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INTRODUGAO

O cooperativismo em proteinas € um processo extremamente
importante. Ele é a base dos mecanismos alostéricos de regulagdo da
atividade protéica, mas ele também se manifesta em processos como o
desenovelamento de estruturas tridimensionais de proteinas e pode ser
expresso em niveis populacionais de estados intermediarios parcialmente
enovelados durante a transi¢cao do estado nativo para o estado desenovelado
(Freire et al., 1992). A teoria, caracteristicas e propriedades das transigoes
cooperativas s&o desenvolvidas com referéncia &s mudangas abruptas que
ocorrem em solugdes de proteinas (Lumry et al., 1966).

A atividade bioldgica das proteinas necessita de uma estrutura
tridimensional altamente ordenada. Nas técnicas de enovelamento, a atividade
representa um critério muito sensivel devido a relag&o entre estrutura e fungéo
das proteinas (Jaenicke, 1989 apud Yoshida et al., 1993)

Visto que um grande numero de conformacgodes € possivel para uma
cadeia polipeptidica, a obtencdo de uma estrutura nativa através de um
mecanismo randdmico ndo € um modelo satisfatorio (Vanhove, 1995). O
mecanismo através do qual a cadeia polipeptidica dirige o enovelamento para
sua conformacdo nativa € um problema fundamental que permanece nao
resolvido e tem sido elucidado pela Bioquimica Fisica (Denton et al., 1994;
Matthews et al., 1981). Oportunamente, a identificac&o de intermediarios &

amparada pela natureza altamente cooperativa do processo de enovelamento



(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 proteinas (Kim &
Baldwin, 1990; Yoshida et al., 1993) incluindo estudos mutacionais (Jennings
et al., 1991) estudos que mascaram a ligagao-dissulfeto (Creigthon, 1986;
Weissmam & Kim, 1991) estudos de espécies enoveladas parcialmente e
termodinamicamente estaveis (Kuwajima, 1989) e estudos de peptidios
modelos (Oas & Kim, 1988; Montelione & Scheraga, 1989). A metodologia
para se descobrir as etapas individuais do enovelamento compreendem a
termodinamica e as analises cinéticas dos processos de reenovelamento e
desenovelamento.

Agentes caotropicos tais como hidrocloreto de guanidina e uréia
séo os mais efetivos desnaturantes de proteinas capazes de romperem as
interagdes ndo covalentes que definem a sua conformacéo nativa. Evidéncias
para esta conclusédo vém de medidas de propriedades hidrodinédmicas de
proteinas de baixo peso molecular tais como lisozima € RNAse A, e de
estudos de RMN protdnica de proteinas dissolvidas em GuHCI. As mudangas
na estrutura das proteinas globulares e a consequente perda de sua fungdo
ndo implicam que a proteina na presenca do desnaturante esteja
completamente desenovelada, pois ainda pode existir uma estrutura compacta
contendo residuos de estrutura secundaria e uma forma com um largo raio de
giracdo, que mais se aproxima de um random coil (Matthews, 1993; Fabian et
al, 1995 ). O hidrocloreto de guanidina & um agente quimico capaz de

promover o desenovelamento de proteinas para gerar um estado considerado



randdmico do ponto de vista estrutural. Este processo, além de cooperativo, €
também reversivel em muitos casos. O seu estudo pode fornecer contribuigdes
significantes sobre as bases moleculares do cooperativismo, bem como sobre
a propria formagao das estruturas terciarias de proteinas.

O enovelamento e o desenovelamento de proteinas globulares
pequenas pode ser aproximado para um equilibrio em dois estados, nos quais
somente a estrutura nativa e a cadeia polipeptidica totalmente desenovelada
sdo estaveis. Entretanto estados de conformacdo intermediaria
termodinamicamente estaveis tém sido detectadas na via de enovelamento de
algumas proteinas globulares. Em alguns casos, estes estados tém sido
descrito como molten globules, moléculas compactas com um elevado
contetido de estrutura secundaria nativa e flutuacbes da estrutura terciaria
(Vanhove et al, 1995).

As arquiteturas de centenas de proteinas nativas tém sido
determinadas por cristalografia de raios X e, mais recentemente, por
ressonancia magnética nuclear (RMN). Ambas as técnicas sofreram um
grande avango na Ultima década. Dados de dicroismo circular, RMN e
fluorescéncia indicam claramente a presenca de estruturas secundarias e
terciarias, e estas apresentam maior estabilidade, quando comparadas a forma
desenovelada (Pace, 1986).

Muitas informacdes avaliadas até agora vém de estudos de
proteinas globulares pequenas, soliveis em agua, e contendo menos que 300
aminodcidos. As importancias relativas das varias regras de enovelamento

podem n&o ser as mesmas para as diferentes proteinas. Agentes externos,
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tais como prolil isomerases, dissulfeto isomerases ou chaperonas, podem
aumentar a taxa de formacdo da estrutura nativa ou o seu rendimento,
catalisando as reagdes, ou no caso das chaperoninas, ativando as reagdes de
agregacdo (Mattews, 1993). As chaperonas catalisam a etapa final no
processo de enovelamento (Brandem, 1991).

As unidades estabilizadas ou microdominios comandam a molécula
para uma grande organiza¢do estrutural com outros segmentos. Uma frag&o
da energia para o processo de enovelamento & gasta para a formacéo dos
elementos secundarios e a outra fragdo para promover a associacao destes
elementos dentro da estrutura terciaria. Interagbes que promovem o
enovelamento de uma parte da estrutura tridimensional de uma proteina,
também promovem o enovelamento de uma outra parte da molécula, visto que
modelos intermedidrios ndo persistem por longo tempo. Entretanto, técnicas
engenhosas tém capturado ou identificado algumas caracteristicas de um
grande numero de intermediarios. Atualmente existem evidéncias concretas de
que certas proteinas formam intermediarios que tém sua estrutura secundaria
intacta (Richards, 1991 apud Yoshida, 1979).

Em outros experimentos, Thomas E. Creighton e seus colegas do
laboratério de Conselho e Pesquisa Médica em Biologia molecular na
Inglaterra, tém estudado o enovelamento do inibidor pancredtico de tripsina
(PTI) que, semelhantemente a muitas proteinas, forma ligagbes dissulfeto
internas. Creighton e seus colaboradores desenovelaram o produto nativo e,
quando comegaram a reagdo de enovelamento, interrompendo-a em

diferentes intervalos, eles capturaram intermediarios que puderam ser



e >

identificados por uma ligacao dissulfeto particular. As estruturas completas dos
intermediarios ndo s&o ainda conhecidas em detalhes, mas o trabalho tem
revelado que o enovelamento ndo ocorre necessariamente ao iongo de um
unico caminho.

O desenovelamento de proteinas por desnaturantes tem sido
estudado experimentaimente pela medida de um ou mais parametros fisicos
da proteina em funcdo da concentracéo de reagente (Herkovitz, 1967). As
propriedades das proteinas pequenas usuaimente mudam pouco em baixas
concentracdes dos reagentes, até uma faixa onde ocorre um desenovelamento
abrupto da proteina. Dentro de condi¢gdes apropriadas, o desenovelamento de
proteinas de baixo peso molecular é usualmente reversivel. Diluindo-se o
desnaturante, a transicdo de reenovelamento ocorre na mesma faixa de
concentracdo do desenovelamento. O equilibrio de transicdo geralmente é
mostrado por uma curva sigmoidal com um simples ponto de inflexdo. Estas
observagdes sdo consistentes com uma transicdo em dois estados em que
somente o estado totalmente enovelado (N) e o estado totalmente
desenovelado (U) séo populacionaimente significantes (Pace et al., 1974).

No U

A auséncia aparente de um estado parcialmente enovelado em tais
transicbes tem sido melhor confirmado pela combinag&o entre a entalpia
aparente da transicdo de desenovelamento medida calorimetricamente e a
medida da dependéncia da temperatura da constante de equilibrio aparente

para a transigéo (Privalov & Khechinashvili, 1974, Pfeil & Privalov, 1976).



A curva de transicdo € muito util para se medir a diferenca na
estabilidade conformacional entre proteinas que diferem em sua composigcéo
em aminoacidos ou alteracdes resultantes das modificagbes quimicas,
possibilitando o esclarecimento do enovelamento das proteinas. Inferéncias
podem também ser tiradas sobre a estrutura da proteina, se o perfil de
desnaturacdo apresenta mais de uma etapa, isto geralmente indica que a
proteina apresenta mais de um dominio e assim pode-se estimar a
estabilidade relativa dos dominios (Creighton, 1986). A diferenca da
estabilidade conformacional da proteina é medida a partir da regido de pré-
transicdo, que depende da proteina enovelada, da regido de transic&o, que
depende dos estados intermediarios, e da regido de poOs transi¢cdo, que
depende da proteina desenovelada. Todas estas regides s&o importantes para
medir e analisar a curva de desenovelamento da proteina (Pace, 1974).

A cooperatividade do desenovelamento pode ser aplicada para
dominios individuais. As transigbes de enovelamento da citocromo ¢ (Myer,
1968, apud Timasheff, 1986), anidrase carbdnica (Wong & Tanford, 1973 apud
Creighton, 1979) e imunoglobulinas (Azuma et al., 1972 apud Creighton, 1979)
ndo sdo sigmoidais, mas apresentam dois ou mais pontos de inflexao, o que
sugere a presenca de trés ou mais diferentes estados da proteina. O estado
populacional da proteina pode ser heterogéneo em sua estrutura covalente .
Estados intermedidrios podem consistir de agregados da proteina

desenovelada (London et al., apud Creighton, 1979).



A estabilidade do estado desenovelado pode ser dependente da
ligagdo de moléculas pequenas, que podem estar presentes em
concentracdes insuficientes para o reenovelamento (Tanford, 1973).

Muitas incertezas sobre a transicdo de enovelamento de proteinas
advém primariamente de limitacdes técnicas no estudo da conformacdo de
proteinas em solugdes. Um engenhoso método para a determinacdo da curva
de desnaturacao 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 proteina, menos do
que 1ug. Além disto, a amostra de proteina n&o necessita de um alto grau de
pureza, pois a eletroforese pode muitas vezes ser usado para separar
macromoléculas com diferentes conformagbes em uma amostra.

Uma das propriedades fisicas nas quais as proteinas enoveladas e
desenoveladas diferem marcantemente € o modelo e tamanho do volume
molecular ocupado pelo polipeptideo. O modelo de uma proteina afeta a taxa
na qual ela migra quando submetida a um campo elétrico através do gel de
poliacrilamida (Crambach & Rodbard, 1971). Proteinas enoveladas migram
mais rapidamente através do gel do que as proteinas desenoveladas. Estes
estudos podem confirmar a natureza da transic&o cooperativa em dois estados
(Creighton, 1980). A taxa de migracéo eletroforética através dos géis &
sensivel para intermediarios do desenovelamento da proteina (Creighton,
1979). A eletroforese pode ser conduzida na presenga de desnaturantes néo-
idnicos, como a uréia. A transi¢céo de desenovelamento pode ser visualizada

pela eletroforese em gel de poliacrilamida, com um gradiente de uréia



perpendicular & diregdo de migragéo da proteina. E possivel obter informacées
qualitativas sobre a transicdo de desenovelamento induzida pela uréia para
casos nos quais ndo € possivel se obter informagbes com outras técnicas. O
gel gradiente pode prever informagbes sobre ambos os estados
termodinamico e cinético da transi¢do de desenovelamento.

A amostra de proteina quando aplicada ao topo do gel, mostra uma
banda inicialmente homogénea e quaiquer desenovelamento ou
reenovelamento pode ocorrer durante a migragdo eletroforética (Creighton,
1980). O primeiro estudo cinético foi feito para a ribonuclease A bovina, tendo
sido encontrado uma maior complexidade devido a presenca de duas
populacées 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 consideraveis
informacdes sobre as reagbes de unfolding ou refolding em uma
determinada faixa de concentragdo de desnaturante, usando-se pequenas
quantidades de proteina. A estimativa da velocidade n&o e to precisa em
relacdo aos métodos espectroscopicos, mas os métodos eletroforéticos
complementam informagdes sobre o volume hidrodinamico da amostra de
proteina nativa, desenovelada e dos estados intermediarios.

O gel gradiente também possibilita o calculo da varia¢éo energia
livre para transigdo de desenovelamento de proteinas globulares. AGy.y é uma
medida quantitativa de fundamental interesse em quase todos os aspectos da

dinamica e funcéo das proteinas (Bolen et al., 1988).



OBJETIVOS

Geral

1 - Estudar a dependéncia do espectro ultravioleta de proteinas e
de croméforos modelos de proteinas com a concentracdo de um agente
desnaturante cldssico, o hidrocloreto de guanidina.

2 - Estudar a dependéncia da mobilidade eletroforética de proteinas

com concentragdes crescentes de uréia.

Especificos

1 - Determinar o efeito de concentragdes crescentes entre 0 e 6M
de GuHC! sobre os parametros Amax € Emax de RNAse A e tripsina bovinas;

miotoxinas | e |l de Bothrops moojeni, da piratoxina | de Bothrops pirajai e da

bothropstoxina | de Bothrops jararacussu;

2 - Determinar o efeito do tempo sobre Amax © Emax de tripsina e

RNAse A bovinas sob concentrag¢des fixas de GUHCI;

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

sobre os parametros Amax € €max de N-Ac-Tyr-EE e N-Ac-Trp-EE na faixa

ultravioleta do espectro;

4 - Determinar o efeito do tempo sobre Amax € Emax de N-Ac-Tyr-EE

e N-Ac-Tyr-EE sob concentracdes fixas de GuHCI;



5 - Determinar experimentalmente valores de gmaz de algumas

proteinas em 6M de GuHCI cujos coeficientes de extingdo na auséncia
daquele desnaturante sejam bem definidos na literatura,

6 - Medir a variagcdo da energia livre para o desenovelamento de
RNAse A e tripsina bovinas, miotoxinas | e |l de Bothrops moojeni, piratoxina |
de Bothrops pirajai e bothropstoxina | de Bothrops jararacussu;,

7 - Medir a transicdo de desnaturacdo (AA) para a RNAse A e

tripsina bovinas, miotoxinas | e |l de Bothrops moojeni, piratoxina | de Bothrops
pirajai e bothropstoxina | de Bothrops jararacussu,

8 - Determinar as curvas de transicdo de desenovelamento de
ribonuclease A bovina, piratoxina | de Bothrops pirajai, miotoxinas | e li 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

O estado desenovelado das proteinas apresenta conformagdes
consideradas randdmicas por varios autores na literatura (Pace et al, 1986;
Herkovitz, 1967). Entretanto, a auséncia de estrutura neste estado tem sido
guestionada em recentes trabalhos. A utilizagdo de cromdforos de natureza
hidrofébica como compostos modelos € uma maneira conveniente de se
pesquisar a transigdo entre os estados nativo e desenovelado das proteinas.
Como estas transicdes s8o0 em muitos casos, processos reversiveis, o seu
estudo pode permitir a obtenc¢&o de importantes informacoes sobre o processo
de formagao da estrutura tridimensional a partir da estrutura primaria de uma
proteina. Isto € bastante significativo, uma vez que a estrutura de uma proteina
determina sua fungdo, e fungdo significa vida para o complexo universo
biolégico da matéria.

Além disso a compreensdo das bases moleculares do
cooperativismo e da formagéo das estruturas terciarias apresenta um amplo

leque de aplicagdes, qué vao desde a engenharia genética a terapéutica.

Wby o
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MATERIAL

As proteinas bovinas ribonuclease A, tripsina e albumina sérica, foram
obtidas comercialmente da Sigma Chemical Company. A piratoxina | de Bothrops
pirajai e as miotoxinas | e Il de Bothrops moojeni foram gentilmente doadas pelo
Prof. Dr. José Roberto Giglio e pelo bidlogo Andreimar Martins Soares, do
laboratdrio de Bioquimica da Faculdade de Medicina da USP de Ribeirdo Preto.
A bothropstoxina de Bothrops jararacussu foi obtida do laboratério de Bioquimica
da Universidade Federal de Uberlandia, por doagdo da Prof. Dra. Maria Inés
Homsi-Brandeburgo e da bidloga Marcia 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 analitico e obtidos da Sigma,
Reagen, Inlab, Quimis e Merck.

O hidrocloreto de guanidina foi obtido da Sigma e suas concentracbes
foram determinadas pelo peso do soluto e volume da solugdo e checadas pela
medida do seu indice de refracéo, segundo descricdes de Pace (1986) utilizando-
se um refratdmetro universal (Schmidt & Haensch).

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

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

cor ambar.
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Os estudos de espectrofotometria no ultravioleta utilizaram os
espectrofotometros Philco Hitachi modelo U-2000 e Zeiss modelo Spekol, com
cuvetas de quartzo de 1cm de caminho optico.

Para os experimentos de mudanca 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 peristaltica da Pharmacia.
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T RTINSy 3 e e e L n -

METODOS

Determinagao de coeficientes de extingdo molar de proteinas segundo o
método de VON HIPPEL, GILL e PETER (1989)

O comprimento de onda utilizado em cada ensaio foi investigado
atraves de resultados espectrais onde havia uma maior variagdo da

absorvancia da proteina na presenga e na auséncia do desenovelante.

O coeficiente de extingdo molar de uma proteina desnaturada em
6M depende do ndmero de residuos de triptofano, tirosina e cisteina, e pode
ser determinado usando-se os coeficientes de extingdo molar de seus
cromoforos naquele solvente. Os coeficientes de extingdo molar de compostos
modelos foram determinados por Edelhoch. Ele mostrou que destes residuos
somente dois contribuem significantemente para a medida da densidade
Optica da proteina desnaturada na faixa de 276 a 282 nm. Usando-se estes

dados, o coeficiente de extingdo da proteina desnaturada em 6 M de GuHClI

pode ser calculado, por meio da equagao:
Em,GuHel = @ Emptyr T b-gM,trp + C.EMeys

onde &y, Eup € Eqys S0 08 coeficientes de extingdo molar da tirosina, triptofano
e cisteina, respectivamente, no comprimento de onda considerado, e a, b, ¢

s&0 o ntimero de cada tipo de residuo por molécula de proteina.
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Para determinar o coeficiente de extingéo molar da proteina nativa

deve-se medir as absorvancias de solugdes com concentracoes idénticas da

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

Beer pode-se inferir que:
ABS GuHClI / €m, GuHel = Cden

onde ABScuc & @ medida da densidade optica da amostra de proteina

desnaturada em 6M de GUHCI, &mcunci é o coeficiente de extingdo molar da

proteina desnaturada naquele solvente € Coey € @ concentragéo da proteina

desnaturada na solugéo (em mol/iitro).

A equagdo equivalente da amostra da proteina nativa é dada por:

ABS nat/emnar = Cuat

onde ABSyar & a medida da densidade optica da amostra de proteina e eunar €

o cosficiente de extinggo molar da proteina (em M”.cm™) no estado nativo. A

partir das duas expressoes anteriores pode-se derivar facilmente uma

expressao para o célculo do valor de € da proteina nativa,

ENATIVA = Ecuncr-AnaTival AcuHcl

utilizando-se as absorvancias das proteinas Nos estados nativos e

xtingdo molar da proteina no estado

desnaturado e o coeficiente de e

desnaturado.




Espectros de absorgdao no ultravioleta de proteinas e

cromoforos modelos de proteinas

N-Ac-Trp-EE em OM de GuHCI - 1mL de agua e 20 pl. de DMSO
foram adicionados as cuvetas referéncia e amostra para a obtengdo da linha
de base. E para o espectro da amostra, foi adicionado 1 mL de agua e 20 pL

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

N-Ac-Trp-EE em 2M, 4M e 8M de GuHCI - 1mL de GuHCI nas
concentragdes 2M, 4M ou 8M e 20 pL de DMSO foram adicionados, e tragou-
se a linha de base. Para a obtengéo do espectro, adicionou-se 1mL de GuHCI

nas respectivas concentragdes e 20 L de N-Acetil-Triptofanil-Etil-Ester 0,01 M

em DMSO.

N-Ac-Tyr-EE em OM de GuHCI - 1m L de agua e 20 ul de PMSO

foram adicionados as cuvetas referéncia e amostra para o branco. E para o

espectro, foi adicionado 1 mL de agua e 20 pl de N-Acetil-Tirosinil-Etil-Ester

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 concentragbes 2, 4 ou 8 M e 20 pb de

DMSO foram adicionados, e tragou-se a linha de base. Para a obtengao do
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espectro, foi adicionado 1mL de GuHCI! nas respectivas concentractes e 20

uL de N-Acetil-Tirosinil-Etil-Ester 0,01M em DMSO.

Ribonuclease A bovina em OM de GuHCI - 1mL de agua e 20 pL

de cloreto de potassio foram adicionados as cuvetas referéncia e amostra,

para a linha de base. A solu¢do da cuveta amostra foi descartada e 1mL de

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

adicionados para a obtengdo do espectro.

Ribonuclease A bovina em 8M de GuHCI - 1mL de GuHCI 8M e
20 uL de cloreto de potassio foram adicionados as cuvetas referéncia e
amostra, para a linha de base. A solugdo da cuveta amostra foi descartada e

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

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

Tripsina bovina em OM de GuHCI - 1mL de &gua e 20 ul de

cloreto de potassio foram adicionados as cuvetas referéncia e amostra, para a
linha de base. A solucdo da cuveta amostra foi descartada e 1mL de agua e

20 ul de tripsina bovina (a 10 mg/mL em KC! 0,1M) foram adicionados para a
obtencéo 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 ul de cloreto de potéassio 0,1 M foram adicionados as cuvetas

referéncia e amostra, respectivamente, para tracar a linha de base. A solugao
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da cuveta amostra foi descartada e 1mL de GuHCI nas concentragbes

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

adicionados para a obtengéo do espectro.

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

tirosonil-etil-éster

Efeito de concentragbes crescentes de GuHCl sobre a

absorvancia de N-Ac-Tyr-EE e N-Ac-Trp-EE - Os reagentes utilizados foram
(A) agua desionizada, (B) solugéo de GuHCl a 8M em agua desionizada, e (C)
solugdo a 0,01M de N-Ac-Tyr-EE em DMSO (conservada no freezer em frasco
ambar). Procedimento: 1mL de A foi adicionado nas cuvetas referéncia (R) e
amostra (S). As cuvetas R e S foram utilizadas como branco. 20 uL de C foi
adicionado na cuveta S e 20 pL de A foi adicionado na cuveta R. Fez-se 20
adicdes sucessivas de 100 ul da solugBo B na cuveta S, misturou-se beme a

absorvancia foi lida em 274 nm para N-Ac-Tyr-EE € em 281,5 para N-Ac-Trp-

EE nm na cuveta apos cada adigao.
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| Redugio total das ligagdes dissulfeto e carboxiamidometilagdo

I dos grupos sulfidrila de ribonuclease A bovina

| 0,1 g de ribonuclease A bovina foi adicionada em 20 mL de uma
‘ solucdo contendo hidrocloreto de guanidina 6M em Tris-HCIl pH:8,0 ([E]rinar
0,000364963 M); 0,0309 g de ditiotreitol foi adicionado e incubou-se a solugéo
a 37 graus Celsius durante 2 horas ([DTT]: 0,01M); 0,07 g de iodoacetamida
foi adicionado e incubou-se a solugdo no escuro (o recipiente contendo a
amostra foi coberto com papel aluminio) em temperatura ambiente por
aproximadamente 1 hora ([IAAJrmar 0,02 M). A solugao foi submetida a didlise
No escuro contra hidrocloreto de guanidina 2 M em Tris-HCI pH 8,5 durante 3

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

Equilibrio de desnaturagio de proteinas induzido pelo

hidrocloreto de guanidina

Efeito de concentragdes crescentes de GuHCl sobre a
absorvancia 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 | de Bothrops
pirajai (1,9 mg/mL), em 280 nm para as miotoxina 1 (0,53 mg/mL) e
miotoxina Il (0,2 mg/mL) de Bothrops moojeni e 278 nm para
Bothropstoxina (1mg/mL) de Bothrops jararacussu (Breems et al., 1990) -

As soluges estoque de proteinas foram preparadas em KCI 0,1 M e GuHCI a



8 M em KCI 0,1 M. Solugdes: (A) KCI 0,1M, (B) solugéo de GuHCI a 8M em
KCI 0,1M e (C) solugdes de ribonuclease A bovina, ribonuclease A reduzida e
carboxiamidometilada, tripsina A bovina, piratoxina | de Bothrops pirajai |
miotoxinas | e Il de Bothrops moojeni, e bothropstoxina de Bothrops
Jararacussu. Procedimento: 1mL de A foi adicionado nas cuvetas referéncia
(R) e amostra (S). As cuvetas R e S foram zeradas. 20 ul de C foi adicionado
na cuveta S e 20 uL de A na cuveta R. 20 Foram feitas 20 adi¢cGes sucessivas
de 100 pL da solucdo B na cuveta S, As amostras foram bem misturadas e a

absorvancia foi lida ap6s cada adigdo. As amostras foram filtradas para

remover particulas individuais.

A andlise das curvas de desenovelamento foi feita assumindo um
mecanismo de dois estados. Para um mecanismo de dois estados (Pace,
1974), assume-se que

fi+fu=1 [1],

onde f; e fy, representam a fragéo da proteina presente nas conformagdes

enoveladas e desenoveladas, respectivamente.

y em qualquer ponto da regiao de transigdo pode ser dado por

y = yefe + yufu [2],

onde yr e yy representam 0s valores de y caracteristicos dos estados
enovelado e desenovelado, respectivamente.

Combinando-se as equagdes anteriores, obtemos

fu = (ve - Y)yr-yu) 3],
A mudanga da energia livre, AG, pode ser calculada, usando-se

AG = - RTIn K= - RTIn [(yr - Y)(yr - yu)] [4],
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gonde R é a constante dos gases (1,987 cal/mol. K) e T é a temperatura

!

absoluta em graus Kelvin. Os valores de yr e yy foram obtidos por

| extrapolagdo das regifes de pré- e postransicdo da curva de

i

’ desenovelamento da proteina.

A constante de equilibrio pode ser calculado, usando-se
Ko = e = f/fy [5).
O método de extrapolagdo linear foi usado para determinar a

variacdo da energia livre. A metodologia foi originalmente utilizado com
base na observacdo da dependéncia linear da variagdo da energia livre

observada durante o desenovelamento como uma fungdo do desnaturante

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

A variac&o da energia livre da solug&o de proteina em KCI 0,1 M

foi determinada pela extrapolagdo do AG em funcéo da concentragéo do

desnaturante.
A medida da diferenca na absorvancia, AA, foi convertido em

mudanca molar, Ae, conhecendo-se a concentrag@o de proteina e o caminho

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

Ae = AA/cx| [6]

011799
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Medida da estabilidade de RNAse A Bovina

Estabilidade de Ribonuclease A Bovina - A estabilidade de

’ ribonuclease A bovina (a 40 mg/mL) foi estimada pela incubacao durante 24
) horas em concentracdes 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
| amostras foram termostatizadas & 23 °C. A transicdo de desnaturag&o foi
medida espectrofotometricamente usando-se cuvetas de quartzo de 1cm de
caminho dptico. As células referéncia e a amostra continham a mesma
concentracdo do desnaturante e do tamp&o. As solugdes foram filtradas antes
da medida de absorvancia. Entretanto o grau de precipitagdo da amostra de
proteina variou com a concentracéo do agente desnaturante. Para compensar
esta variagdo durante as medidas espectrofotométricas, a taxa de Agssnm/Azsonm
foi determinada para cada amostra, uma vez que Ao nm NB0 € afetada pela
desnaturacio completa e serviu como um padréo interno. As leituras foram
feitas no espectrofotdmetro Hitachi modelo U-2000. Como o hidrocloreto de
guanidina é altamente higroscopico, as molaridades de todas as solucdes

utilizadas neste experimento foram determinadas por refratometria (Pace,

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

na auséncia e presenga 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 tampao tris-HCI pH 7,0) como substrato, e a enzima (0,5 mg em 3mL de
tampéo Tris-HCI pH 7,0). E importante que o pH do tamp&o seja
aproximadamente 7 para minimizar os efeitos de mudangas no substrato

durante a reagdo (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 concentragbes 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; 32 34: 36; 38 e 40 M). A cuveta de referéncia continha a mesma

concentragéo do desnaturante e do substrato (Xiao et al., 1996).

23



f! Estudo da cinética e recuperagio da atividade de

| reenovelamento de RNAse A Bovina

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 incubacio em 8 M de GuHCI e 0,1 M de tampéo tris-sulfato pH 7,5 a 23
°C, durante 24 horas. A renaturacdo foi conseguida diluindo-se a enzima

| desnaturada com o tampé&o para concentragbes finais em hidrocloreto de

guanidina de 6, 3, 2 e 1M. A reacdo de renaturagcdo foi monitorada pela
ﬁ mudanca nas propriedades de absorgdo no ultravioleta durante 2000

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

Medida da recuperagdo da atividade de RNAse A bovina - A

amostra de RNAse A bovina foi incubada durante 3 horas em GuHCI 8 M.
Apds este periodo de incubagéo a amostra foi submetida a didlise no escuro
contra hidrocloreto de guanidina 2 M em tris-HCI pH 8,5, durante 3 horas, e
duas vezes contra cloreto de sodio 0,2 M (Walker, 1984). Aliquotas foram

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

se citidina 2":3'-fosfato como substrato (Crook, 1859).



' Dependéncia com o tempo dos parametros Awax € emix de

' compostos modelos de proteinas

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

’i 1mL de H,0 e 20 puL de DMSO foram adicionados a cuveta referéncia e
utilizados como branco. 20ulL de N-Acetil-Tirosinil-Etil-Ester 0,01 M ou N-
Acetil-Triptofanil-Etil-Ester 0,01M em DMSO foram adicionados & 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 S0 °. O gel foi imerso completamente no
tamp3o e a temperatura da eletroforese foi controlada. O gel gradiente de
uréia foi formado por fotopolimerizagéo das solugbes de acrilamida dentro das
placas, onde o gel gradiente de uréia foi obtido, misturando-se duas soluges
de acrilamida com duas solucdes de uréia (a 0 e 8 M, respectivamente). A
solugio de acrilamida com alta concentragéo de Ureia foi colocada primeiro
com a ajuda de um capilar formando um gradiente continuo de uréia. Uma
bomba peristaltica foi utilizada para controlar o fluxo de 1mL/min. Foi
adicionado sorbitol para estabilizar 0 gradiente. As duas solucdes foram
idénticas em todos os aspectos, mas um gradiente de acrilamida de 15% a

11% wiv foi usado para contrabalangar os efeitos da uréia nas propriedades
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! eletroforéticas. A formacgao do gradiente de uréia no gel foi verificada por

i

I refratometria.

Apos fotopolimerizagio o gel gradiente de uréia foi inserido dentro

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

i
J

perpendicular & dire¢io de migragéo da eletroforese.

O tampao utilizado na eletroforese foi tris-acetato 0,05 M pH 4,0.
Aproximadamente 100 pg de proteina em 50 ul de tampé&o e 10%
de glicerol foi adicionado ao topo do gel para aumentar a densidade. O

marcador utilizado para algumas amostras foi 0 azul de bromofenol.

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

marcador ter adentrado alguns milimetros 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. Apds o término da corrida eletroforética, que durou aproximadamente 2
horas, o gel foi mantido durante cerca de 10 minutos em solucdo corante
contendo Coomassie Brilliant Blue G e durante a noite em solugéo fixadora
(Creighton, 1979).

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

energia livre da transicdo do estado nativo para o estado desenovelado da

proteina, segundo as descrigdes de Creighton (1990).

A mudanca na mobilidade (M) da proteina é descrita pela fracéo da

proteina desenovelada. Informagdes sobre o estado termodinamico de

proteinas pode ser dado pelas equagoes abaixo

Fu= [UV(IUHIND  [7],
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onde [U] é a concentragéo da proteina desenovelada, [N] é a concentracéo da
proteina nativa e Fy é a frag&o da proteina desenovelada.
Fu= (Mi - My)/(My - My)  [8],
onde M. é a mobilidade no estado intermediério, My é a mobilidade no estado
Nativo e My € a mobilidade no estado desenovelado.
A constante de equilibrio Ky é dada por:
Ky = [UVIN] = (M - Mn)/(My - Mx) - [9].
Schellman (1978) descreveu a energia livre do enovelamento por:
AG=-RTIn[(N)/(U)] [10],
ou
AG =-2,303 RT log K. [11],

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

(1,987 calimol.K) e T & a temperatura absoluta em graus Kelvin.

No ponto médio da transicdo, a fragdo desenovelada ¢é
aproximadamente uma fungao linear da concentragdo do desnaturante, e uma

linha tangencial ao ponto médio pode ser usada para obten¢éo 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 absorcdo no ultravioleta de

!

tripsina bovina em 0, 2 e 4 M de hidrocloreto de guanidina, na presenca de KCl
0,1 M. Como pode-se ver, o espectro da tripsina nativa (0,1 M KCl) exibe um
ponto de absorvancia maxima em tomno de 2795 nm, o que esta em
concordancia com dados registrados na literatura (Villanueva e Herskovitz,
1971). Contudo & em tomo de 273 nm que a presenga do hidrocloreto de

guanidina na solugdo causa maiores perturbacoes no espectro da tripsina. Este

comprimento de onda foi wusado em experimentos de titulagao

espectrofotométrica continua de tripsina bovina por GuHC! dentro dos limites de

0 e 5M do desenovelante (figura 2). A transicdo sigmoidal de desenovelamento

da tripsina foi usada para determinagdo da variagdo da energia livre de

desenovelamento daquela enzima.

A figura 3 apresenta 0S espectros de absorgéo no ultravioleta de

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

resultados sdo apresentados sem nenhum artificio de derivagao para redugao

no nivel de ruido determinado pelos baixos valores de absorvancia do

experimento. O maximo de absorvancia foi observado por volta de 274 nm, mas

O ponto de maior perturbagéo espectral pelo hidrocloreto de guanidina esta em

torno de 285 nm. Este comprimento de onda foi entdo utilizado na titulagédo

continua de ribonuclease A bovina por hidrocloreto de guanidina, dentre os




/

’ limites de 0 e 5 M do desnaturante. A figura 4 apresenta os resultados obtidos.

? Esta curva de transicdo de desnaturacdo foi utilizada para o calculo da

! Constante de equilibrio e da variagdo da energia livre da transicdo de

|

i
i
i

| de pré-transicdo e pos-transigéo,

{
i

desenovelamento da ribonuclease A. As pequenas inclinagbes dos segmentos
respectivamente, da curva de
desenovelamento da ribonuclease A (figura 4), ndo sdo artefatos devidos a
instabilidade de leitura do espectrofotémetro, mas sim caracteristicas reais da
transicéo. Nao ha perturbagdes significativas quando as absorvancias em 285
nm de RNAse A a 2,5 M em KCI 0,1 M e em 8 M de GuHCI (pré-incubada a 23
°C durante 24 horas) sédo monitoradas durante cerca de 30 minutos (figura 5),
tempo suficiente para executar a transicdo de desenovelamento da enzima

(figura 4).
As técnicas de titulacio espectrofotométrica de proteinas por

hidrocloreto de guanidina, aprendidas com O uso de tripsina e ribonuclease A
bovinas (figuras 1, 2, 3 e 4) foram empregadas na titulag&o de proteinas para
as quais as transicdes de desenovelamento ainda nao haviam sido estudadas.
As figuras 6 e 7 mostram a transigéo de desnaturagao das miotoxinas | ¢ Il de

Bothrops moojeni, da bothropstoxina | de Bothrops jararacussu, & da piratoxina |

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

obtidos por meio de dados espectrais para as proteinas.
Além da titulagdo espectrofotométrica por hidrocloreto de guanidina,

as medidas espectrofotométricas de proteinas também foram utilizadas para
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| transicdo de desnaturagdo, que sa

gdeterminagéo de seus coeficientes de extingdo. Estes dados estdo mostrados

§na tabela |, para RNAse A integra e RNAse A com grupamentos sulfidrilas

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

miotoxinas | e Il de Bothrops moojeni, bothropstoxina | de Bothrops Jararacussu

e piratoxina | de Bothrops pirajai.

A tabela I mostra, para as proteinas estudadas, as medidas da

o estimativas reais da mudanga da

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

absorvancia molar da proteina no estado nativo e no estado desenovelado.

A figura 8 apresenta 0s espectros de absorgado no ultravioleta de N-

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

maior perturbagéo espectral determinada pelo solvente ocorreu em torno de 274
nm. Este comprimento de onda foi utilizado em experimentos de titulacéo

espectrofotométrica continua do croméforo por GuHCI dentre os limites de O e 6

M. Os resultados desta titulagéo estao mostrados na figura 9.

Os espectros de absorg&o no ultravioleta de N-Ac-Trp-EEem 0, 2 e 4

M de GuHCI, todos em solugdes contendo 0,1 M de KCI, estdo mostrados na
figura 10. A maior perturbagao espectral determinada pelo solvente ocorreu em
torno de 281,5 nm. Este comprimento de onda foi utilizado em experimentos de

titulagzo espectrofotométrica continua do cromdforo por GuHCI dentre os limites

de 0 e 6 M. Os resultados da titulagc@o estdo mostrados na figura 11.

30



As pequenas inclinagdes apresentadas pelas dependéncias das
;lbsorvéncias em 274 nm de N-Ac-Tyr-EE (figura 9) e em 281,5 nm de N-Ac-
i . :

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

fguanidina, nao sdo artefatos experimentais, mas sim caracteristicas reais dos

f
fexperimentos_ Os valores de Agranm do N-Ac-Tyr-EE € Ags1snm do N-Ac-Trp-EE,

Icom ambos os croméforos em 8 M de GuHCI, né&o sdo significativamente

perturbados com o tempo (figura 12) durante os cerca de 30 minutos

i
!
|
!

i
H
i

| necessarios para efetuar a titulagéo espectrofotométrica dos cromoforos.

} As medidas espectrais de N-Ac-Tyr-EE e N-Ac-Trp-EE foram
utilizadas na determinagéo de seus coeficientes de extingdo molar. A tabela Il
s Estes valores sdo concordantes para

apresenta os valores calculado
(Edelhoch, 1967).

| croméforos de Tyr e Trp com valores reportados na literatura
Quando se observa atentamente uma titulacdo espectrofotométrica

| hidrocloreto de guanidina, o decaimento

| deuma proteina por solventes como 0
pode sugerir uma precipitacéo da

| espectral observado (figuras 2, 4,6¢eT)

proteina, o que de fato ocorre com proteinas como a anidrase carbonica
| (Martensson et al., 1992). Segundo aqueles autores, um modo simples e
eficiente de descartar as possiveis contribuicdes devidas a precipitacdes da
| pectrofotométrica, constitui na medida da raz&o

proteina durante a titulagéo es
uma vez que Ao NEO é significativamente afetado pela

de AméX.IAzgo —
(Edsall et al., 1966). Esta relacdo € referida

desnaturagéo completa da proteina
razdo ou mudanca fracional da absorvancia

na literatura e neste trabalho como
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i

fda proteina. O efeito do pH sobre a transicdo de desenovelamento da

f ribonuclease A foi convenientemente estudado por medidas da raz&o fracional

; da proteina. A figura 13 mostra a titulagéo espectrofotométrica fracional da

|

ribonuclease A em pH 4,5 e pH 7,5.
A reversibilidade do desenovelamento de RNAse A por hidrocloreto

de guanidina foi estudada num experimento em que a proteina pré-incubada
com 8 M do desenovelante foi diluida com KCI 0,1 M até 2 M de GuHCI. A

figura 14 apresenta a curva de renaturacdo 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 entéo diluida com KCI 0,1
M para concentragées finais de 6, 3, 2 e 1 M de GuHCI. Os pontos
experimentais foram fitados a polinomiais do terceiro grau para obtencao

dos valores de t;,, que representam o intervalo de tempo necessario para o

reenovelamento de 50 % das moléculas de proteina.

O efeito de concentragées entre 0 e 4 M de GUHCI sobre a cinética

de hidrélise de citidina 2-3-fosfato pela RNAse A esta mostrado na figura 16.
As velocidades iniciais destas curvas foram utilizadas para obtencéo das
atividades da RNAse A em diferentes concentragoes do desenovelante. A

figura 17 mostra a dependéncia da agtividade da enzima com a concentracéo de

GUHCI dentro dos limites de 0 e 4 M.



s de reenovelamento por diluicio de solugbes da

Nos experimento
proteina em concentragdes a 8 M para concentracdes mais baixas de GUHCI, o
equilibrio da extingdo da proteina & atingido bem rapidamente (figura 15).
Porém, quando a diminuiggo da concentragéo do desenovelante ocorre par

dade da RNAse A ocorre pbem lentamente, como

didlise, a recuperagéo da ativi

pode ser visto na figura 18.
A figura 19 mostra a titulacéo espectrofotométrica de RCAM-RNAse
A com GuUHCI entre os limites de 0 e 6 M. Pode-se ver que 0O padréo de
dependéncia da absorvancia com & concentragdo do desenovelante é analogo

s, ou seja, a dependéncia é tamb

micamente blogueadas nao

ao 3 : am i
padrdo dos cromoéforo ém linear. Isto indica

que a ribonuclease A com suas sulfidrilas qui
ctrofotometricamente detectada.

a
presenta estrutura que pudesse Sef espe

s de desenovelamento de tripsina bovina

A partir das transigbe

miotoxinas | e |l de Bothrops moojeni

(figura 2), ribonuclease A (figura 4),

na | de BothropSs jararacuss
ntes de equilibrio € as variacdes

ram determinadas as consta

pirajai (figura 7), fo
s da transigao entre os estados N e U

de energia livre em pontos intermediario

s de variagdo da energia livre do

de cada proteina. Estes valore

as contra a concentragao de hidrocloreto de

desenovelamento foram plotad
ss30 daqueles pontos fo
novelamento na auséncia do

guanidina. A reta de regre i usada para determinaggo de

H20
AGp™ a variagdo de energia livré do dese
desnaturante, segundo O método da extrapolagdo linear (Pace, Shirley &
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Thomson, 1990). Estes resultados s&o apresentados na tabela IV, juntamente

‘com a inclinag&o (m) de cada reta de regress&o e a Dqj2, que € a concentracéo

~do desnaturante no ponto médio da transig&o.

O desenovelamento de ribonuclease A, miotoxinas | e ll de Bothrops

| moojeni, e piratoxina | de Bothrops pirajai, foi também estudado por eleforese

' em gel de poliacrilamida com gradiente de uréia, segundo as descricoes de

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

| partir dos géis com gradiente de uréia foram determinadas as variagbes da

'~ energia livre para cada uma das transicoe

s de desenovelamento daquelas

proteinas. Os valores estdo na tabela V.
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Figura 1 - Espectro de absorgdo no ultravioleta de tripsina bovina em 0, 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 (—).0 espectro foi obtido a temperatura ambiente, com uma cuveta de 1 cm de

A ' l
Caminho éptico, em um espec:trofotometro Zeiss Speko
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Tabela
| - C3a .
Calculo dos coeficientes de extingdo molar (sw €

| (e14) a partir de medidas espectrofotométricas de

Proteinas em KC1 0,1 M

\
Proteina ==y
Rib Massa A £1% M
onuclease A boui Molar (hm
bovina /L——-’—‘__/
s 13.693 278,0 7.1 9708,0
—BSina boving | 2800 6.7 91784
Mlot : Ina | EON [——.5 D |
ot na | de 23.998 278,0 12.9 311514
rops moojen; 13.766 277,0 11,0 15389,0
i 278,0 11,2 15419,0
Otoxing | 280,0 10,9 15123,3
oth, | de | 209Y __,/-/
rops moojen; 13.887 277,0 1,7 16292,2
B 278,0 11,8 163283
Othropstoxg 280,0 116 16161,9
Pirato DS Jararacussu 14.200 280,0 9,5 13534,4
~=0throps pirajaj 13652 2780 9,1 123820
280,0 | 87 11903,0




Tabel ;
all- Medida da transigo d€ desnaturagao (AA) de Pr oteinas. An @ Au

sdo
aS n 5
absorvancias molares das foO e gdesnaturada

respe 3
oectivamente. AA & a mudancd molar

transic3
SIGa0
¢ao, dada por A om GuHC! ~ A am GuHCl

Ribon
Trls‘:gliase A bovina 0,36 0,24 0,12
M|0tOX‘na?Vlna 0.77 0,69 (())?3
wm%m 0,65 0,48 oL
Bothropsto)(de Bothrops moojen! 0,25 02379 0, =
e 20 B 0, ,
1,77 1,50 M

Piratoxi
xina | de Bothrops pirajdl _—
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polinomiais do terceiro grau para obtenga0

interva
lo de tempo necessario para o reenovel

protei
eina. Os valores obtidos foram de 40,70¢€ 85
e3 )

M, respectivamente. A ordenada @ es

em G
UHCI e a ordenada a direita correspo

de riponucleas

ocloreto dé gua

e 1 Mde GuHCl,
pontos experi
dos yalores d

amento de 50

querda corr

nde as curva

e A bovina. A amostra foi

nidina 8 M, e entao

1 M de GuHCl. A ordenada da

enquanto 2 ordenada da

mentais foram ajustados a
e ty2, Queé representam o]
% das moléculas de

segundos para as curvas a1, 2

esponde as curvas a6 e 3M

saZe1MemGuHCl.
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Figura 16 - Curvas de hidrolise dé citidina 2":3-fosfato pela ribonuclease A bovina
presenca de diferentes concentragdes de

em tampéo tris-HCI pH 7,3 na auséncia e
as as series @ co

ncentragéo de substrato foi 0,1M

hidrocloreto de guanidina. Em tod

€ a concentragéo de enzima foi 0,16 M.
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Atividade especifica

Ses crescentes de

concentrag
Figura 17 - Perda da atividade de ribonuclease Aem !
em moles de substrato convertido em

hidrocloreto de guanidina. A atividade é dada

Produto por segundo por mol de enzima.
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.
abela IV - Determina¢

cu
rvas de desnaturacao.

-_—

Proteina

R
ibonuclease A Bovina

| Miotoxina |

B
othrops moojeni

| Miotoxina 11

B
| Bothrops moojeni

-~ O _
. AGDH2 ‘me D12 @ P

e

\ st

P'\rato 1 e
o Xina | de 442
S throps pirajai
oth ;
ropstoxina | 6.1

|de B

30,0

ek
4——"7056,40

218

//\*"2'39
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Figu
ra 20 -
Eletroforese €M gel de poh’acn'lamida 0

RNA
8] i
= vina nativa. O tampao Jtilizado fol
iente lin
ea
rde0abM de ureid foi imposto contra U cadiente lined
eletrofor® foi C nduz'\da em direGao ao

nverso
d
e 15 a 10% de acr'\\am'\da.

cat
odo entre 27 e 30 °C
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Figu
ra 21
Ele :
pirat troforese €M 9 de pohacnlam: com radienté de uréi par
oxina
’na“\/ade_gm[g_p, _ grioad Tris-
40. U s era]' tampa0 Utilizado foi NS pcetalo pH
A m ]
grad|e -
nte linear de nabM 4e uréid foi IMpOS o contra um gradiente
o% de qcrilamiod e\etroforesef i conduzid em

linear i
ar inverso de 15 a 10

Gao .
ao catodo entre 27 e 30° C.
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E
igura 22 - Eletrofores® em gel dé poliacrilarnid co radiente de yréia pard
f:notoxma | nativa de Bothrops mooien O tam 30 tilizad ol Tris-Acetato pH
\‘.0. Um gradiente inear de 0a M de uréia foi iMPO (o) ntra um gradiente
near inverso de 15 2 10% € acrilam! e\etroforese fol ndumd ¢
e30 .

direcs
30 ao catodo entre 21
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Figu
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\“ e 0
er 0

direcs
Gao :
ao catodo entre 27 €30 °C.
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bela V - Determinag@o da variagao dé energia fivre @

gradiente de uréia.
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DlSCUSSAO

Segun
gundo senso comum 4a literatura, uma proteina em & M de GuHC! é
m coil (Tanford 1968).

consid
o L
rada existir num estado denomi

Entret
anto eSt . r N .
a idéia tem sido alvo de muitos questionamentos nos aitimos

e 5
GuHC! ou de ureid (Shortle & meeker, 1989 pace, Laurents &

Thom
sOon, . M

1990; Dill & Shortle; 1991; Martensson ot al., 1992 Aronsson et
ste trabalho foi

al,, 1995:
95; Gorovits, Seale & HorowitZ,

rever
o tema do desenove\a

proteind que permitiu @

solven
tes desnaturantes sobre RNAse

iras 'mformaqoes sobre ©

Anfins
en & colaboradores a colhe
tripsind povina a fol

enovel
amento proteico (Sela, white JI &

proveito de alguma

_Guia, 1989)

escolhi
ida ¢ i
omo um segundo referencia\ gtil, paré ticaf

penh ha-Silva & Mares

ex‘ ’er' 2 .

OS co
m
postos N- c-Tyr-EE € N-Ac—Trp—EE @0
4cidos cromofoncos Tyr

esterasi
asica de qu 1Hmo p na d
com a8 ligagoes 42

€lpe
[ n :

voltos por ligagoes quimicas pasta
nao hes perm‘\te,

estr ruturais simples

estrut

u .

ras proteicas. Os seus motivos
r estas

505 085 proteinas: Po

conformago

entret
a
nto, assumir as complexas
que seria

razée
S e n . ry*

les foram aqui utitizados como referenmas yalidas para 0
al de um rando coil srente @0S

espe
rado
ser o comportament? espectf

Solve
ntes desenovelantes.

03




No intuito :
Mais ©Xpressivo Zerase,eélonar,C_omp”mentos de onda onde o solvente fosse
na preser J m feitos varios espectros de RNAse A e tripsina bovinas
. ambosﬁ;as € auséncia de varias concentracoes de GuHCl (figuras 1 e 3),
cas o
s pmte,.nas’ d :vs;dnoot:-se um efeito hipocromico do desnaturante sobre Eméx.
my dangas . | um deslocamento batocrémico que é atribuido a
Moléeug . © @mbiente dos croméforos proteicos do interior para o exterior da
fatc), as - C.Ontato ¢om o hidrocloreto de guanidina (Herskovits, 1967). De
respecﬁva Cadeias |aterajs fendlica e indodlica da tirosina e triptofano,
SSPectrog m.eme, $&o bem soltveis em GuHCI (Tanford, 1972). A partir dos
273 o 285(f'QUras 1 e 3), foram selecionados os comprimentos de onda de
Caracten.z M para RNAse A e tripsina bovinas, respectivamente, por
Solventg :rem‘ 8s regibes espectrais mais sensiveis a pertubagGes pelo
Compr,‘m; Maloria dos trabalhos da literatura sobre o assunto, usam estes
auséncia ntos de onda para obter a diferenca da absorvancia da proteina na
Difereny © Presenga do desenovelante (Santoro e Bolen, 1988)
c:oncemremfB e, neste trabatho, nés preferimos estudar o efeito de
SXperim, 3608s crescentes de GuHC! sobre a absorvancia da proteina, em
entos que sdo aqui referidos como titulagéo da proteina pelo solvente.

As i
Qurag
2 e 4 mostram o perfil da titulaggo de RNAse A e tripsina bovinas,

rGSp .

€Ctivg

at Mente. As caracteristicas sigmoidais de ambas as curvas refletem a
u

Vari
I 1as o,

Serie . )

S experimentais coincidentes sdo encontradas naquelas figuras,

rezg
c . .
O0perativa do desenovelamento daquelas proteinas pelo solvente.

Ategt
@ndo .
A reprodutibilidade dos resultados. Tal padréo de decaimento

S"gmo-
id
3 da absorvancia é de fato um efeito do GUHCI e n&o um artefato de
64



instabilid -
ade de leitura do espectrofotbmetro utilizado. Cada uma daquelas

titulacdes
demanda um tempo de cerca de 30 minutos. A figura 5 mostra qué

durant
e agu : - . "
queles 30 minutos necessérios para a titulagdo, 0 aparelho mantém

um 3
padrdo de estabilidade adequado para

4 transigéo do estado

concentracd
tragbes menores que 3 M de GuHCl, ocarre

nativo pa
para o estado totalmente desenovelado, com um ponto médio em 2,9 M

s na tripsina bovina, pontos de

de G -
uHCl. Devido a existencia de dominio

inflexa

0 i : o x -
poderiam ser observados NoO perfil da curva de transi¢ac utilizando

desnaturagéo nao foi uma

RMN .
(Creighton, 1979). Como @ {ransicao de

de dominios ou outros estados

transica
ica : . o
cao brusca, isto deve indicar a existéncta

intermediari
= L3 n . . e r . P
jarios. A nao existéncia de pontos U \termed|ar|os de inflexad na curva

pelo desenovelamento

de transics
nsigio poderia Ser justificada simplesmente

Silelt"
aneo dos dominios da proteina (Matthews: 1993).
mica da UFU vem trabalhando, em cooperagéo

com .
a USP de Ribeiro Preto, na purificagéo e caracteriza@éo de proteinas de

O laboratario de Bioqui

vene
no de serpentes, cOMO aquelas €
ell d

e Bothrops moojeni, & bothFOPStOXi“a
Piratoxi

xina de Bothrops Piraie foram 12

trofotométricas com GuHCl (figuras 6

dec H
aim . .
ento sigmoidal da absorvancia observado

tamb .
é - .z
m verificado. Os coeficiente® Je exting@0 M°
protef .

nas estio mostrados Na tabela L on

de
8100
« e gy das proteinas controles O™
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credibilidade dos parametros aqui determinados para as proteinas do

ve
neno de serpentes.

D b - T
e fato, o efeito hipocromico do GuHCl gobre uma proteind diz respeito

a uma
m : )
udanca conformacional € &0 @ um mero comportamento espectral

m efeito hlpercromxco

(figuras g e 10}, enquanto

6 el Tal efeito

espectrofotométricas (figuras 9 € 11). A nclinagdo pos!
figuras & de fato real e néo artefato dé instabilidade
durante os cerca de 30 minutos necessario
espectrofotométricas as absorvancias d
permaneceram bastante estaveis (figy

apare
ce . .
m nas regdes de pre © pos—tran5|qa0 das

das
rotei ,
proteinas aqui estudadas (figuras 2, 4, e 7). Sem d
é
u rd
ma caracteristica espectral dos cromdforos m solugoes com
conc .
entragdes crescentes d8 GuHCl.
-Ac-Trp—EE com

As dependéncias das absorvancias de
a con . . ;
centraggo do GuHC! & bastante importante, pois permi

dos .
croméforos em GuHC! $0P qualquer

deSC
rigdes de Gill e Von Hippe! (1989), 500 U™

de G
UHCI. Em 6 M de GuHCl 08 yalores aqul




concordantes com os valores de Edelhoch (1967) paré cromoforos de tirosina

e triptofano.

As curvas mostradas nas figuras 2 s 6eT de fato POCer !
consideradas curvas de equilibrio de
incubagao por 24 horas de RNAse A bovina pro
fracional de desnaturag@o pem proximo d
Uma curva de equilibrio d@ desnaturagao é bastan

infor
magdes sobre cooperatnvxdade,

neCe y .
ssarias para manter a estruturd te

verifi e . .
ificada por diluigao de uma solugéo pro

M
do desenovelante(figura 14). O Dz

nec
essaria para promover @ converséo de 50

nati :
Vo para o estado desenove\ado esta e

nos :
experimentos de desenove\amento

d
e RNAse A (figura 14).

A reversibilidade do desenovelament

ac
ompanhada cineticamente figura 1 g). com@ sefia
; GuHCl ara
tranSferéncia Sﬂbita, por d!lUIQéO, da enZima de um melO a M de P
roteind
Outro a 6 M né&o perturda sign'lﬂcativamente 0S yalores de emax. dap
7e M do

: sad
(ﬂgura 15) MaS quando a tranSferénC|a se d para me|0

d - eis pel
esnaturante, ocorrem 08 acréscimos de Emax visivels
. ir da figura 1
de desnaturagao (figura 4) Os valores de tiz inferidos @ art
: ara 1, 2
4a protein@ de 8P
icoes p 7

8§
0 de 40, 70 e 85 segundos paras @ dilul




M de G
uHCl i
, respectivamente. Isto indica que a concentracdo de GuHCI

tamb % .
em interf
ere na cinéti
a cinética de reenovelamento. Sem duvida, tal interferéncia

deve
-S€ mani
ifestar também 5
também na agdo catalitica da enzima. De fato, 0s dados

da figu

ra 16 mo
e stram como um aumento da concentragao de GUHCI afetam a

ica de hidréli
do rélise de citidina-2’:3-fosfato por RNAse A. Entretanto, a perda
atividade d '

a enzi -
enzima (figura 17) néo € completamente recuperada pela

transfers
rencia i
e da enzima para ambientes com baixas concentragdes do
hovelante i
quando a enzima a 8 M de GuHCI & dialisada contra KCI0,1 M

durant
e 24 h .

oras (figura 18). Ha uma perda de cerca de 40% em sua
Haveria

atividag
e especifi
ot pecifica, o que poderia ser explicado de duas formas.
€gacdo d
a [4 . ~ a «
con proteina devido & ausencia de chaperoninas para controlar as
IcOes do
reenovelamento (Mizobata, 1992; Mizobata, 1995). Entretanto,

ciada a uma igual redugdo do

Como t
al

perda de atividade ndo € asso
ve exigir outra explica¢
es de GuHClI (figura 17),

reenOVQI
ame i
nto (figura 14), ela de 50. A atividade da

RNA
Se A é e .
. muito influenciada por baixas concentrago
m Um Y,
alo :
r de Dy, em torno de 0,5Mdo desenovelante. A conformagao do
mais perturbada

centr,
0 ativ
0 : )
, mantida por for¢as relativamente fracas, sera
o de uma molécula de

que a
protein
a como um todo. Por outro lado, a ligagé

cao do substrato natural da

GUHC
| no .
centro ativo poderia prevenir @ liga

enzim
a.
sulfeto e © plogueio das sulfidrilas por

AM-RNAse A) que
e GuHCI (figura

A )
reducdo das ligagdes dis
nao sofre

CarbOX.
lami . .
idometilag&o produz uma RNAse A (RC

tra .
Nsicq
od .
e desnaturagao com 0 aumento da concentragéo d

19)
-0 «
Padrdo de dependéncia da absorvéncia com @ concentragéo do
68




S I

T I S o
o o N v
Aol f PN s

€Snat
Urante &
€ dado
or . .
por uma linha de inclinacao ligeiramente positiva, assim

COmo
rome
oforos N-Ac-Tyr-EE e N-Ac-Trp-EE. Isto indica que a

RC
/ AM-RNAse A ndo a
Presenta algum tipo de organizagdo estrutural que

POssa g
/ €r detectaqo pelo método

As fj
Quras 2 4
» 4, 6 e 7 mostram transicbes de desenovelamento bem

deﬁm'd
as parg
as i
me. o Proteinas estudadas. Os segmentos lineares das regides de
POs-transics
€40 foram projetados na ordenada e divididos pela

Conce
Ntragso
moia ;
mOIareS ) r de cada proteina para obtencdo das absorvancias
0s estado i
S nativo (Ay) e desenovelado (Ay). Os resultados

Medio 4 a Il junto com a mudanga molar na absorvancia no ponto
Cao (AA .
Bot (AA), dada pela diferenca entre Ay e Ay. A piratoxina | de

/'OpS .
Pirajai @ mi
Miotoxi ani
snat toxina | de Bothrops moojeni sofreram uma transigéo de
acdo
em :
Uma faixa de concentragdo mais baixa em relagdo a

pstox,'na

I d ,

pOd&-se © Bothrops jararacussu e miotoxina Il de Bothrops moojeni,
Sugerir
que a bothropstoxina | de Bothrops jararacussu e miotoxina II de

Othr
Ops
N a . . .
%vigo presentam uma estrutura conformacional mais estével talvez
q existéng
Sténgi ,
a de uma maior quantidade de forgas responsaveis pela

eStab- .
llizacs
Cdo
da estruturg tercidria das proteinas.

O mgt
od
dos © de extrapolacso linear ¢ significativo para avaliar a estabilidade

SStaGOS

en

Pelg Ovelado e desenovelado das proteinas no limite de 0 M de GuHC! N
80 de AG,'° (tabela IV). A reversibilidade da transicdo

Unf,
Oldin
9-refoldi
Iding ¢ a ocorréncia de uma fransigéo em dois estados s&o

“ondis

S

¢Oes €ssenciajs S . .
(Sangq para a aplicagdo do método de extrapolagéo linear

ro & B
Olen, 1988). A existéncia de uma fransicdo em dois estados
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Smplifica 5 analise termodinamica das proteinas. A validade para a existéncia de
Umg fransicao em dois estados é confirmada pelo gel com gradiente com uréia
(Cr ®ighton, 1990), resultados apresentados na tabela V. Os géis-gradientes para
RNAse A e piratoxing | de Bothrops pirajai indicam a existéncia de estados nativo
€ desenOVelado, € auséncia de estados intermediérios. As bandas das proteinas
fOram Continuas e mostrou um declive brusco na regido de transicdo, indicando
UM equij ibrio rapido entre os estados nativo e desenovelado.

O gel com gradiente de uréia foi utilizado como uma técnica
complementar Para estudo das transigdes de desenovelamento das proteinas
“onsider. &das, de acordo com as descricdes de Creighton (1979). As alteragdes
de Mobilidage Que acompanham o desenovelamento podem ser primariamente
fevidas 5 Mudangas na forma e volume molecular da cadeia polipeptidica, mas
aMmbém g AlteracSes na carga liquida da proteina, devidas por exemplo a
®XPOsicao ge grupos idnicos ao solvente. A alteragdo da viscosidade da
Drote,'na Quando dg transicédo do estado nativo para 0O estado desenovelado
ambem 8feta sua mobilidade no gel de poliacrilamida.

A sensibilidade da tecnica para a andlise das curvas de transigio por
SSPecty Ofotometria no ultravioleta & baixa, pois é necessério uma grande
Wantidage ge Proteina para a realizagéo do experimento. Entretanto, uma cuna

e desnaturagéo similar pode ser obtida em um experimento muito mais sensivel

utili ) va e
23Nd0 técnicas eletroforéticas. Ambas as bandas para as formas nativa
sdo praticamente

deg
“Novelagy no gel com gradiente do desenovelante
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Avantg
9em da eletroforese em gel de poliacrilamida € a sua alta resolugdo

Compatipj
ili p . ,
dade com as continuas variagbes nas concentragdes do

€snaty
rante, algm de ser necessari

3 0 uma pequena quantidade da proteina para
Co

mpanhar -
a transicdo de desenovelamento. A validade do método é aparente

Svido 3 .
Consistanci
. nsisténcia dos resultados obtidos com RNAse A, miotoxinas | e Il de
thl’ Ops .
i Moojen;; e piratoxina | de Bothrops pirgjai, com aqueles obtidos
:hzando~39 técnicas
métOd .

0é .
Que nenhymag informaggo ¢ dada quanto ao tipo de conformagéo que

espectrofotométricas. Uma desvantagem aparente do

pOde
t' Presente, isto &, os dados obtidos ndo séo de natureza quantitativa e a
SChicg g
8O ;
Permite USo de desnaturantes ndo polarizados ou sem carga.

A transics
; NSicdo em dois estados mostrada pelos géis nos fornecem pouco a
®Speitg das vigg

Pelas quais as proteinas enovelam e desenovelam, mas
Dossjb,-,ta

. a determina{:éo quantitativa da variagdo da energia livre para 0S
Stad

08 natj
v
O € desenovelado das proteinas.
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CONCLUSOES

1-0s
. espectros dos croméforos foram pertubados pelo aumento da
O”Centrag

do ;
de hldrocloreto de guanidina no solvente.
2

. = A extincdo do N-Ac-Tyr-EE em 274 nm descreveu uma
PeNndancig |

n ~ .
a €ar com a concentragéo de hidrocloreto de guanidina, dada pela
a0

80 g,,, nm = 1355 4 243 [GuHCI].

3

| g A extingdo do N-Ac-Trp-EE em 281,5 nm descreveu uma

®Pendane
Ncia (in .
. ®ar com a concentraéo de hidrocloreto de guanidina, dada pela
qUag;éo

T28150m = 5362 + 68,2 [GuHCI].

4. -
d A extingzo de RCAM-RNAse em 285 nm também exibiu uma
ependénc

ia i
" near com o aumento da concentragéo de hidrocloreto de
anig

» 1N : s aa . ” i
o dicando a inexisténcia de organizagdo estrutural mesmo sob baixas
nc

CNirges
acles do desenovelante.

5 .

% Ndo ha evidencias espectrofotométricas de  transicdes
nfOr .

ac i P
6 'ONais de RNAse A bem como de outras proteinas estudadas além de
Mde Guny

& -A inclinagdo positiva das regides de pré e pos-transigdo nas
Vas

) ,
5 desenovr;alamento da RNAse A e de outras proteinas estudadas por
Umen
0

e 3 concentragéo de GUHCI é meramente devida a um comportamento
SPecy
.
al de seyg croméforos.

7 Todas as proteinas estudadas exibiram curvas cooperativas de

dese
'amento tanto por espectrofotometria quanto por eletroforese.

v Xp]
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i

e

8-0 desenovelamento de RNAse A bovina por hidrocloreto de

a exibiy UM mecanismo de transicdo reversivel de dois estados e foj

termoging....
Mamicamente caracterizade por um valor de AGy™ de 6,47 kealimol e

Um D1/2 de 3,1 M de GuHC],
-0 desenovelamento de tripsina bovina por hidrocloreto de

QUanig;
"8 exibiu um mecanismo de transigdo de dois estados, embora a

Protejn ,
4 tenha dois dominios, e foj termodinamicamente caracterizado por um

Valor
9 AGo™ g 6 gg kealimol e um D, de 3,01 M de GUHCI.

10-0s desenovelamentos das miotoxinas | e Il de Bothrops moojen;,

D'ratoxma I de Bothrops pirajai, e da bothropstoxina | de Bothrops

./af'ar
SCussu, POr hidrocloreto de guanidina, exibiram mecanismos de transic&o

© doj .
'S eStaC’OS e foram termodinamicamente caracterizados por valores de

AG H2p
%7508 '02; 4,42 & 6,15 kcallmol e valores de Dy de 4,00; 4,15; 4,18

H19M e GuHe|,

1-a Monitoragdo do desenovelamento de RNAse A bovina por

higr
*Clorsto de guaniding pela atividade especifica da enzima exibiu um D, de

Cer
12-0 reenovelamento de RNAse A bovina por didlise da solugdo

inigj
1al g 8 M de GuHC| contra NaCl 0,1 M, durante 24 horas levou a cerca de

40y,
d
® Perda ng atividade especifica da enzima

bovina e

13-4 Mmonitoraggo dos desenovelamentos de RNAse A

Pirgta.; 4a com
‘Oxing | ® Bothrops pirajai por eletroforese em gel de poliacrilamida

Orag valores
fente de0ag M de uréia revelou transicdes de dois estados, com

N de 022¢ 0,41 kcal/mol, respectivamente

7



SUMARIO

Este trq
spey balho estuda o efeito de solventes desenovelantes sobre o
"0 Ultravig ,
croms; leta & a mobiligade eletroforética de proteinas ou modelos
Ororos ge .
I
0 Proteinas. Curvas espectrofotométricas de desenovelamento por

ae .
M de hidrocloreto

tipg; de guanidina foram obtidas para ribonuclease A e

Botyy,
Ps jarar, -
acussu e piratoxina | de Bothrops pirajai. As transicées de

Xinas | e Il de Bothrops moojeni, bothropstoxina | de

deSe
Mento ) .
Mostraram ser cooperativas e seguiram um mecanismo de
es

de AG, Mo 3 vars
' < Variacdo de energia livre a 0 M de hidrocloreto de guanidina, e da

doijs
a extrapolacao linear foi aplicado para determinagéo

Centracy ,
o a¢ao do desnaturante capaz de converter 50% das proteinas do

Ce——

tado gy,
Natjy
@ Para o estado desenovelado. Os valores de AGp"™ foram de 6,47;

,88:

miotolx,-:::; ’8'02; 442 © 6,15 kealimol para a RNAse A e tripsina bovinas,
bothropsto | © Il de Bothrops moojeni, piratoxina | de Bothrops pirajai e
o . 3xma I de Bothrops jararacussu, respectivamente. Os valores de Dy
aRN As & 3.0 4,00; 4,15; 4,18 e 4,19 M de hidrocloreto de guanidina para
“Ae Iripsina bovinas, miotoxinas | e Il de Bothrops moojeni, piratoxina |

[S] BO th
"ops pirajaj de Bothrops jararacussu,

resp e bothropstoxina |
Sctiv, ,
" @Mente, A transicdo de desenovelamento da RNAse A satisfaz bem o
©sitg

a reversibilidade quando seguida espectrofotometricamente por

Sdig
as g . i
R 9 8xtinggo na regido de seus cromdforos. Porém, o reenovelamento
Protgj;
i
"3 apresentg um Dy, de cerca de apenas 0,5 M de GuHCI e uma perda

de
Cer,
8 de 0% de sua afividade especifica quando acompanhiado. por
“7A



Medida
s de ativid
a - ryc
de enzimética. Isto deve indicar que a conformagéo do centro

ativo é mui
muito mais i
s -
ensivel & agéo do GuHCidoque 0 restante da proteina. As

extingSes
molares
ineares de N-Ac-Tyr-EE e N-Ac-Trp-EE descreveram dependéncias
com a .
concentragéo de hidrocloreto de guanidina, dada pelas

equagﬁe

S €274 =

espact = 1355 + 24,3 [GUHCI] € ezt m = 5362 + 68,2 [GUHCI]

Ivamente . . » 1
. As inclinagdes positivas desta retas constituem a razéo pelas

proteinas estudadas apresentaram

Quais
as cu
. rvas de desenovelamento das
Carate
r ascend i
ente nas regides de pré e pés-transigéo. Além de 6 M

s espectrais compativeis com

nenh
uma d
as :
proteinas exibiu comportamento
ia de estruturas

tran
Sconfi
ormacod
e .
cOes de suas estruturas, indicando @ inexisténc

Ase em 285 nm também

residuai
Se

m 6 M de GUHCI. A extingdo de RCAM-RN
a concentragéo deh

utural mesmo sob

&Xibi
u um
nd . '
&ncia linear com o aumento d idrocloreto
e organizagéo estr

de

guanidina. indi

ina, indicando a inexisténcia d
otituida de suas liga

coes

baix
as cong
entracs
tracdes do desenovelante Na proteina dé
ntos de RNAse

poliacrilamida com

A bovind e

diSS
Ulfeto
A . .
monitoragdo dos desenovelame
rese em gel de

| Piratoy;
| Ina |

de Bothrops pirajai por eletrofo
ois estados, com

valores

gradie
nte de
0 a 6 M de uréia revelou ransigoes de d

Ny de O
22 e 0,41 keal/mol, respectivamente.
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the ultraviolet spectra and

Effect
of denaturant solvents on
venon proteins and model

phoretic mobili
ilit o
Chromophores y f snake

Ana Gr . i
Depart :;l Brito & Nilson Penha-Silva (advisor)
e ” L o
UberlAng nto de Genética e Bioquimica, Universidade Federal de Uberlandia,
ndia, MG 38400-902, Brazi

anidine hydrochloride

6 M gu
nd Il

Spectr

0 L
photometric titration curves with 0 to
vine trypsin, miotoxins | @

(GuHC
) were obtained for ribonuclease A, bo

o . _
throps moojeeni, bothropstoxin | from Bothrops jararacussu and
transitions showed cooperativity

Piratoxi
andtor);\rzr;g? Bothrops pirajai. Al unfolding . .
Method was ”ty’_ and followed two-state mec i xtrapolation
of denaturan??igedHt% data for determination of the free energy change at 0 (I)VI
of protein fr D2 ) and the denaturant concentration ablé t cor:/%rt 50%
respectivel om native to unfolded state (D1j2). Values of AGpH20 were
bovine tryy of 6.47; 6.88, 7 50; 8.02; 4.42; and 6.15 kealimol for RNAse A,
Values w psin, miotoxins 1, miotoxin I pothropstoxin | and piratoxin . D12
bovine trere.g'm? 3.01: 4.00; 4.15, 4.18; and 419 M of GUHCI for RNAse A
ypsin, miotoxin 1, miotoxin 1l pothropstoxin | and piratoxin I Titration

of the '
RNAse A activity with 010 6 M of GuHClI showed a D42 valué of just 0,5
s much more sensitive to GuHClI

M of
than :f;\:Hrce;l’tindiCting that the active center i e e
AQainst .1 st of the protein. Dialysis of the 6 M GuHCIOunfo e ol
the Spec.- , M NaCl by 24 hours permited just about of 60% of recupere—qr "
Sxhibiteq ific activity. Molar apsortivity of N-Ac-Tyr-EE and .N-Ac—byr—the
€Quationg t;\‘e linear dependencies with GuHCl given respe_a_c’tglgeels):/2 +y682
[Guhcy, T 247nm = 1355 + 24.3 [GUHC] and A281.5nM =
Curveg He he poS!‘tive slopes in those lines explain |
transitiona:e St_ud‘ed showed an ascendant character'ln o e e 8
inear ge regions. Dilution of 0 M RCAM-RNAse A with 8 ‘
Wdroc:hlgp-end_enCe for the molar extinction &t 28
COnCentra?de, indicting the absence of structural 0rgan
M ureq tlons of denaturant when the protein Iagks
ransverse gel electrophoresis with boviné

from
Bo .
throps pirajai showed reversible two-state

of 0 22
. a
nd 0.41 kcal/mol, respectively-
p-UFU)
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