Trp-EE na faixa 

ultravioleta do espectro;

4 - Determinar o efeito do tempo sobre Amáx e £máx de N-Ac-Tyr-EE 

e N-Ac-Tyr-EE sob concentrações fixas de GuHCI;
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5 - Determinar experimentalmente valores de smáx de algumas 

proteínas em 6M de GuHCI cujos coeficientes de extinção na ausência 

daquele desnaturante sejam bem definidos na literatura;

6 - Medir a variação da energia livre para o desenovelamento de 

RNAse A e tripsina bovinas, miotoxinas I e II de Bothrops moojeni, piratoxina I 

de Bothrops pirajai e bothropstoxina I de Bothrops jararacussu]

7 - Medir a transição de desnaturação (AA) para a RNAse A e 

tripsina bovinas, miotoxinas I e II de Bothrops moojeni, piratoxina I de Bothrops 

pirajai e bothropstoxina I de Bothrops jararacussu;

8 - Determinar as curvas de transição de desenovelamento de 

ribonuclease A bovina, piratoxina I de Bothrops pirajai, miotoxinas I e II de 

Bothrops moojeni, por meio de eletroforese em gel gradiente de 

poliacrilamida com um gradiente transverso de 0 a 6 M de uréia.
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JUSTIFICATIVAS

0 estado desenovelado das proteínas apresenta conformações 

consideradas randòmicas por vários autores na literatura (Pace et al, 1986; 

Herkovitz, 1967). Entretanto, a ausência de estrutura neste estado tem sido 

questionada em recentes trabalhos. A utilização de cromóforos de natureza 

hidrofóbica como compostos modelos é uma maneira conveniente de se 

pesquisar a transição entre os estados nativo e desenovelado das proteínas. 

Como estas transições são em muitos casos, processos reversíveis, o seu 

estudo pode permitir a obtenção de importantes informações sobre o processo 

de formação da estrutura tridimensional a partir da estrutura primária de uma 

proteína. Isto é bastante significativo, uma vez que a estrutura de uma proteína 

determina sua função, e função significa vida para o complexo universo 

biológico da matéria.

Além disso a compreensão das bases moleculares do 

cooperativismo e da formação das estruturas terciárias apresenta um amplo 

leque de aplicações, que vão desde a engenharia genética à terapêutica.
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MATERIAL

As proteínas bovinas ribonuclease A, tripsina e albumina sérica, foram 

obtidas comercialmente da Sigma Chemical Company. A piratoxina I de Bothrops 

pirajai e as miotoxinas I e II de Bothrops moojeni foram gentilmente doadas pelo 

Prof. Dr. José Roberto Giglio e pelo biólogo Andreimar Martins Soares, do 

laboratório de Bioquímica da Faculdade de Medicina da USP de Ribeirão Preto. 

A bothropstoxina de Bothrops jararacussu foi obtida do laboratório de Bioquímica 

da Universidade Federal de Uberlândia, por doação da Prof. Dra. Maria Inês 

Homsi-Brandeburgo e da bióloga Márcia Helena Borges. Todas as amostras de 

miotoxinas foram cromatograficamente purificadas, liofilizadas, e mostraram um 

alto grau de pureza por eletroforese em gel de poliacrilamida.

Os reagentes utilizados foram de grau analítico e obtidos da Sigma, 

Reagen, Inlab, Quimis e Merck.

O hidrocloreto de guanidina foi obtido da Sigma e suas concentrações 

foram determinadas pelo peso do soluto e volume da solução e checadas pela 

medida do seu índice de refração, segundo descrições de Pace (1986) utilizando- 

se um refratômetro universal (Schmidt & Haensch).

As soluções estoque dos compostos modelos, N-Ac-Tyr-EE e N-Ac- 

Trp-EE, eram semanalmente preparadas em DMSO e armazenadas em frasco de 

cor âmbar.
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Os estudos de espectrofotometria no ultravioleta utilizaram os 

espectrofotòmetros Philco Hitachi modelo U-2000 e Zeiss modelo Spekol, com 

cuvetas de quartzo de 1cm de caminho óptico.

Para os experimentos de mudança fracional de RNAse A bovina, foi 

utilizado um banho termostatizado MA 184 da MARCONI.

Para o preparo dos géis com gradiente, foram utilizados reagentes de 

alto grau de pureza e uma bomba peristáltica da Pharmacia.
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MÉTODOS

Determinação de coeficientes de extinção molar de proteínas segundo o 

método de VON HIPPEL, GILL e PETER (1989)

O comprimento de onda utilizado em cada ensaio foi investigado 

através de resultados espectrais onde havia uma maior variação da 

absorvância da proteína na presença e na ausência do desenovelante.

O coeficiente de extinção molar de uma proteína desnaturada em

6M depende do número de resíduos de triptofano, tirosina e cisteína, e pode 

ser determinado usando-se os coeficientes de extinção molar de seus 

cromóforos naquele solvente. Os coeficientes de extinção molar de compostos 

modelos foram determinados por Edelhoch. Ele mostrou que destes resíduos 

somente dois contribuem significantemente para a medida da densidade 

óptica da proteína desnaturada na faixa de 276 a 282 nm. Usando-se estes 

dados, o coeficiente de extinção da proteína desnaturada em 6 M de GuHCI 

pode ser calculado, por meio da equação:

8m,GuHC1 = a SMityr + b.8wi,trp + C.SM,cys

onde 8tyr, 8trp e 8cys são os coeficientes de extinção molar da tirosina, triptofano 

e cisteína, respectivamente, no comprimento de onda considerado, e a, b, c 

são o número de cada tipo de resíduo por molécula de proteína.
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Para determinar o coeficiente de extinção molar da proteína nativa 

deve-se medir as absorvâncias de soluções com concentrações idênticas da 

proteína no estado nativo e no estado desnaturado. A partir da lei de Lambert- 

Beer pode-se inferir que:

ABS GuHCI ! Em, GuHCI = Cden

onde ABSguhci é a medida da densidade óptica da amostra de proteína 

desnaturada em 6M de GuHCI, Emguhci é o coeficiente de extinção molar da 

proteína desnaturada naquele solvente e Cden é a concentração da proteína 

desnaturada na solução (em mol/litro).

A equação equivalente da amostra da proteína nativa é dada por:

ABS nat/em,nat = Cnat

onde ABSnat é a medida da densidade óptica da amostra de proteína e sm.nat é 

o coeficiente de extinção molar da proteína (em M .cm ) no estado nativo. A 

partir das duas expressões anteriores pode-se derivar facilmente uma 

expressão para o cálculo do valor de e da proteína nativa,

Snativa = Sguhci-Anativa/Aguhci

utilizando-se as absorvâncias das proteínas nos estados nativos e

desnaturado e o coeficiente de extinção molar da proteína no estado

desnaturado.



Espectros de absorção no ultravioleta de proteínas e 

cromóforos modelos de proteínas

N-Ac-Trp-EE em OM de GuHCI - 1mL de água e 20 pL de DMSO 

foram adicionados às cuvetas referência e amostra para a obtenção da linha 

de base. E para o espectro da amostra, foi adicionado 1 mL de água e 20 pL 

de N-Acetil-Triptofanil-Etil-Éster 0,01 M em DMSO (Brandt et al., 1973)

N-Ac-Trp-EE em 2M, 4M e 8M de GuHCI - 1mL de GuHCI nas 

concentrações 2M, 4M ou 8M e 20 pL de DMSO foram adicionados, e traçou- 

se a linha de base. Para a obtenção do espectro, adicionou-se 1mL de GuHCI 

nas respectivas concentrações e 20 pL de N-Acetil-Triptofanil-Etil-Éster 0,01 M 

em DMSO.

N-Ac-Tyr-EE em OM de GuHCI - 1m L de água e 20 pl de DMSO 

foram adicionados às cuvetas referência e amostra para o branco. E para o 

espectro, foi adicionado 1 mL de água e 20 pL de N-Acetil-Tirosinil-Etil-Éster 

0,01 M em DMSO (Brandt et al 1973).

N-Ac-Tyr-EE em 2M, 4M e 8M de GuHCI - O branco foi obtido 

adicionando-se 1mL de GuHCI nas concentrações 2, 4 ou 8 M e 20 jiL de 

DMSO foram adicionados, e traçou-se a linha de base. Para a obtenção do 



espectro, foi adicionado 1mL de GuHCI nas respectivas concentrações e 20 

pL de N-Acetil-Tirosinil-Etil-Éster 0,01 M em DMSO.

Ribonuclease A bovina em 0M de GuHCI -1 mL de água e 20 pL 

de cloreto de potássio foram adicionados às cuvetas referência e amostra, 

para a linha de base. A solução da cuveta amostra foi descartada e 1mL de 

água e 20 pL de RNAse A Bovina (a 20 mg/mL em KCI 0,1 M) foram 

adicionados para a obtenção do espectro.

Ribonuclease A bovina em 8M de GuHCI - 1mL de GuHCI 8M e

20 piL de cloreto de potássio foram adicionados às cuvetas referência e 

amostra, para a linha de base. A solução da cuveta amostra foi descartada e 

adicionou-se 1mL de GuHCI 8M e 20 pL de ribonuclease A bovina (20 mg/mL 

em KCI 0,1M) para a obtenção do espectro.

Tripsina bovina em 0M de GuHCI - 1mL de água e 20 pL de 

cloreto de potássio foram adicionados às cuvetas referência e amostra, para a 

linha de base. A solução da cuveta amostra foi descartada e 1 mL de água e 

20 pL de tripsina bovina (a 10 mg/mL em KCI 0,1M) foram adicionados para a 

obtenção do espectro.

Tripsina bovina em 2,2 e 3,9 M de GuHCI -1 mL de GuHCI 2,2 

ou 3,9 M e 20 pL de cloreto de potássio 0,1 M foram adicionados às cuvetas 

referência e amostra, respectivamente, para traçar a linha de base. A solução 
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da cuveta amostra foi descartada e 1mL de GuHCI nas concentrações 

anteriores e 20 pL de tripsina bovina (a 10 mg/mL em KCI 0,1 M) foram 

adicionados para a obtenção do espectro.

Titulação espectrofotométrica de N-acetil-triptofanil-etil-éster e N-acetil- 

tirosonil-etil-éster

Efeito de concentrações crescentes de GuHCI sobre a 

absorvância de N-Ac-Tyr-EE e N-Ac-Trp-EE - Os reagentes utilizados foram 

(A) água desionizada, (B) solução de GuHCI a 8M em água desionizada, e (C) 

solução a 0,01 M de N-Ac-Tyr-EE em DMSO (conservada no freezer em frasco 

âmbar). Procedimento: 1mL de A foi adicionado nas cuvetas referência (R) e 

amostra (S). As cuvetas R e S foram utilizadas como branco. 20 gL de C foi 

adicionado na cuveta S e 20 pL de A foi adicionado na cuveta R. Fez-se 20 

adições sucessivas de 100 irL da solução B na cuveta S, misturou-se bem e a 

absorvância foi lida em 274 nm para N-Ac-Tyr-EE e em 281,5 para N-Ac-Trp- 

EE nm na cuveta após cada adição.
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í Redução total das ligações dissulfeto e carboxiamidometilação 

| dos grupos sulfidrila de ribonuclease A bovina

0,1 g de ribonuclease A bovina foi adicionada em 20 mL de uma 

solução contendo hidrocloreto de guanidina 6M em Tris-HCI pH.8,0 ([EJpjnai: 

0,000364963 M); 0,0309 g de ditiotreitol foi adicionado e incubou-se a solução 

à 37 graus Celsius durante 2 horas ([DTT]: 0,01 M); 0,07 g de iodoacetamida 

foi adicionado e incubou-se a solução no escuro (o recipiente contendo a 

amostra foi coberto com papel alumínio) em temperatura ambiente por 

aproximadamente 1 hora ([lAAJpínai- 0,02 M). A solução foi submetida a diálise 

no escuro contra hidrocloreto de guanidina 2 M em Tris-HCI pH 8,5 durante 3 

horas e duas vezes contra cloreto de sódio 0,2 M (Walker, 1984).

Equilíbrio de desnaturação de proteínas induzido pelo 

hidrocloreto de guanidina

Efeito de concentrações crescentes de GuHCI sobre a 

absorvância em 285 nm de ribonuclease A bovina (a 0,8 mg/mL), 

ribonuclease A reduzida e carboxiamidometilada (a 0,9 mg/mL), em 273 

nm para a tripsina (0,6 mg/mL), 278 nm para piratoxina I de Bothrops 

pirajaí (1,9 mg/mL), em 280 nm para as miotoxina I (0,53 mg/mL) e 

miotoxina II (0,2 mg/mL) de Bothrops moojeni e 278 nm para 

Bothropstoxina (1 mg/mL) de Bothrops jararacussu (Breems et al., 1990) - 

As soluções estoque de proteínas foram preparadas em KCI 0,1 M e GuHCI a 
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; 8 M em KCI 0,1 M. Soluções: (A) KCI 0,1 M, (B) solução de GuHCI a 8M em 

j KCI 0,1M e (C) soluções de ribonuclease A bovina, ribonuclease A reduzida e 

1 carboxiamidometilada, tripsina A bovina, piratoxina I de Bothrops pirajai , 

miotoxinas I e li de Bothrops moojeni, e bothropstoxina de Bothrops 

Jararacussu. Procedimento: 1mL de A foi adicionado nas cuvetas referência

(R) e amostra (S). As cuvetas R e S foram zeradas. 20 p.L de C foi adicionado 

na cuveta S e 20 pL de A na cuveta R. 20 Foram feitas 20 adições sucessivas 

de 100 pL da solução B na cuveta S, As amostras foram bem misturadas e a 

absorvância foi lida após cada adição. As amostras foram filtradas para 

remover partículas individuais.

A análise das curvas de desenovelamento foi feita assumindo um 

mecanismo de dois estados. Para um mecanismo de dois estados (Pace, 

1974), assume-se que

ff + fu - 1 [1]>

onde ff e fu, representam a fração da proteína presente nas conformações 

enoveladas e desenoveladas, respectivamente.

y em qualquer ponto da região de transição pode ser dado por

y = yFÍF + yufu [2],

onde yF e yu representam os valores de y característicos dos estados 

enovelado e desenovelado, respectivamente.

Combinando-se as equações anteriores, obtemos

fu = (yf - y)/(yF - yu) [3],

A mudança da energia livre, AG, pode ser calculada, usando-se

AG = - RTIn K = - RTIn [(yF - y)/(yf - yu)] [4],
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I onde R é a constante dos gases (1,987 cal/mol. K) e T é a temperatura 
j

j absoluta em graus Kelvin. Os valores de yF e yu foram obtidos por 

I extrapolação das regiões de pré- e pós-transição da curva de
i
j desenovelamento da proteína.

A constante de equilíbrio pode ser calculado, usando-se

Kd = e'AG/RT = fu/fN [5],

O método de extrapolação linear foi usado para determinar a 

variação da energia livre. A metodologia foi originalmente utilizado com 

base na observação da dependência linear da variação da energia livre 

observada durante o desenovelamento como uma função do desnaturante 

(Bolen et al., 1988; Santoro et al., 1992; Bolen et al., 1995).

A variação da energia livre da solução de proteína em KCI 0,1 M 

foi determinada pela extrapolação do AG em função da concentração do 

desnaturante.

A medida da diferença na absorvância, AA, foi convertido em 

mudança molar, As, conhecendo-se a concentração de proteína e o caminho 

óptico da célula, de acordo com a Lei de Lambert - Beer,

As = AA/ c x I [6],
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'Medida da estabilidade de RNAse A Bovina

Estabilidade de Ribonuclease A Bovina - A estabilidade de

I ribonuclease A bovina (a 40 mg/mL) foi estimada pela incubação durante 24 

i horas em concentrações de 0 a 6 M de hidrocloreto de guanidina (Ort et al., 

’ 1995), tamponado com tris-sulfato 0,1M pH 7,5 ou tris-acetato pH 4,5. As 

I amostras foram termostatizadas à 23 °C. A transição de desnaturação foi 

; medida espectrofotometricamente usando-se cuvetas de quartzo de 1cm de 

í caminho óptico. As células referência e a amostra continham a mesma 

í concentração do desnaturante e do tampão. As soluções foram filtradas antes 

' da medida de absorvância. Entretanto o grau de precipitação da amostra de 

i proteína variou com a concentração do agente desnaturante. Para compensar 

' esta variação durante as medidas espectrofotométricas, a taxa de A285nm/A260nm 

■ foi determinada para cada amostra, uma vez que A26o m não é afetada pela 

desnaturação completa e serviu como um padrão interno. As leituras foram 

feitas no espectrofotòmetro Hitachi modelo U-2000. Como o hidrocloreto de 

guanidina é altamente higroscópico, as molaridades de todas as soluções 

utilizadas neste experimento foram determinadas por refratometria (Pace, 

1986; Martensson et al., 1992).
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Determinação da cinética de hidrólise de citidina 2’:3’-fosfato 

na ausência e presença de GuHCI

Atividade de Ribonuclease A Bovina - A atividade de 

ribonuclease A bovina foi monitorada espectrofotometricamente (Hitachi U- 

2000) a 284 nm utilizando-se Citidina 2’:3’- Fosfato (0,3 mg dissolvidos em 3.0 

mL de tampão tris-HCI pH 7,0) como substrato, e a enzima (0,5 mg em 3mL de 

tampão Tris-HCI pH 7,0). É importante que o pH do tampão seja 

aproximadamente 7 para minimizar os efeitos de mudanças no substrato 

durante a reação (Aronsson et al., 1995; Crook, 1959).

Medida da perda de atividade de RNAse A Bovina - A perda da 

atividade de RNAse A bovina foi medida espectrofotometricamente com 

amostras contendo a enzima e o substrato em diferentes concentrações de 

hidrocloreto de guanidina (0,25; 0,5; 0,75; 1,0; 1,2, 1,4, 1,6, 2,0, 2,2, 2,4, 2,6, 

3 0- 3 2- 3 4- 3 6’ 3 8 e 4,0 M). A cuveta de referência continha a mesma 

concentração do desnaturante e do substrato (Xiao et al., 1996).
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I Estudo da cinética e recuperação da atividade de 

| reenovelamento de RNAse A Bovina 

j

Cinética de reenovelamento de RNAse A bovina - Para estudar a

cinética de reenovelamento, a RNAse A bovina (a 2,5 mg/mL) foi desnaturada 

pela incubação em 8 M de GuHCI e 0,1 M de tampão tris-sulfato pH 7,5 à 23 

°C, durante 24 horas. A renaturação foi conseguida diluindo-se a enzima 

! desnaturada com o tampão para concentrações finais em hidrocloreto de 

guanidina de 6, 3, 2 e 1M. A reação de renaturação foi monitorada pela 

mudança nas propriedades de absorção no ultravioleta durante 2000 

segundos (Subramaniam et al., 1995; Vanhove, 1995, Barry et al., 1988).

Medida da recuperação da atividade de RNAse A bovina - A 

amostra de RNAse A bovina foi incubada durante 3 horas em GuHCI 8 M. 

Após este período de incubação a amostra foi submetida a diálise no escuro 

contra hidrocloreto de guanidina 2 M em tris-HCI pH 8,5, durante 3 horas, e 

duas vezes contra cloreto de sódio 0,2 M (Walker, 1984). Alíquotas foram 

retiradas e a atividade foi medida após 0, 2, 4, 8, 10,12 e 24 horas, utilizando- 

se citidina 2’:3’-fosfato como substrato (Crook, 1959).
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í Dependência com o tempo dos parâmetros Amáx e emáx de

I compostos modelos de proteínas

N-Acetil-L-Tirosinil-Etil-Éster e N-Acetil-Triptofanil-Etil-Éster -

1mL de H20 e 20 pL de DMSO foram adicionados à cuveta referência e 

utilizados como branco. 20pL de N-Acetil-Tirosinil-Etil-Éster 0,01 M ou N- 

Acetil-Triptofanil-Etil-Éster 0,01 M em DMSO foram adicionados à cuveta 

amostra. As medidas foram efetuadas em comprimentos de onda de 273 e 

281,5 nm respectivamente, durante 2000 segundos.

Gel com gradiente de uréia

O gel de acrilamida foi conduzido em uma placa quadrada de 82 x 

82 mm, que pode ser rodado de 90 ° O gel foi imerso completamente no 

tampão e a temperatura da eletroforese foi controlada. O gel gradiente de 

uréia foi formado por fotopolimerização das soluções de acrilamida dentro das 

placas, onde o gel gradiente de uréia foi obtido, misturando-se duas soluções 

de acrilamida com duas soluções de uréia (a 0 e 8 M, respectivamente). A 

solução de acrilamida com alta concentração de úreia foi colocada primeiro 

com a ajuda de um capilar formando um gradiente contínuo de uréia. Uma 

bomba peristáltica foi utilizada para controlar o fluxo de 1ml_/min. Foi 

adicionado sorbitol para estabilizar o gradiente. As duas soluções foram 

idênticas em todos os aspectos, mas um gradiente de acrilamida de 15% a

II % w/v foi usado para contrabalançar os efeitos da uréia nas propriedades
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I eletroforéticas. A formação do gradiente de uréia no gel foi verificada por 

í refratometria.

Após fotopolimerização o gel gradiente de uréia foi inserido dentro 

I de um aparelho para eletroforese de tal modo que o gradiente de uréia ficasse 

I perpendicular á direção de migração da eletroforese.

O tampão utilizado na eletroforese foi tris-acetato 0,05 M pH 4,0.

Aproximadamente 100 pg de proteína em 50 pL de tampão e 1O/o 

de glicerol foi adicionado ao topo do gel para aumentar a densidade. O 

marcador utilizado para algumas amostras foi o azul de bromofenol.

A eletroforese foi iniciada aplicando-se cerca de 10 mA/gel. Após o 

marcador ter adentrado alguns milímetros no gel, a corrente foi aumentada e 

mantida constante em aproximadamente 20 mA/gel. Durante o curso da 

eletroforese a temperatura foi mantida praticamente constante entre 27 e 

30°C. Após o término da corrida eletroforética, que durou aproximadamente 2 

horas, o gel foi mantido durante cerca de 10 minutos em solução corante 

contendo Coomassie Brilliant Blue G e durante a noite em solução fixadora 

(Creighton, 1979).

O gel com gradiente de uréia foi usado para estimar a variação da 

i- i . ■ actarin nativo oara o estado desenovelado daenergia livre da transição do estaao nauvu 

proteína, segundo as descrições de Creighton (1990).

A mudança na mobilidade (M) da proteína é descrita pela fração da 

proteína desenovelada. Informações sobre o estado termodinâmico de 

proteínas pode ser dado pelas equações abaixo

Fu=[U]/([U]+[NJ) [7],
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onde [U] é a concentração da proteína desenovelada, [N] é a concentração da 

proteína nativa e Fu é a fração da proteína desenovelada.

Fu= (Mj - Mn)/(Mu - Mn) [8],

onde Mi é a mobilidade no estado intermediário, Mn é a mobilidade no estado 

nativo e Mu é a mobilidade no estado desenovelado.

A constante de equilíbrio Ku é dada por:

Ku = [U]/[N] = (Mi - Mn)/(Mu - Mn) [9].

Schellman (1978) descreveu a energia livre do enovelamento por:

AGf=-RTIn[(N)/(U)] [10],

ou

AG = -2,303 RT log Ke [11],

onde AG é a variação de energia livre, R é a constante universal dos gases 

(1,987 cal/mol.K) e T é a temperatura absoluta em graus Kelvin.

No ponto médio da transição, a fração desenovelada é 

aproximadamente uma função linear da concentração do desnaturante, e uma 

linha tangencial ao ponto médio pode ser usada para obtenção da energia 

livre de enovelamento.

A mobilidade das formas nativa e desenovelada define a escala de 

valores para a energia livre de - 2 RT e + 2 RT.
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RESULTADOS

A figura 1 apresenta os espectros de absorção no ultravioleta de 

i tripsina bovina em 0, 2 e 4 M de hidrocloreto de guanidina, na presença de KCI 

0,1 M. Como pode-se ver, o espectro da tripsina nativa (0,1 M KCI) exibe um 

ponto de absorvância máxima em torno de 279,5 nm, o que está em 

concordância com dados registrados na literatura (Villanueva e Herskovitz, 

1971). Contudo é em torno de 273 nm que a presença do hidrocloreto de 

guanidina na solução causa maiores perturbações no espectro da tripsina. Este 

comprimento de onda foi usado em experimentos de titulação 

espectrofotométrica contínua de tripsina bovina por GuHCI dentro dos limites de 

0 e 5 M do desenovelante (figura 2). A transição sigmoidai de desenovelamento 

da tripsina foi usada para determinação da variação da energia livre de 

desenovelamento daquela enzima.

A figura 3 apresenta os espectros de absorção no ultravioleta de 

RNAse A bovina em 0 e 8 M de GuHCI, na presença de KCI 0,1 M. Os 

resultados são apresentados sem nenhum artificio de derivação para redução 

no nível de ruído determinado pelos baixos valores de absorvância do 

experimento. O máximo de absorvância foi observado por volta de 274 nm, mas 

o ponto de maior perturbação espectral pelo hidrocloreto de guanidina está em 

torno de 285 nm. Este comprimento de onda foi então utilizado na titulação 

contínua de ribonuclease A bovina por hidrocloreto de guanidina, dentre os
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j limites de 0 e 5 M do desnaturante. A figura 4 apresenta os resultados obtidos. 

I Esta curva de transição de desnaturação foi utilizada para o cálculo da 

I constante de equilíbrio e da variação da energia livre da transição de 

i desenovelamento da ribonuclease A. As pequenas inclinações dos segmentos 

i de pré-transição e pós-transição, respectivamente, da curva de 

’ desenovelamento da ribonuclease A (figura 4), não são artefatos devidos a 

j instabilidade de leitura do espectrofotômetro, mas sim características reais da
i
I transição. Não há perturbações significativas quando as absorvâncias em 285
I
I nm de RNAse A a 2,5 M em KCI 0,1 M e em 8 M de GuHCI (pré-incubada a 23 

j °C durante 24 horas) são monitoradas durante cerca de 30 minutos (figura 5), 

| tempo suficiente para executar a transição de desenovelamento da enzima 

■ (figura 4).

í As técnicas de titulação espectrofotométrica de proteínas por
í
; hidrocloreto de guanidina, aprendidas com o uso de tripsina e ribonuclease A 

bovinas (figuras 1, 2, 3 e 4) foram empregadas na titulação de proteínas para 

as quais as transições de desenovelamento ainda não haviam sido estudadas. 

As figuras 6 e 7 mostram a transição de desnaturação das miotoxinas I e II de 

Bothrops moojeni, da bothropstoxina I de Bothrops jararacussu, e da piratoxina l 

de Bothrops pirajai. Os comprimentos de onda utilizados em cada ensaio foram 

obtidos por meio de dados espectrais para as proteínas.

Além da titulação espectrofotométrica por hidrocloreto de guanidina, 

as medidas espectrofotométricas de proteínas também foram utilizadas para 
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í determinação de seus coeficientes de extinção. Estes dados estão mostrados 

I na tabela I, para RNAse A íntegra e RNAse A com grupamentos sulfidrilas 

| reduzidos e carboxiamidometilados (RCAM-RNAse A), tripsina bovina, 

) miotoxinas I e II de Bothrops moojeni, bothropstoxina I de Bothrops jararacussu 

j e piratoxina I de Bothrops pirajai.

tabela II mostra, para as proteínas estudadas, as medidas da

I transição de desnaturação, que são estimativas reais da mudança da 

) absorvância que ocorre no curso do desenovelamento, a partir das medidas da 

j absorvância molar da proteína no estado nativo e no estado desenovelado. 

! A figura 8 apresenta os espectros de absorção no ultravioleta de N-

I Ac-Tyr-EE em 0, 2, 4 e 8 M de GuHCI, em soluções contendo 0,1 M de KCI. A 

maior perturbação espectral determinada pelo solvente ocorreu em torno de 274

, .-./Ho fní utilizado em experimentos de titulaçãonm. Este comprimento de onda foi utnizaao eu m

, ^rnnfnrn nor GuHCI dentre os limites de 0 e 6 espectrofotométrica continua do cromof P

M. Os resultados desta titulação estão mostrados na g

Os espectros de absorção no ultravioleta de N-Ac-Trp-EE em 0,2 e 4 

M de GUHCI, todos em soluções contendo 0,1 M de KCI, estão mostrados na 

figura 10. A maior perturbação espectral determinada pelo solvente ocorreu em 

torno de 281,5 nm. Este comprimento de onda foi utilizado em experimentos de 

,o dn rromóforo por GuHCI dentre os limites titulação espectrofotométrica continu

de 0 e 6 M, Os resultados da titulação estão mostrados na fig
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As pequenas inclinações apresentadas pelas dependências das
i
ibsorvâncias em 274 nm de N-Ac-Tyr-EE (figura 9) e em 281,5 nm de N-Ac- 

Trp-EE (figura 11), respectivamente, com a concentração de hidrocloreto de 

guanidina, não são artefatos experimentais, mas sim características reais dos 
j
^experimentos. Os valores de A274nm do N-Ac-Tyr-EE e A28i,5nm do N-Ac-Trp-EE, 

I com ambos os cromóforos em 8 M de GuHCI, não são significativamente
i1
i perturbados com o tempo (figura 12) durante os cerca de 30 minutos

I necessários para efetuar a titulação espectrofotométrica dos cromóforos.
/
í As medidas espectrais de N-Ac-Tyr-EE e N-Ac-Trp-EE foram

j utilizadas na determinação de seus coeficientes de extinção molar. A tabela III 

j
I apresenta os valores calculados. Estes valores são concordantes para

I cromóforos de Tyr e Trp com valores reportados na literatura (Edelhoch, 1967).
I
j Quando se observa atentamente uma titulação espectrofotométrica

I de uma proteína por solventes como o hidrocloreto de guanidina, o decaimento 

j espectral observado (figuras 2, 4, 6 e 7) pode sugerir uma precipitação da 

j Proteína, o que de fato ocorre com proteínas como a anídrase carbônica 

• (Mârtensson et al., 1992). Segundo aqueles autores, um modo simples e 

eficiente de descartar as possíveis contribuições devidas a precipitações da 

proteína durante a titulação espectrofotométrica, constitui na medida da razão 

de A^/Aaeo nm, uma vez que A26o não é significativamente afetado pela 

desnaturação completa da proteína (Edsall et al., 1966). Esta relação é referida 

na literatura e neste trabalho como razão ou mudança fracional da absorvância 
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I da proteína. O efeito do pH sobre a transição de desenovelamento da 

| ribonuclease A foi convenientemente estudado por medidas da razão fracional 

| da proteína. A figura 13 mostra a titulação espectrofotométrica fracional da 

I ribonuclease A em pH 4,5 e pH 7,5.
i

j A reversibilidade do desenovelamento de RNAse A por hidrocloreto

| de guanidina foi estudada num experimento em que a proteína pré-incubada 

’ com 8 M do desenovelante foi diluída com KCI 0,1 M até 2 M de GuHCI. A
I

j figura 14 apresenta a curva de renaturação da RNAse A, juntamente com sua 

curva de desenovelamento.

A figura 15 mostra a cinética de reenovelamento da RNAse A pré- 

incubada por 24 horas, a 23 °C, em 8 M de GuHCI, e então diluída com KCI 0,1 

M para concentrações finais de 6, 3, 2 e 1 M de GuHCI. Os pontos 

experimentais foram fitados a polinomiais do terceiro grau para obtenção 

dos valores de ti/2 que representam o intervalo de tempo necessário para o 

reenovelamento de 50 % das moléculas de proteína.

O efeito de concentrações entre 0 e 4 M de GuHCI sobre a cinética 

de hidrólise de citidina 2’:3’-fosfato pela RNAse A está mostrado na figura 16. 

As velocidades iniciais destas curvas foram utilizadas para obtenção das 

atividades da RNAse A em diferentes concentrações do desenovelante. A 

figura 17 mostra a dependência da atividade da enzima com a concentração de 

GuHCI dentro dos limites de 0 e 4 M.
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Nos experimentos de reenovelamento por diluição de soluções da 

proteína em concentrações a 8 M para concentrações mais baixas d G 

equilíbrio da extinção da proteína é atingido bem rapidamente (figura 15).

Porém, quando a diminuição da concentração 

diálise, a recuperação da atividade da RNAse A 

do desenovelante ocorre por 

ocorre bem lentamente, como

pode ser visto na figura 18.
A figura 19 mostra a titulação espectrofotométrica de RCAM-RNAse 

A com GuHCI entre os limites de 0 e 6 M. Pode-se ver que o padrão de 

^nr-ontracão do desenovelante é análogo 
dependência da absorvância com a concentração 

ao padrão dos cromôforos, ou seja, a dependência é também linear. Isto indica 

que a ribonuclease A com suas sulfidrilas quimicamente bloqueadas não 

apresenta estrutura que pudesse ser espectrofotometricamente detectada.

■ dP desenovelamento de tripsina bovina 
A partir das transições de desenove

~-^vinpq l e II de Bothrops moojeni 
(figura 2), ribonuclease A (figura 4), i

„ xu iarnracussu e piratoxina I de Bothrops 
(figura 6), bothropstoxina I de Bothrop J

nnncitnntes de equilíbrio e as variações 
pirajai (figura 7), foram determinadas a

., . íroncirão entre os estados N e U 
de energia livre em pontos intermediários

, criarão da energia livre do 
de cada proteína. Estes valores e

i contra a concentração de hidrocloreto de
desenovelamento foram plotadas

dmueles pontos foi usada para determinação de 
guanidina. A reta de regressão daqu P

H2o •=. livre do desenovelamento na ausência do
AGqH2 a variação de energia

. . n método da extrapolação linear (Pace, Shirley &
desnaturante, segundo o metoao
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Thomson, 1990), Estes resultados são apresentados na tabela IV, juntamente 

Icom a inclinação (m) de cada reta de regressão e a Di«, que é a concentração 

í do desnaturante no ponto médio da transição.

O desenovelamento de ribonuclease A, miotoxinas I e II de Bothrops 

moqjeni, e piratoxina I de Bothrops pirajai, foi também estudado por eleforese 

em gel de poliacrilamida com gradiente de uréia, segundo as descrições de 

i Creighton (1990). Os resultados estão mostrados nas figuras 20, 21, 22 e 23. A 

I partir dos géis com gradiente de uréia foram determinadas as variações da 

o Hgç transições de desenovelamento daquelas> energia livre para cada uma das trans ç

i proteínas. Os valores estão na tabela V.
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------- OM GuHCI

— 2,0M GuHCI

-------- 4,OM GuHCI

Figura 1 - Espectro de absorção no ultravioleta de tripsina bovina em O, 2 e 4 M 

de hidrocloreto de guanidina. A amostra de tripsina bovina (10 mg/mL) foi dissolvida 

em KCI 0,1 M ( ), hidrocloreto de guanidina 2 M (- ), e hidrocloreto de guanidina 4 

M (-). O espectro foi obtido a temperatura ambiente, com uma cuveta de 1 cm de 

caminho óptico, em um espectrofotômetro Zeiss Spekol.
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Figura 2 - Transição de desnaturação induzida por concentrações 

crescentes de hidrocloreto de guanidina sobre tripsina bovina. Os 

dados de 3 séries de experimentos iguais produziram uma curva sigmoidal.

36



-0 M GuHCI

-8M GuHCI

Figura 3 - Espectro de absorção no
ultravioleta de ribonuclease A bovina no 

KCI 0 1M) e estado desenovelado (8 M GuHCI) pH 
estado nativo (0 M GuHCI em KC

ro ambiente com uma cuveta de 1 cm de 
5,0. O espectro foi obtido a temperatura a

caminho óptico, em um espectrofotometro Zeiss Sp
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ão induzido pelo hidrodoreto de 

de bothropstoxina / deFigura 7 - Equilíbrio

Quanidina sobre as

Bothrops iararacussu 

esquerda e a direita

de desnaturação ...

absorvâncias máximas 
e piratoxina I de Bothrops pirajai As ordenadas a 

correspondem as curvas para as piratoxina 1 e

bothropstoxina I, respectivamente.
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Tabela I - Cálculo dos coeficientes de extinção molar (& e 

acentuai (£ni) a partir de medidas espectrofotométricas de 

Proteínas em KCI 0,1 M
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MA) de ProteínaS' AN 6
• “ hp desnaturação (

Tabela II- Medida da transição desnaturada
das formas nativa

são as absorvâncias molares médio da
iar na absorvância no po 

respectivamente. AA é a mudança

— AiVI GtiHGl * 
transição, dada por A om GuHCI'

Proteína

Ribonuclease A bovina
Ifípsina bovina
Mjotoxina I de Bothrops moojeüL 
Miotoxina II de Bothrops moo/eni 
Bothropstoxina I de Bothrops 

^[Qracussu_______ _____
Pi[a|oxina I de BothropsjJiroja]
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N-Acetil-Tirosinil-Etil-Ester 
*9ura 8 _ Espectro de absorção no ultravioleta

(—), 2 4 ( ) e8M(- )de hidrocloreto de guanid
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1,4
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■9ura 10 _ Espectro de absorção no ultravio
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Tabela III
Cálculo do coeficiente de

6 M de hidrocloreto

extinção molar 

de guanidina-

compostos modelos em

hidrocloreto de guanidina 6 >

2Edelhoch, 1967
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Figura 15 - Cinética de reenovelamento de ribonnclease A bovina. A amostra foi 

incubada durante 24 horas a 23 »C em hidrocloreto de guanidina 8 M, e então 

6 3 2 e 1 M de GuHCI. A ordenada da 

1 M de GuHCI, enquanto a ordenada da

3 e 2 M. Os pontos experimentais foram ajustados a 

polinomiais do terceiro grau para obtenção dos valores de t„2. que representam o 

interveio de tempo necessário para o reenovelamento de 50% das moléculas de 

Proteína. Os valores obtidos foram de 40, 70 e 85 segundos para
• - — r'! irvas a 6 e 3 M
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o reenovelamento de
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, _ ^/á/íse contra NaCI 0,1 RNAse A bovina ap°Figura 18 - Recuperação da atividade & medida da atividade após 0, 2, 4, 8,

Alíquotas foram removidas e ensaia Estrato convertido em produt

, em m°,es de SU
^0, 12 e 24 horas. A atividade e

P°r segundo por mol de enzima.
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abs^naa em 280 nm de nbonudease redu2lda e c^ido^. Dados 
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s séries de experimentos (■ e ♦)■
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Tabela IV - Determinação

Proteína

Ribonuclease A Bovina

curvas de desnaturação.

ir da análise das

Tripsina Bovina

Miotoxina 1

Bothrops moojeni

’ 1

4— 6

'|4J5

i Miotoxina II
0,0

4— ^1056^6
I Bothrops moojeni 4—%42

-4 4/Í9
Piratoxina 1 de -X ’%4644^"

\ Bothrops pirajai

1 ^othropstoxina 1

1 be Bothrops jaracussu



0

com gradiente de uréia para

Tris-Acetato pH 

contra um gradiente linear 

foi conduzida em direção ao

. de Poliacn^ida 
Figura 20 - Eletroforese em 9e 

f0’
RNAse A bovina nativa- O

n fi M de uréia foi i^t0 

gradiente linear de 0 a 6 M
■Ha A eletroforese 

inverso de 15 a 10% de acnlamio^-

4,0. Um

cátodo entre 27 e 30 UC.
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0

6M
t

u

N

rn g^nle de uréia para

. de poliacnl^a C0 . Tris.Acetato pH

Figura 21 - E/efroforese em 9 °

Piratoxina I nativa de BothíSBS B!íá- jmpos10 contra m

, na6M*ure,a sfi foi co^
4,0. Um gradiente linear de e\etrofores

acrilamid3-
linear inverso de 15 a

direção ao cátodo entre 27 e 3
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Figura 22 - E/etroforese

miotoxina I nativa de B9ÍÍ2B- 

linear de 0 a 6

10% de

4,0. Um gradiente

ünear inverso de ^5 a

direção ao càtodo entre 27
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6 M

1

p. de pofâ^^9

Figura 23 - E/etroforese em 9 q utfcado ■

miotoxina II nativa de_Both[28ê ímP°st0
6 M de ure'a TU

4,0. Um gradiente linear de 0 * e(etroí°íeS
t 10% * acniamrda 

i'near inverso de A 5 a '

de uréia Para

iS.Acetat0

odienté

com 9^ente

, foi Tris-' 

contra um 9ra

foi c°r'1
iduzi03 ern

direção ao cátodo entre
27 e30
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livre de desenovelamento de

rio
Tabela V - Determinação da variaçao 

proteínas em géis com gradiente de
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DISCUSSÃO

uma proteína em 6 M de GuHCI é

Segundo senso comum da hteratura 1gg8)

considerada existir num estado ^“‘^Xesúonamentes nos últimos 

Entretanto esta idéia têm sido alvo d estfuWras residuais de proteínas 

anos, com evidências para a exis . pace, Laurents
o. NieeKe>> 1

em 6 M de GuHCI ou de ureia (Sho igg2; Aronsson e

Thomson, 1990; Dill & Shortle, 1991, Nla^ deste trabalho foi

al., 1995; Gorovits, Seale & Horow
emento de pr°te'naS 

rever o tema do desenovelamento 

solventes desnaturantes sobre R

a colher 
Anfinsen & colaboradores

,c_ia yjhite
enovelamento proteico (sei ,

estudando o efeito de 

. a a proteína que pen* * 

A bovma. sowe Q

as primeiras
„58).AW^abO'"na 

-Ca.-- — 

escolhida como um segundo referencia! u •, & 1989).

experiência com aquela enzima (Rogana, Ren g aljvidade

E e N_Ac-Trp-£E sa cromofóncos Tyr
Os compostos N-Ac-Tyr-EE aminoácid°s

o aoresentam os a"1 õeS das
esterásica de quimotripsina, du carecidas com 3

'rnicas bastante P^e n6)
e Trp envoltos por ligações qui leS nao

♦-.vos estruturais estas
estruturas proteicas. Os seus mo daS prOteinas.

........»—•’ .«.«■ p» ”

razões eles foram aqui utilizados como coll frente

to espectral de 
esperado ser o comportameni

solventes desenovelantes. 63



mais

na

ambos

das

No mtuito de selecionar comprimentos de onda onde o solvente fosse 

xPressivo, foram feitos vários espectros de RNAse A e tripsina bovinas 

Presença e a, ■ 
ausência de várias concentrações de GuHCI (figuras 1 e 3).

°s casos nota-se um efeito hipocrômico do desnaturante sobre Emáx.

mas, devido a um deslocamento batocrômico que é atribuído a 

mudanças s ,.
mbiente dos cromóforos proteícos do interior para o exterior da

’ em contato com o hidrocloreto de guanidina (Herskovits, 1967). De 
^ato, as c d •

ca eias laterais fenólica e indólica da tirosina e triptofano, 
rA<ír\

amente, são bem solúveis em GuHCI (Tanford, 1972). A partir dos

s (figuras 1 e 3), foram selecionados os comprimentos de onda de 

6 285 nm para RNAse A e tripsina bovinas, respectivamente, por 
Caracterizar„m

rn as regiões espectrais mais sensíveis a pertubações pelo 

s°'vente a •
maioria dos trabalhos da literatura sobre o assunto, usam estes 

antos de onda para obter a diferença da absorvância da proteína na 

ausência
e presença do desenovelante (Santoro e Bolen, 1988). 

^iferop|e
mente, neste trabalho, nós preferimos estudar o efeito de 

ntrações crescentes de GuHCI sobre a absorvância da proteína, em 

^Parim
. antos que são aqui referidos como titulação da proteína pelo solvente. 

9uras 2 e 4 mostram o perfil da titulação de RNAse A e tripsina bovinas, 

t,vamente. As características sigmoidais de ambas as curvas refletem a 

Paturp
29 Co°Perativa do desenovelamento daquelas proteínas pelo solvente.

s séries experimentais coincidentes são encontradas naquelas figuras, 

atesta^
0 a reProdutibilidade dos resultados. Tal padrão de decaimento 

9m°lcial absorvância é de fato um efeito do GuHCI e não um artefato de
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«......- 7 Z“.

rlP 30 m.nutos A figura 5 mostra que 

— ~ CCTCa t,,açâ0. o aparalh0 —

durante aqueles 30 minutos necessários par experimentos. Em

um padrão de estabilidade adequado para ã do estado
1O 3 M de GuHCI, ocorre a trans.ç 

concentrações menores que o , Hin em 2,5 M, ,e desenoveMo.com um ponto medto em 

nativo para o estado totalmente d DOntos de
q tripSÍOa DOVina, h 

de GuHCI. Devido a existência de domínios n utilizando

rfi da curva de traii^s- 
inflexão poderíam ser observados no Pe foj uma

d® Q^oll^t •* 
RMN (Creighton, 1979). Como a tran ^tros estados

transição brusca, isto deve indicar a exi ., . de inflexão na curva

intermediários. A não existência de pontos desenovelamento

de transição poderia ser justificada simple

/Matthews, 1993). 
simultâneo dos domínios da proteína cooperação

,a nFU vem trabalhando, em
O laboratório de Bioquímica aa cterização de proteínas de

com a USP de Ribeirão Preto, na purificaça miotoxinas I
neste trabamo. m 

Bothrops jararacussu e a 

submetidas a titulações 

7) o mesmo padrão de 

„c 2 e 4 foi aqui 
nas fig»ras 2 6 

jculados para aquelas

estudadas
veneno de serpentes, como apue a

■ hothropstoxina de
e II de Bothrops moojeni, a u

também 
Piratoxina de Bothrops pirajai 0

hciespectrofotométricas com Gu

decaimento sigmoidal da absorva cg|
. s <je extinção rr> 

também verificado. Os coeficion

Proteínas estão mostrados na tabela I fepOrtados na bteratora

troles com valses rep 

de £1% e sm das proteínas con
65



atesta a credibilidade dos par

veneno de serpentes. oroteína diz respeito
. r.iHCl sobre uma h

De fato, o efeito hipocromico romportamento espectral
i o não a um mero comp 

a uma mudança conformaciona $ efeit0 pipercrômico

dos seus cromóforos, pois os cromó /finuras 8 e IO)- enquanto
, Hpqenovelante (fi9uras

com o aumento da concentração o 6 e 7). Tal e^el 0
n (figuras z, *♦>

as proteínas têm um efeito hiP°crôm,C Wulaçôes

hipercrõmico dos cromóforos pode positiva das retas daquel

espectrofotométricas (figuras 9 e 1 ) ade do espectrof°tõmetr0, P°'S

figuras é de fato real e não artefato de instabilida as titulações 

durante os cerca de 30 minutos necessário P~ modelos

inclinações 
de desenovelamento 

dúvida, tal inclinaça° 

em soluções com

instabilidade

.cessários Para 

absorvãncias de a11*0 

estáveis (fl9ura 121 

ôs-transição das cu^ 

4,6ensem 

cromóforos

espectrofotométricas as 

permaneceram bastante 

aparecem nas regões de pré e PoS ••
2

das proteínas aqui estudadas (fi9ur 

é uma característica espectra 

concentrações crescentes de GuH

As dependências

a concentração do GuHCI é

trn fe com cF e N-Ac-TrP-fcu 
d. N-Ac-Tyt'eE e 

abS0rVânCÍ3S dante P°* ° "

-■é bastante import^^ 

dos cromóforos em GuHCI sob concentr 5 segundo

av de proteínas de com concentração
Permite a estimativa de cmáx . faixa de

,,1989). sob uma ampí bem
descrições de Gill e Von HipPe < ^minados de

HCi os valores aqui e 
de GuHCI. Em 6 M de GuHCI o 66



de Edelhoch (1967) para cromóforos

concordantes com os valores

etriptofano. 7 de fato podem ser
fiauras

As curvas mostradas n que a pre-
desenovelamento, uma 

consideradas curvas de equilíbrio padrão de mudança

incubação por 24 horas de RNAse A desnaturação (f'9ura

da curva d® 
fracional de desnaturação bem próx importante por fornecer

ão é bastante 
Uma curva de equilíbrio de desnat Ç natureza das força

. estabilidade e nai
informações sobre cooperativí a > proteína (R°we e*a*’’

necessárias para manter a estrutura lamento de RNAse A foi

A reversibilidade da transrçao cerca de

verificada por diluição de uma soluç' tracão do desenovelan

M do desenovelante(fi9ura ° ^as moléculas do esía

necessária para promover a conversão M de GuHCI tanto

nativo para o estado desenovelado, esta em reenovelamento

to (fi9ura 4' Q 
nos experimentos de desenovela

& também foi 
de RNAse A (figura 14). RNAse a

, Hpsenovelamen o esperar, a
A reversibilidade do Como seria de s

acompanhada cineticamente (fi9ura a 8 M de GuHC p

■ da enzima de um ■ da proteína
transferência súbita, por diluição. valores de »«■

outro a 6 M não perturba signifrcatrvam a 3, 2 e 1 M

(«9ura 18). Mas quando a transferi * análise da curva

desnaturante, ocorrem os acréscimos de da flgura «

. «v ns valores g para 1 >
de desnaturação (figura 4). proteína d 67

aras a diloiÇ°eS
são de 40, 70 e 85 segundos P



M de GuHCI, respectivamente. Isto Indica que a concentração de GuHCI 

também interfere na cinética de reenovelamento. Sem duvida, t 

deve-se manifestar também na ação catalítica da ertz'
loda concentração de GuHCI afetam a 

da figura 16 mostram como um aumen Entretanto, a perda

. 9’-3’-fosfato por RNAsecinética de hidrólise de citidina- ■ recuperada pela

não o comp de atividade da enzima (figura concentrações do

«nhipntes com baixas transferência da enzima para a contra KCI 0,1 M

. a 8 M de GuHCI é dosada desenovelante quando a enzima a 40% em sua

erda de cerca uc durante 24 horas (figura 18)- Ná formas. Haveria

• er explicado de duas atividade específica, o que podería onjnas Para contro'ar "

agregação da proteína devido à aus ^j^bata, 1995) Entretant°’

condições do reenovelamento (Miz° I redução do

- ó associada a uma «9 como tal perda de atividade nao explicação. A atividade

reenovelamento (figura 14), ela dev _ c de GuHCI (f’9ura

■ *8 concentrações d®RNAse A é muito influenciada por baixa conformaçao do

desenovelante-
com um valor de Dv2 em torno de 0,5 M 0 seria mais perturbada

centro ativo, mantida por forças relativa ligaÇâo de uma molécula d

que a proteína como um todo. Por °utr° la ° d0 sUbstrato natural da 

GuHCI no centro ativo poderia Pr 

enzinia.
A redução das ligações dissulfeto e o bloqueio das sulfidnlas por 

Carb°xiamidometilação produz uma RNAse A (RCAM-RNAse A) que na 

transiÇão de desnaturação com o aumento da concentração de GuHCI (figura 

19)' O padrão de dependência da absorvância com a concentração do 

68



Unidas

Pré-

^Sr*3turante ,
c 6 ad° por uma tinha de inclinação ligeiramente positiva, assim

mo para
cromófor°s N-Ac-Tyr-EE e N-Ac-Trp-EE. Isto indica que a 

NcAM-RMAse . „
nao apresenta algum tipo de organização estrutural que 

°SSd Ser detectado pelo método.

fj as 4, Q e 7 mostram transições de desenovelamento bem 

Para as proteínas estudadas. Os segmentos lineares das regiões de

P s transição foram projetados na ordenada e divididos pela 

molar de cada proteína para obtenção das absorvãncias 
rT10lares qos o . ,

stados nativo (An) e desenovelado (Au). Os resultados 
^P^recern

na II junto com a mudança molar na absorvância no ponto

^ódiQ dg
ransição (AA), dada pela diferença entre An e Au. A piratoxina I de 

Bofhrops . .
pirajai e miotoxina I de Bothrops moojeni sofreram uma transição de 

^^turacãn
ern uma faixa de concentração mais baixa em relação a 

d°thro
°X,na * de Bothrops jararacussu e miotoxina II de Bothrops moojeni, 

Poc,e'Se sun ■
«er,r que a bothropstoxina I de Bothrops jararacussu e miotoxina II de 

ojeni apresentam uma estrutura conformacional mais estável talvez
^ido a _ . A < . ,

distenda de uma maior quantidade de forças responsáveis pela 
®stabj|i2

Pa estrutura terciária das proteínas.

Método de extrapolação linear é significativo para avaliar a estabilidade 

6stac|os enovelado e desenovelado das proteínas no limite de 0 M de GuHCI

P®lg pi . , _
terminação de AGdH2° (tabela IV). A reversibilidade da transiçao 

c n9-refolding e a ocorrência de uma transição em dois estados sao 

S essenciaís para a aplicação do método de extrapolação 

r° & Bolen, 1988). A existência de uma transição em dois esta os

dos
\
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/ análise termodinâmica das proteínas. A validade para a existência de

I ^ânsic***I Ça° em doís esfados é confirmada pelo gel com gradiente com uréia

’ ^990), resultados apresentados na tabela V. Os géis-gradientes para 

^NAse A e oirat -
h aioxina I de Bothrops pirajai indicam a existência de estados nativo 

e des©noveladn
e ausência de estados intermediários. As bandas das proteínas 

toram contr
uas e mostrou um declive brusco na região de transição, indicando 

q ,'l^r,° fápido entre os estados nativo e desenovelado.

O 9®l com gradiente de uréia foi utilizado como uma técnica 

c°mPlementar
para estudo das transições de desenovelamento das proteínas 

deradas, de acordo com as descrições de Creighton (1979). As alterações 

m°bilidade que acompanham o desenovelamento podem ser primariamente 

ávidas a m
odanças na forma e volume molecular da cadeia polipeptídica, mas 

também
a alterações na carga líquida da proteína, devidas por exemplo a 

^3° 9rupos iônicos ao solvente. A alteração da viscosidade da 

Pr°teína „
9uando da transição do estado nativo para o estado desenovelado 

taMbém afeto
ia sua mobilidade no gel de poliacrilamida.

A Sensibilidade da técnica para a análise das curvas de transição por 

P Círofoí°metria no ultravioleta é baixa, pois é necessário uma grande 

nt'bade de proteína para a realização do experimento. Entretanto, uma curva 

6 duração similar pode ser obtida em um experimento muito mais sensível 

ptílÍ2anH
0 Cênicas eletroforéticas. Ambas as bandas para as formas nativa e 

er|ovelada no gel com gradiente do desenovelante são praticamente 

hori2ç>ntais.
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e gem da eletroforese em gel de poliacrilamida é a sua alta resolução

dade com as contínuas variações nas concentrações do 
esr,3turante alé

’ m de ser necessário uma pequena quantidade da proteína para 
dcompanh

a transição de desenovelamento. A validade do método é aparente 
devido à consi r

s<s encia dos resultados obtidos com RNAse A, miotoxinas I e II de 
B<*hrOps moo- . ,
,Jen1, e Piratoxina I de Bothrops pirajai, com aqueles obtidos 
Uttli29ndo~se r .

_ , ecn,cas espectrofotométricas. Uma desvantagem aparente do
Stodo é que

nenhuma informação é dada quanto ao tipo de conformação que 

®star pres^nf ■ -
i. nie> 'Sto é, os dados obtidos não são de natureza quantitativa e a
l6cr,ica só n

ernnite o uso de desnaturantes não polarizados ou sem carga.

bsíção em dois estados mostrada pelos géis nos fornecem pouco a 
Speit0 das ■

vias pelas quais as proteínas enovelam e desenovelam, mas 
Ssibi«a a

erminação quantitativa da variação da energia livre para os 
^nativo- .

aasenovelado das proteínas.
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i CONCLUSÕES

I O
i Centra . $ eSPeC*r°S cr°móforos foram pertubados pelo aumento da

I ?ão de hidrocloreto de guanidina no solvente.

dSno . 2 ’ A eXfinÇâ0 d0 N-Ac-Tyr-EE em 274 nm descreveu uma

I i*
_ arcotr,aconcer,^aÇdO de hidrocloreto de guanidina, dada pela 

5a0 H274nm = 1355 + 24 3 !GuHCI]

d ex^’n?ão do N-Ac-Trp-EE em 281,5 nm descreveu uma
pe^ência linear m

e om a c°ncentração de hidrocloreto de guanidina, dada pela
^ação E

2S1S^S 5362+ 68,2 [GuHCI].

extlnÇão de RCAM-RNAse em 285 nm também exibiu uma 
Pen«ência |in6ar rn

com o aumento da concentração de hidrocloreto de 
9Uanidina ind-

~ anc*° a inexistência de organização estrutural mesmo sob baixas
°ncentr^~

ÇOes do desenovelante.

5 Não há evidências espectrofotométricas de transições 
nfo^acion ■

a/s de RNAse A bem como de outras proteínas estudadas além de 
M*GUHCI.

A inclinação positiva das regiões de pré e pós-transição nas 

de des&novelamento da RNAse A e de outras proteínas estudadas por 
^nt0 da n

°ncentração de GuHCI é meramente devida a um comportamento 
Retrai h

6 s©us cromóforos.

7 ~ Todas as proteínas estudadas exibiram curvas cooperativas de 

Sen°veiam
er,to tanto por espectrofotometria quanto por eletroforese.
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9Uanidina

9Uanidina

Val^de

da

9e4G,

desenovelamento de RNAse A bovina por hidrocloreto de 

t m mecanismo de transição reversível de dois estados e foi
m°9ir,arnicamentP ♦ •

aractorizado por um valor de áGdH2° de 6,47 kcal/mol e 
'nD’^3,1Mde GuHCI.

O desenovelamento de tripsina bovina por hidrocloreto de

Um mecanismo de transição de dois estados, embora a 
preteína tenha d ’

Ols domínios, e foi termodinamicamente caracterizado por um 

AG H2° hde 6,88 kcal/mol e um DV2 de 3,01 M de GuHCI.

Os desenovelamentos das miotoxinas I e II de Bothrops moojeni,

9 P'retoxina i h
ae bothrops pirajai, e da bothropstoxina I de Bothrops 

JQrarQcussu
’ Por hidrocloreto de guanidina, exibiram mecanismos de transição 

dois estados e f
e r°ram termodinamicamente caracterizados por valores de 

^°H2ode
>50, 8,02; 4,42 e 6,15 kcal/mol e valores de Di/2 de 4,00; 4,15; 4,18 e 

4'19^de(3UHCI

11 A ,. ~ monitoração do desenovelamento de RNAse A bovina por
^'dfocioreto

de guanidina pela atividade específica da enzima exibiu um Dm de 
Qrcadeo<^

0,5 M de GuHCI.

12 ~ O reenovelamento de RNAse A bovina por diálise da solução
n,Cial e 6

de GuHCI contra NaCI 0,1 M, durante 24 horas, levou a cerca de
0°/o Perda

na atividade específica da enzima.

13 - A monitoração dos desenovelamentos de RNAse A bovina e 
Plr9t°xina

de Bothrops pirajai por eletroforese em gel de poliacrilamida com 
9radient

9 a 6 M de uréia revelou transições de dois estados, com valores

'nu de o 9o
’Zz- e 0,41 kcal/mol, respectivamente.
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SUMÁRIO

da

de

j 1^
/ eSDort trabalho estuda o efeito de solventes desenovelantes sobre o

I pectro ultravioleta «
| Cr°móforo 3 m°bll,da(:le eletroforét'ca de Proteínas ou modelos

I 0 = pr°temas. Curvas espectrofotométricas de desenovelamento por

I trj . dr°cloreto de guanidina foram obtidas para ribonuclease A e

I §'na bovinas m +
i Bothro ’ 10 0X,naS 1 6 11 de Boiiir°Ps moojeni, bothropstoxina I de

q acussu e piratoxina I de Bothrops pirajai. As transições de
Seri0velamento

d-. mostraram ser cooperativas e seguiram um mecanismo de
Ols atados, o '

çle método da extrapolação linear foi aplicado para determinação

variação de energia livre a 0 M de hidrocloreto de guanidina, e da 
ui/2, e conce t

raçao do desnaturante capaz de converter 50% das proteínas do 
tado nativo

p „ Para 0 ®stado desenovelado. Os valores de AGDHZ0 foram de 6,47;
b>88;
.. ' ’02> 4,42 e 6,15 kcal/mol para a RN Ase A e tripsina bovinas,

°toxinas l P „
b de Bothrops moojeni, piratoxina I de Bothrops pirajai e

'na | de Bothrops jararacussu, respectivamente. Os valores de Dia 
°r^de3l.o

’ >3,01; 4,oo; 4,15; 4,18 e 4,19 M de hidrocloreto de guanidina para 
^ASeA

e ^ipsina bovinas, miotoxinas I e II de Bothrops moojeni, piratoxina I 

B«hrops ...
Pirajai e bothropstoxina I de Bothrops jararacussu, 

esPectivarn
errt®- A transição de desenovelamento da RNAse A satisfaz bem o

9 Ssito da
re^®rsibilidade quando seguida espectrofotometricamente por 

mIQQq -j
a sxtinção na região de seus cromóforos. Porém, o reenovelamento 

dr°teínn ~ .
P^senta um D1/2 de cerca de apenas 0,5 M de GuHCI e uma perda

e 40% de sua atividade específica quando acompanhado por
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medidas de atividade enzimática. Isto deve indicar que a conformação 

ativo é muito mais sensível à ação do GuHCI do que o restante P 

extinções molares de N-Ac-Tyr-EE e N-Ac-Trp-EE descreveram dependencias 

lineares com a concentração de hidrocloreto de guanidina, dada P

= 5362 + 68,2 [GuHCI], 
equações s274 nm = 1355 + 24,3 [GuHCI] e £281,5 nm - ~ , s

resPectivamente. As inclinações positivas desta retas
,oínas estudadas apresentaram 

quais as curvas de desenovelamento das pr
, P nós-transição. Além de 6 M, 

Urri caráter ascendente nas regiões de pre ,

nenhuma das proteínas exibiu comportamentos P
inexistência de estruturas 

fransconformações de suas estruturas, indicando
. pcAM-RNAse em 285 nm também 

residuais em 6 M de GuHCI. A extinção de RC
h concentração de hidrocloreto 

exibiu uma dependência linear com o aumento a
.nizacão estrutural mesmo soo 

6 9uanidina, indicando a inexistência de org liaações
, destituída de suas ligaço^ 

^a'xas concentrações do desenovelante na prote b0Vina e

dl®ulfeto. A monitoração dos desenovelamento po||acr||am,da com

plrat°xina I de Bothrops pirajai por eletroforese va)ores

9radiente de 0 a 6 M de uréia revelou transições de d 

de aGnu de 0,22 e 0,41 kcal/mol, respectivamente.
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the ultraviolet spectra and 
venon proteins and modelEffect of denaturant solvents on 

electrophoretic mobility of snake 
chromophores

Ana Graci Brito & Nilson Penha-Silva (advisor) 

Departamento de Genética e Bioquímica, 
Uberlândia, MG 38400-902, Brazil

Spectrophotometric titration curves with 
(GuHCI) were obtained for ribonuclease 
from Bothrops moojeeni, bothropstoxin 

Piratoxin I from Bothrops pirajai. i ■

Universidade Federal de Uberlândia,

0 to 6 M guanidine hydrochloride 

A, bovine trypsin, miotoxins an 
from Bothrops jararacussu 
° ili0ns showed cooperativity

Piratoxin I from Bothrops pirajai. All unfolding ra Ljnear extrapolation
and feversibility, and followed two-state mecha energy change at 0 M
method was applied to data for determination oftha gb|e t0 convert 50%
of denaturant (AGDH2°) and the denaturant conce ^es Qf aGdh2o were 
of protein from native to unfolded State (Dl/2) _5 kca|/m0| for RNAse A, 

resPectively of 6.47; 6.88; 7.50; 8.02; 4.42, and . ( and piratoxin I. °l/2

Sovine trypsin, miotoxins I, miotoxin II, bothrop of GuHCI for RNAse A, 
values were 3.10; 3.01; 4.00; 4.15; 4.18; and 4. piratoxin I. Titration

b°vine trypsin, miotoxin I, miotoxin II, bothrops ox^ g vglue of just 0 
of ^e RNAse A activity with 0 to 6 M of GuHC sensitive t0 GuHCI

M of GuHCI, indicting that the active center is Guk]C| unfolded RNAse A 

than the rest of the protein. Dialysis of the recuperatio
a9ainst 0.1 M NaCI by 24 hours permited jus a and N-Ac-Tyr-
the specific activity. Molar absortivity of jven respectively by 
®»hibited the linear dependencies wtfi GuHC 0 = 5362 .

^ations A247nm = 1355 + 24.3 l^CI1 all the protein un o. ng

IGuHCl], The positive slopes in those lines e*F’ their pre an P
here studied showed an ascendant charact & * guHC| a 

rans,tional regions. Dilution of 0 M RCA 2g5 nm with 0ua
'near dependence for the molar extinc *’ organization under ev
^drochlonde, indicting the absence of structu al ponds^ ,

^centrations of denaturant when the pro ei pNAse a and PV
f6 M urea transverse gel electrophoresis with^^njons w.th AGnU 

rOrn Bothrops pirajai showed reversible

Of °-22 and 0.41 kcal/mol, respectively- ^ohpp-UFU)
u CAPES and PR°PH u 

(Financial suppoh by
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