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Resumo geral

Os osmolitos constituem um grupo de solutos de baixo peso molecular
que estabilizam proteinas, acidos nucléicos, células, tecidos e 6rgdos, em
resposta a aumento no estresse ambiental. Eles t€ém uma distribuicio
ubiqiiitaria, com os mesmos tipos de solutos sendo encontrados em
organismos muito distantes na escala evoluciondria. Esta dissertagfio
inicialmente revé os principais conhecimentos sobre os efeitos estabilizantes
de osmdlitos, com énfase na estabilizagdo de proteinas, € apresenta as idéias
predominantes na literatura a respeito de seu mecanismo de ac¢fo. Os
osmolitos forgam as proteinas a se enovelarem e a resistirem a desnaturago,
alterando as propriedades do solvente € modificando a mteragdo da superficie
externa da proteina com o solvente. Apesar de muitos trabalhos terem
explorado a agfo dos osmolitos sobre a transigdo entre os estados nativo e
desenovelado de uma proteina, pouco se estudou o efeito destes solutos sobre
a formagéo de complexos enzima-inibidor. Esta dissertagdo também estudou o
efeito do glicerol sobre o equilibrio de inibigdo da tripsina bovina com o ion
benzamidinio. A incorporagdo de 0 a 2.5 mol.L” de glicerol ndo perturba a
entalpia de van’t Hoff, mas aumenta a energia livre de Gibbs, para a

associagfio de tripsina bovina com o ion benzamidinio.

Suporte financeiro: PROPP-UFU, CNPq ¢ CAPES.
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Introducio Geral

As proteinas apresentam enorme diversidade de funcdo e constituem as
macromoléculas mais abundantes na natureza. O arcabougo que forma a
maioria dos organismos vivos, 08 anticorpos, além de muitos transportadores
¢ horménios sdo proteinas. As enzimas, que apresentam a habilidade de
aumentar de maneira extraordinaria a velocidade das reagSes quimicas,
constituem as biomoléculas mais especializadas dentro deste grupo (Nelson
& Cox, 2000).

No meio intracelular normalmente existem as condi¢Oes ideais para
assegurar esta atividade biologica (Arakawa et al., 2001), entretanto também
ocorrem mecanismos para regular a agao enzimatica. A compartimentagéo de
células e tecidos, alteracdes de pH, a presenga de coenzimas, a concentragdo
do substrato, a disponibilidade de energia, além de eventos como a regulagio
alostérica e covalente afetam a velocidade de uma reagéo enzimatica.

As enzimas aumentam a velocidade das reagdes quimicas através de
mecanismos como O encaixe induzido, a aproximag:ﬁO, a desestabilizacdo das
ligacdes a serem rompidas e a especificidade pelo substrato. Os eventos que
ocorrem durante a catalise assemelham-se bastante com as reagdes organicas
(Smith et al., 1983).

A fungdo de uma enzima esta intrinsecamente associada ao seu estado
nativo. Este estado ¢, ma verdade, resultante de vérios microestados
constituidos por conformagdes distintas, que tém afinidades diferentes pelo
substrato (Bai et al., 1995; Wooll et al., 2000). Alteragdes sutis no grau de
flexibilidade e estabilidade da enzima permitem que a sua atividade catalitica
6tima seja mantida numa ampla faixa de temperatura (Fields, 2001).

Entretanto, inimeras condigdes de estresse ambiental como calor,

radicais livres e altas concentragdes de sais, podem comprometer a atividade
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de uma biomolécula. Um mecanismo intracelular inicialmente empregado
para prevenir tais efeitos deletérios em procariotos foi o acumulo de ions
inorgdnicos como potassio, além de aminoacidos como glutamato, prolina e
glutamina (Welsh, 2000). Posteriormente, a ampla utilizagdo de solutos
coletivamente conhecidos como osmdlitos tornou-se uma estratégia
freqiientemente observada na natureza para assegurar a sobrevivéncia dos
organismos a essas condi¢des adversas (Yancey et al., 1982; Somero, 1986;
Rhodes, 1987).

Os niveis intracelulares de osmolitos dependem do organismo, de sua
disponibilidade no meio e do tipo, bem como da severidade e da duragdo do
estresse osmotico (Diamant et al., 2001). Desta forma, podem ser encontradas
concentracdes que variam de dezenas a centenas de milimolar.

Os osmolitos permitem que as proteinas mantenham suas atividades
bioldgicas porque atuam como estabilizadores da estrutura proteica, sem
contudo comprometer a eficiéncia de sua funcdo dentro da célula (Yancey et
al., 1982; Yancey, 1985; Bowlus & Somero, 1979).

Estes solutos estabilizantes de ocorréncia natural sdo quimicamente
classificados em trés grupos: (1) polidlcoois, como glicerol e sorbitol; (2)
aminoacidos e seus derivados, como as metilaminas betaina e sarcosina; e (3)
aglicares, como sacarose ¢ trealose (Yancey et al., 1982). No caso da betaina,
¢ particularmente interessante observar que esse composto, derivado da
colina, ap0s sucessivas desmetilagbes da origem a dimetilglicina, a
metilglicina e & glicina, compostos que constituem uma familia analoga de
estabilizadores.

Considerando-se o aspecto funcional, ha ainda uma outra classificagéo
para estes solutos. Aqueles que exercem pequenos efeitos sobre a fungdo
proteica sdo classificados como solutos compativeis. J4 os osmolitos que

combatem os efeitos que solutos deletérios tém sobre as proteinas sio
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denominados solutos neutralizantes (Borowitza & Brown, 1974; Yancey et
al., 1982).

As altas pressdes hidrostaticas as quais muitos organismos estfio
submetidos s@o compensadas pelo acimulo de osmolitos até concentragdes de
300 mmol/kg de massa corporal, sendo que este acamulo € proporcional a
profundidade em que estes animais vivem (Gillett et al.,, 1997; Kelly &
Yancey, 1999).

Ras, tartarugas e insetos que comumente hibernam, resistem ao
congelamento de seus fluidos corporais por um considerdvel periodo sem
apresentar movimentos respiratorios, 0 que normalmente ndo seria compativel
com a vida (Storey et al., 1996).

Organismos anidrobidticos sfo beneficiados com o acumulo desses
solutos estabilizantes, que mantém viaveis tecidos com até menos que 0,1%
de agua (Panek, 1996). Este efeito protetor € usualmente observado com
solutos da classe dos carboidratos, que estabelecem ligagdes de hidrogénio
com a proteina, substituindo desta forma a agua (Carpenter & Crowe, 1988).

Varios ensaios in vitro tém comprovado a agdo protetora dos osmolitos.
A malato desidrogenase ¢ protegida contra desnaturagdo a 44 °C por
concentragdes fisioldgicas de betaina, trealose, prolina ou glicerol. Estes
solutos promovem uma diminuigdo dos movimentos de gfupos da proteina
mesmo em temperaturas elevadas o suficiente para promover sua agregagio e
desnaturacdo (Diamant et al., 2001).

A incorporagdo de sacarose ou trealose a 1,5 mol.L"! aumenta
consideravelmente a temperatura de transi¢io de desnaturagdo térmica da
lisozima TAP?. Além disso, a presenca destes osmolitos permite que, mesmo
no estado desnaturado, a lisozima apresente o-hélices e preserve alguma
estrutura terciaria. A adigio destes aglicares também diminui a taxa de

agregacio e a ocorréncia de processos como racemizagdo e desaminacéo nesta
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enzima (Ueda, Makiko & Imoto, 2001). Uma baixa incidéncia destes eventos,
além de uma reduzida ocorréncia de reagdes oxidativas, também sdo
observados para a holoenzima e para a apoenzima da alcool desidrogenase de
levedura, na presenca de solutos como trealose, sacarose, sorbitol e manitol
(Miroliaei & Nemat-Gorgani, 2001).

A presenga de glicerol, xilose e polietilenoglicol tém um pequeno efeito
sobre a complexagdo da proteina repressora do triptofano (TR) com um
segmento derivado do operon TRP EDCBA de Escherischia coli (Brown,
1999). Segundo o autor, isto poderia ser justificado pelo aumento da
estabilidade da proteina e conseqiliente diminuicdo da sua flexibilidade.
Entretanto, a andlise da variacdo de energia livre envolvida na complexagio
dos trés dimeros de TR ao seu opéron mostra que a presenca de betaina
interfere no grau de cooperatividade desta interagéo (Brown, 1999).

O S PRO, um dos fragmentos que constitui a ribonuclease, € protegido
contra desnaturagfo térmica pela adi¢do de sarcosina, que promove uma
elevagdo da temperatura de transi¢do térmica desta enzima (Ty,) de 35,3 °C
para 53,5 °C. Na presenca deste soluto, o S PRO também adquire uma
estrutura mais compacta e menos susceptivel a clivagem pela tripsina,
ocorrendo inclusive protecdo do fragmento S PRO 38-124, que normalmente
seria clivado. De forma geral, a ligagdo dos fragmentos S PRO e S PEP, que
constituem a ribonuclease, mostra-se mais forte na presenga de sarcosina
(Ratnaparkhie & Varadarajan, 2001).

Proteinas como a ribonuclease A, o citocromo C, a mioglobina e a
lisozima, apresentam um aumento na temperatura de transicfo térmica com a
adi¢do de alguns losm(')litos. Entretanto, a variagdo de energia livre de
desnaturagdo dessas biomoléculas néo € afetada, a temperatura de 25 °C, pela
adigdo de tais solutos (Anjum, Rishi & Ahmad, 2000), o que naturalmente

seria importante para ndo alterar 0 turnover dessas proteinas (Pace, Fisher &




e g
W T I e A e i PR I ST

e v o et e L P

Cupo, 1981).
A N-6xido trimetilamina (TMAO) interfere na agéo da proteina TAU,

que, associada aos microtibulos, atua no processo de nucleagdo,

polimerizagio e manutengdo durante a reunido de tubulina, inclusive na

presenga de agentes caotropicos (Tseng & Graves, 1998). Recentemente, a

associagdo de L-prolina a esta chaperonina quimica, com conhecida

capacidade de induzir estruturas secunddrias e terciarias, revelou a habilidade

em promover uma maior regularidade na estrutura cristalina da proteina

basica da mielina, que normalmente ¢ considerada como uma proteina

desestruturada (Hill et al., 2002).

O supressor de tumor p53, um dos reguladores centrais da resposta ao

DNA danificado, mostrou ser capaz
ltiplas atividades bioldgicas associadas ao

de induzir o acimulo de ceramidas,

compostos que apresentam mu

controle do ciclo celular, da apoptose € das respostas ao estresse (Dbaibo,

1997).

E particularmente interess
& delineado pela posi¢do filogenética do organismo.

ante observar que o uso de um tipo de

osmolito orgdnico nao

Glicina e betaina sdo usados por invertebrados marinhos, eubactérias e plantas

halofilicas, mas também sdo encontrados nos rins de mamiferos, o que

consiste numa verdadeira convergéncia evolutiva (Somero, 1986). Fields

(2001) sugere inclusive que 2 utilizagdo de solutos estabilizantes pelos

organismos para prevenir efeitos deletérios sobre as suas estruturas proteicas ¢

altamente benéfica, porque permite que eles possam adaptar-se a varios

nichos térmicos € colonizar novas areas com mais facilidade, alterando os

niveis destes aditivos.

A atividade osmorregulato
al, onde as concentracdes de uréia, um agente com

ria também estd bastante caracterizada em

mamiferos. Na medula ren
reconhecida habilidade de Jesenovelar proteinas € bastante alta, ocorre sintese
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de sorbitol e glicerofosforilcolina, além de actimulo de inositol e betaina

(Garcia-Perez & Burg, 1990).

A forma recombinante do interferon-o. humano tem a meia vida da sua

atividade antiviral bastante aumentada quando submetida a inativagdo térmica

na presenga de soro albumina bovina, monossacarideos, aminoicidos e

polidis, mas na auséncia destes aditivos ¢ observado um decaimento

exponencial desta atividade (Sebéka et al., 2001).

In vitro, embrides de mamiferos desenvolvem-se melhor em meio

hiperosmético pela adigdo de osmolitos (Dawsan & Baltz, 1997). In vivo, em

ratos, h4 uma variagdo no perfil destes solutos ao longo do desenvolvimento

(Miller, Hanson &Y ancey, 2000).

Uma das mais recentes € interessantes descobertas relacionadas a agio

dos osmolitos refere-se a sua influé
proteinas. Betaina e glicerol ativam a chaperona

ncia na acdo das chaperoninas, regulando

desta forma a homeostase das
LS (GroEL + GroES) de I coli em 30 a 40% durante o enovelamento de

malato desidrogenase termicamente de
o enovelamento ocorre doze vezes mais rapido

snaturada associada & GroEL. Além

disso, na auséncia da GroES

com a adigdo de glicerol a 3,8 mol.L* (Diamant et al., 2001). Segundo Bolen

e Baskakov (2001), a presenca destes solu
biomoléculas mesmo quando elas ndo estdo

tos estabilizantes asseguraria o

enovelamento adequado destas

submetidas a condigdes de estresse.

Apesar de ainda serem necessarias muitas investigagOes para avaliar o

grau de especiﬁcidade da relagdo osmolito-proteina para promover a

estabilidade proteica, € indiscutivel que esta estratégia fem uma ampla

aplicabilidade.

J4 estdo sendo realizados testes clinicos com uma insulina inalavel

q em agucar. Este mes
or terapéutico como a calcitonina, usada no

: Am tem Sl 13
encapsulad mo método també sido utilizado para

preservar proteinas de val
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tratamento da osteosporose, ¢ a ¢~ anti-tripsina, utilizada no tratamento de

enfisema pulmonar (Potera, 1998).

Clones e cepas de laboratorio poderiam ser estocados de forma mais
adequada com a utilizagéo de mecanismos capazes de promover resisténcia a
dessecacdo causada pela atmosfera, a qual remove a monocamada de agua

intimamente associada a macromolécula e provoca sua desestabilizacdo (Billi

& Potts, 2002).
Além disso, o estudo das propriedades destes solutos estabilizantes

poderia permitir 0 aperfeigoamento das técnicas de conservagdo de Orgdos,

tecidos e células utilizadas em transplantes, implantes e em procedimentos

como a fertilizagdo in vilro.
A estabilizagdo proteica, assegurada por mecanismos que diminuem a

reatividade de seus grupamentos, como a oxidagdo de tiois, as metilagdes e a

formacio de pontes dissulfeto (Arakawa et al., 2001), poderia ser obtida de

uma forma mais simples, resultando na redugdo dos custos deste
procedimento.

Apesar de muitos trabalhos relatados na literatura explorarem a agéo

dos osmolitos sobre a transi¢do entre 08 estados nativo e desenovelado de uma

proteina, existe uma escassa produgdo cientifica que relata o efeito destes

solutos sobre a formagdo de complexos enzima-inibidor.

O equilibrio de formagio de complexos de tripsina bovina com o jon

benzamidinio, um inibidor classico desta protease serinica pode ser afetado

pela adigo de glicerol, sorbitol ou betaina (Souza-Penha, 1998). Este efeito

terages nas propriedades do solvente (Arakawa

heff, 1985; Timasheff & Arakawa,

poderia ser justificado por al

& Timasheff, 1983; Arakawa & Timas
1989).

A tripsina bovina €
ativada pela enteropeptidase, a tripsina também

uma enzima produzida na forma inativa, o

tripsinogénio. Uma VeZ
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promove sua autoativagdo a partir do tripsinogénio, com a liberagdo de um
peptideo com seis residuos de aminoacidos (Davie & Neurath, 1955). Esta
proteina tem os residuos de Ser183, His* e Asp90 diretamente envolvidos no
processo de catlise, que consiste na quebra das ligagdes peptidicas entre as
carboxilas de residuos de lisina e arginina com outros aminoacidos da cadeia.
O sitio catalitico desta enzima também compreende uma regido da enzima

chamada de fenda oxanidnica, que estabiliza o intermediario tetraédrico da

catélise (Walter & Bode, 1983).
O ion benzamidinio é um inibidor classico de tripsina. Sua ligagdo a

enzima resulta numa maior compactacao da mesma, com liberagdo de

moléculas de dgua e aumento das interagOes hidrofobicas em seu interior. A

associagio de para-derivados do {on benzamidinio a tripsina ocorre com uma

elevada variagdo negativa na entalpia de van’t Hoff (Rogana, Penha-Silva &

Mares-Guia, 1989).
O presente trabalho investiga s¢ a incorporagdo de concentragdes

crescentes de glicerol, um agente com reconhecida propriedade estabilizante,

afeta a variagdo de energia livre de Gibbs e a entalpia de ligagdo do ion

benzamidinio 2 tripsina bovina, entre os limites de 5 € 30 °C de temperatura.
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Abstract

VAN'T HOFF ENTHALPY AND GIBBS FREE ENERGY OF
ASSOCIATION OF BOVINE TRYPSIN WITH THE BENZAMIDINIUM
[ON UNDER INCREASING CONCENTRATIONS OF GLYCEROL

Glycerol is a stabilizing solute that can protect protein, nucleic acids,

cells, tissues, and organs, against stress conditions. This w
1 on van’t Hoff enthalpy changes (AH®.y) of association

ork investigated the

action of glycero

between bovine trypsin and the benzamidinium ion at 5 to 30 °C of
against fourteen inhibitor concentrations at two
1

temperature. Plots of 1/A410m . | A
different concentrations of the substrate Benzoil-D-L-Arginine-p-Nitroanilide

we d to determine K values. Van't Hoff enthalpy changes in the absence
re used to i

; L glycerol were determined
and presence of 0.5; 1.0; 1.5; 2.0; and 2.5 mol.L™ gly

by us dependence line slo
y using the dep 00: 0.5 1.0; 1.5 2.0; and 2.5 mol.L™ of

£.12.51 £ 0.63; -12.68 £ 0.61; -12.29 +

pe of In K; with 1/T between 5 and 30 °C of

temperature. The presence of

a\ duced AH®y values O :
glycerol produ 4-11.00 £0.62 kcal.mol™, respectively.

103 . +0.54; -10.63 £0.57; an :
1.03;-12.42 % s of In K; with /T didn’t showed

- dependence 1in®
Since slope of the dep p < 001), we concluded that

statistically ~significant differences

-1 .
incorporation of 0 to 2.5 mol.L" of gly

ssociation between bovine try ’ |
! of glicerol produce an increase

cerol doesn’t perturb the van’t Hoff

psin and the benzamidinium ion.

enthalpy of a

) 1 2.5 mol.
e i tion of until 2. : ,
Otherwise, incorpord ation between bovine trypsin and

Gibbs free energy for assocl
— 0.00363), acc

.5.355 — 0.06

in the values of

on (P ording the linear regression line
the benzamidinium 100

64 x, where AG® is given in

given by the equation AG°
kcal.mol™.

PES.
Supported by PROPP-UFU, CNPq and CA

. < own - I
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Introducio

Muitos mecanismos de resposta a condigdes ambientais de estresse
como calor, radicais livres, altas concentragdes de sais e congelamento, t8m
em comum o fato de serem regulados por compostos conhecidos como
osmélitos (Yancey et al., 1982; Somero, 1986). Essas substéncias, de natureza
quimicamente definida (Yancey et al., 1982) estabilizam a estrutura proteica

sem comprometer a eficiéncia dos processos cataliticos que ocorrem dentro da

célula (Bowlus & Somero, 1979; Yancey et al., 1982; Yancey, 1985), porque

exercem sua agfio protetora sem interagir fortemente com a mesma (Panek,

1996).
O mecanismo de acdo dos osmolitos ainda nfo estd devidamente

esclarecido, entretanto evidéncias sugerem que essas substincias forgam

algumas proteinas a se enovelarem ¢ resistirem 4 desnaturagdo (Tseng &

Graves, 1998; Ueda, Makiko & Imoto, 2001; Miroliaei & Nemat-Gorgani,
2001; Ratnaparkhie & Varadarajan, 2001).

A atividade osmorregulatéria estd amplamente distribuida na natureza,
mesmo em seres bastante distantes dentro da escala evolutiva (Somero, 1986).
Fields (2001) inclusive sugere que O acimulo destes aditivos contribui para
que os organismos possam colonizar novas areas. Além disso, os osmolitos

influenciam no papel das chaperoninas, regulando desta forma, a homeostase
das proteinas (Diamant et al., 2001).

Este trabalho explorou o efeito de concentragdes crescentes de glicerol
sobre a variagdo de energia livre de Gibbs e a entalpia de van't Hoff para a
formagdo de complexos de tripsina bovina, uma enzima da familia das

proteinases serinicas, com o ion benzamidinio, um inibidor competitivo

classico desta enzima, entre 5 e 30 °C de temperatura.
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Material e Métodos

Preparo das solucées utilizadas - As solucdes de tripsina bovina
foram  utilizadas a uma concentragio de 2 mg/mL em HC PH 3.0 o
conservadas na geladeira por periodos de no maximo uma semang. Todas as
IeagOes ocorreram em tampdo trizma-base 0,1 molL™, contendo CaCl, a 2
mmol.L pH 8,0, ajustado com a adi¢do de HCl a 0,2 e 0,5 mol L. o
glicerol foi incorporado ao tampfo, em concentragdes de 0 até 2,5 mol L,
antes de ajustar o pH e o volume final da solucdo. O substrato utilizado foj o
Benzoil-D,L-Arginina-para-Nitroanilida (Bz-D,L-Arg-Nan). As solugdes de
Bz-D,L-Arg-Nan foram semanalmente preparadas em uma concentracio
estoque de 0,1 mol.L™" em dimetilsulfoxido (DMSO) e conservadas em frasco
dmbar no freezer. As reagdes de hidrolise enzimatica do Bz-D,L-Arg-Nan
Ocorreram na presenga do ion benzamidinio em tampdo trizma-base pH 8,0¢
foram interrompidas pela adigdo de 4cido acético a 60% v/v.

Os reagentes utilizados para preparo destas solugSes foram
Provenientes da Sigma-Aldrich, Fluka, Merk, USB, Fisher Scientific o
Reagen. A tripsina utilizada neste trabalho ¢ uma tnps’ma box.zma comercial
adquirida da Sigma Chemical Company e € constituida basicamente pela
forma B da enzima. | |

As medidas de massa foram feitas em uma balanga de precisio analitica
marca AND, modelo HR-120. A homogeneizagdo do tampéio. foi realizada em
um agitador termostatizado da marca Quimis e o pH foi aJ-ustado com um
Peagimetro marca Analyser, modelo pH20. Todas as pipetas, beckers,

Provetas e baldes volumétricos utilizados para o preparo das solugdes eram da

marca Pyrex.
j0 de glicerol sobre as constantes (e
Efeito da concentracao

dissociacio dos complexos de tripsina bovina com 0 jon benzamidinio -
1a¢i
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Foram utilizadas duas concentragdes de substrato denominadas S; e S,,
preparadas pela diluigdo da solugfo-estoque de Bz-D,L-Arg-Nan de 1:100 e
1:200 em tampdo trizma-base a 0,1 mol.L”", com CaCl, a 2 mmol.L"
contendo glicerol a 0; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 € 2,5 mol.L' em PH 8,0. As solugdes
S; e S, foram preparadas no momento do uso e conservadas em banho de
gelo-dgua, para evitar hidrolise inespecifica do substrato.

Em um experimento tipico, foram usadas duas séries, cada uma com 15
tubos de ensaio, designadas respectivamente de S, e S,, em que o primeiro
tubo de cada série foi usado como controle ou branco. Inicialmente cada tubo
das baterias S; ¢ S, inclusive 0os tubos controles, recebeu 1 ml, dag
respectivas solugdes de uso do substrato. Depois, foram adicionados
respectivamente 1,3; 1,3; 1,2; 1,1; 1,0; 0,9; 0,8; 0,7; 0,6; 0,5; 0,4; 0,3, 0,2; 0,1
e 0,0 mL da solugdo tampdo aos tubos de ambas as séries. Em seguida foi
adicionado a cada tubo um volume do jon benzamidinio a 0,001 mol.L! em
solugdo tampdo (0,0; 0,0; 0,1; 0,2; 0,3, 0,4; 0,5, 0,6, 0,7; 0,8,0,9; 1,0; 1,1; 1,2
e 1,3 mL), de forma que o volume total da solugfo contida em cada tubo fosse
igual a 2,3 mL. Neste momento, os tubos de ensaios foram pré-incubados em
banho termostatizado com refrigeragdo, marca Marconi, modelo MA 184,
regulado para a temperatura do experimento. Ap6s equilibragdo térmica da
solucio, os tubos controles de ambas as séries receberam 0,2 mL de HCI pH 3
e a cada um dos demais tubos foram adicionados 0,2 mL de tripsina a 2,0
mg/mL, de tal forma que cada tubo fosse incubado por exatamente 10
minutos. Apds estes 10 minutos de incubagio, foram adicionados a cada tubo
0,5 mL de 4cido acético a 60% v/v para interromper a reagdo enzimatica. O
grau de hidrolise do substrato foi determinado pela leitura da absorvancia da
para-nitroanilida em 410 nm (A410), contra o tubo branco (tubo niimero 1) da

sua respectiva sétie, em espectrofotdmetro Micronal modelo B442.
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Calculo das constantes de dissociagio dos complexos enzima-

inibidor — As constantes de dissociagio dos complexos EI foram
determinadas pelo valor da abscissa do

e S,) em graficos de 1/v contra 4 concentra
unto de 14 ensaios cinéticos de velocidade (Dixon,

ponto de cruzamento de duas retas (S;

¢cdo do inibidor (i), cada reta

representando um conj
1953). A tripsina comport
(1913). Na presenga do inibidor comp

a-se de acordo com a cinética de Michaelis-Menten

etitivo esta expressdo adquire a seguinte

forma:
szix S (01)
-
Ku (1t iK) + S

elocidade inicial da reagdo, a

onde v, Viix, S e K sdo, respectlvamente, av
¢do do substrato © a constante de Michaelis-

velocidade méxima, a concentra

K, correspondem 3 concentragdo do inibidor e a
1

Menten, sendo que i €

constante de inibig¢do.
er & Burk, 1934) assume a

O duplo reciproco desta equagdo (Lineweav

forma:
{ ke Kitio 1 ©02)
= +—
A" Vmg‘x S I<| mei.\'
que pode ser modificada para:
(¢
1 KutS Kum | o)
e = —— o —_— 1
A\ szix S sz'lx S Ki

tra 4 dependéncia de 1/v contra i, segundo a
08

Esta expressdo Ml
1953). Entretanto,

como Dixon considera 2

chamada equagdo de Dixon (

Nk A A e s e
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concentragOes diferentes de substrato tem-se a equacdo:

1 Kuv+ S, K
= +

—_— (04)
A\l Vm.'ix SI Vm:’:x Sl I<1

que corresponde a concentragdo do substrato Sy, e a equagio:

1 Kv+ S, Ky
= + i,
v Vmix SZ szix SZ K;

(03)

que se refere a concentragio do substrato S,. Como o inibidor competitivo

ndo afeta a Viusx da reagio, no ponto de interse¢do destas retas

i=- I(l (06)

Aos pontos experimentais utilizados para determinagdo da constante de
dissociagdo do complexo EI foram atribuidos pesos estatisticos decrescentes
(14, 13, 12, 11, 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2 e 1) a partir do tubo nimero 1, que
produziu o maior e mais confiavel valor de absorvancia. Os pesos foram

utilizados para corrigir os problemas resultantes da linearizagdo da equagio

(1.

Determinag¢io da variacdo de energia livre de Gibbs e da entalpia
padrio de van’t Hoff para a formacio de complexos de tripsina bevina
com o ion benzamidinio - A dissociacdo do complexo de tripsina bovina com
o fon benzamidinio ocorre segundo a reagdo reversivel EI _ E + I

caracterizada por uma constante de equilibrio, dada pela expressio:
(E]{T]
(07)

ch =
[EX]

que ¢ idéntica ao valor da constante de inibigdo, Ki. A constante de formagéo

do complexo EI ¢, pois, igual a 1/K;. Logo, a variagdo de energia livre padrdo

UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANGIA
BRIBLIOTECA

e A T L - AT
T P e S PO =
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de formagdo dos complexos EI ¢ dada pela expressdo:

AG’= RT In K, (08)
onde R é a constante universal dos gases (1,987 cal/molK) e T ¢ a
temperatura absoluta, dada em graus Kelvin. Colocando-se esta equagio em

igualdade com a seguinte equagdo derivada da segunda let da termodinimica

AG® = AH° - TASS, (09)
temos que:
RT In K; = AHP - TASO, (10)
ou, mais simplesmente:
AH 1 AS (1n
nKi=————m.— - ,
R T R

que é a equagdo de van’t Hoff para a formagdo de complexos de tripsina
bovina com o ion benzamidinio. Esta equagdo representa uma reta onde
AH°/R corresponde 2 inclinagdo e -AS®/R & a intersegao da reta no eixo y.
Locando os valores de In K obtidos a 5, 10, 15, 20, 25 ¢ 30 °C, em
versos dos valores das temperaturas em graus Kelvin, foi obtida

fungdo dos in
pia padrio de van’t Hoff para a ligagdo de tripsina bovina

a variagdo da ental
com o ion benzamidinio na presen¢a de cada uma das concentragdes de
glicerol utilizadas.

Os coeficientes de correlagdo (r) entre as varidveis estudadas foram

determinados a partir da expressdo de Cembrowski & Sullivan (1996). Os

calculos foram executados com o auxilio do programa Origin 3.0.
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Resultados e discussio

A Figura 1 mostra um tipico grafico de Dixon (1953), utilizado para
determinago de K;. A natureza da inibigdo ¢ nitidamente competitiva, uma
vez que a intersegdo das retas S; € Sz ocorre no quadrante superior esquerdo.
Este padrdo foi observado na maioria dos casos; entretanto, em algumas
situagdes, a intersegdo foi detectada no quadrante inferior esquerdo ou no eixo
X, 0 que ndo ¢ compativel com uma inibi¢do competitiva. Isto sugere que a
presenga de glicerol pode afetar o mecanismo envolvido na interacdo enzima-
inibidor, modificando o padrio de inibi¢do da tripsina pelo ion benzamidinio.

Em qualquer situagfo, o valor de x no ponto de interse¢do das retas de
1/A410nm contra a concentragdo do fon benzamidinio fornece o K;. Os valores
de K; obtidos a 0; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 € 2,5 mol.L” de glicerol estio mostrados
nas Tabelas 1, 2, 3, 4, 5 e 6, respectivamente. Cada valor K; foi determinado
considerando-se 28 ensaios cinéticos de velocidade. Em todos os casos, para
todas as retas consideradas, foram observados valores elevados e positivos
para o coeficiente de correlagdo r de Pearson. Os valores de r sempre foram
estatisticamente significantes (P < 0,01), o que comprova que os dados

experimentais ajustaram-se bem ao modelo linear proposto para a
dependéncia.

Tanto na auséncia de glicerol quanto na presenga deste osmolito, em
todas as concentragdes avaliadas, com o aumento da temperatura ha um
aumento na constante de dissociago (K;) do complexo enzima-inibidor, como
pode ser constatado nas Tabelas 1 a 6. Este aumento no K; pode ser
justificado pelo fato de que a adigdo de calor ao sistema contendo EX aumenta
a agitacio dos grupamentos quimicos da proteina, prejudicando sua interagdo
com ligantes (Hymes, Cuppert & Canady, 1969; Mares Guia, Nelson &
Rogana, 1977; Rogana, Penha-Silva & Mares Guia, 1989). Sendo assim, com

o aumento da temperatura, a populagdo da enzima livre no equilibrio fica

BRI e i AT S e >



24

aumentada.

Da mesma forma que o aumento da temperatura prejudica as forgas

atrativas entre a proteina e o ligante, as proprias forgas atrativas que mantém a

estrutura da proteina sdo também enfraquecidas. Esta € a base da agdo

caotropica do calor. Manter a estrutura da proteina estavel é um desafio

importante para manutengao de sua fungdo.

Modificagdes quimicas de aminoacidos, mutagénese e alteragdes no

microambiente proteico sao as principais estratégias para melhorar a

estabilidade de uma proteina (Miroliaei & Nemat-Gorgani, 2001).

A estabilizagdo por solutos, como 0 glicerol, ocorre no microambiente

proteico. Nas altas concentragdes em
am cerca de 30 a 40% do volume do solvente e sdo na

que sdo usados (de 0,5 a 10 mol.L™), os

osmolitos represent
e co-solventes (TimashefT, 2002).
am a estabilidade de uma proteina sdo varias e

realidad
As forcas que determin
as interacdes hidrofobicas, as ligagdes de hidrogénio e as

compreendem
as. A adi¢do de um soluto ao

forcas atrativas eletrostaticas, dentre oufr

solvente da proteina altera todas estas forgas, além de promover um efeito

estérico, que resulta em alteragdes na energia livr

configuragdo do solvente (Saunders et al., 2000).
proteina a uma solugdo de osmolito desestabiliza a

e, devido a mudangas na

A adi¢do de uma

a macromolécula, promovendo exclus
a da proteina, que tende entfio a preservar-se

superficie d do preferencial do soluto na

camada de solvente mais proxim
nativo, que nestas condicoes € termodinamicamente mais

mais em seu estado
masheff, 2002). De fato, na

do que o estado desenovelado (Ti

favoravel
a livie do estado desnaturado & maior que a

presenga do osmolito, a energi

energia livre do estado nativo da proteiné (Bolen & Baskakov, 2001).

tudo, a presenga de solutos caotropi
duzindo o efeito de exclusdo e levando auma

Con cos favorece a diminuigdo do

potencial quimico da solugdo, re
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diminui¢do da estabilidade protéica (Arakawa et. al; 2001).
O glicerol tende a ser parcialmente excluido da superficie da proteina

porque seu contato com as regides apolares da macromolécula &
entropicamente mais desfavoravel que seu contato com a agua. Entretanto, o
glicerol tem afinidade pelas regides polares da proteina, razio pela qual ele
ndo ¢ completamente excluido da superficie dela. A adi¢do deste soluto
também promove um aumento do efeito hidrofébico neste sistema (Gekko &
Timasheff, 1981).

A associagdo da tripsina com o fon benzamidinio envolve umg
interagdo do grupo amidinio do inibidor com um grupo carboxilato presente
no fundo do bolso de especificidade da enzima, além de contatos hidrofdbicog
do anel benzénico do inibidor com grupamentos apolares presentes nas
paredes do bolso de especificidade da enzima (Krieger, Kay & Stroud, 1974;
Mares-Guia, Nelson & Rogana, 1977; Penha-Silva, 1989; Rogana, Penha-
Silva & Mares-Guia, 1989).

A presenga de glicerol junto & fase volumosa do solvente da tripsina
torna entropicamente desfavoravel o contato do anel benzénico do ion
benzamidinio com o solvente, favorecendo sua exclusdo da fase volumosa do
solvente e sua inclusdo nos sitios hidrofobicos de ligagdo do centro ativo da
enzima. Este efeito deve promover um aumento na estabilidade do complexo
El em relagdo a enzima livre, na presencga de glicerol. Assim, seria esperado
um aumento em Ky e respectivamente uma diminui¢do em K; na presenga de
concentragdes crescentes de glicerol, o que de fato ocorreu, como pode ser
verificado nas Tabela 1 a 6. A diminui¢do dos valores de K; com a adigdo de
glicerol ocorre tanto mais intensamente quanto mais elevada é a temperatura
dentro do limite estudado (Figura 2). Este resultado € real e estatisticamente
suportado por uma andlise feita para comparagdo das retas de In K; contra 1/T

(Figura 3) de acordo com descri¢Ges da literatura (Lark, Craven & Bosworth,
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1968). Esta andlise mostrou que as diferentes retas de regressdo de In K;
contra a temperatura ndo podem ser representadas por uma inica reta média
de regressdo (P < 0,05).

Desta maneira, os valores em moédulo do AG® de formagdo do
complexo EI deveriam sofrer uma elevagdo com o aumento da concentragio
de glicerol, o que de fato ocorre (Magalhdes, 2000). Este efeito também &
suportado pelos dados da Tabela 7, que mostra valores de AG® determinados
a partir dos valores de In K; obtidos por interpolagdo nas retas de regressio de
In K; contra 1/T (Figura 3). A dependéncia de AG® com a concentra¢io de
glicerol (Figura 4) € de fato significante (P = 0,0063) e dada pela equagio de
regressio AG® = -5,355 — 0,0664 x, onde AG® é dado em kcal.mol” ¢ g

concentragio de glicerol é dada em mol.L™.
Rogana, Penha-Silva ¢ Mares-Guia (1989) relatam uma diminui¢do do

volume da o-tripsina apds complexagdo com o ion benzamidinio. Estudos
cristalograficos também sugerem um aumento na exposi¢do de grupamentos
i0nicos na enzima inibida (Krieger, Kay & Stroud, 1974). Sendo assim, a
associagio da tripsina bovina ao ion benzamidinio seria uma condigdo

bastante favoravel num meio altamente polar, particularmente na presenca de

concentragdes crescentes de glicerol.
A incorporagdo de um gradiente linear de glicerol entre 0 e 4 mol.L"!

em gel de poliacrilamida ndo promoveu mudang¢a alguma no padrio de
mobilidade eletroforética da tripsina, o que indica que a ag¢do do glicerol ndo
compreende alteragdes conformacionais significantes na estrutura da proteina
(Souza-Penha, 1998). Assim, a agdo do glicerol no aumento da estabilidade
do complexo EI em relagdo a enzima e o inibidor livres deve envolver
mudancas nas propriedades do solvente. De fato, o aumento na viscosidade do
solvente determinada pela presenga do osmdlito apresenta uma correlagdo

positiva com o efeito de termoprote¢do da proteina (Diamant et. al; 2001).



A Tabela 8 apresenta os valores da variagéo de entalpia de van’t Hoff
para cada uma das concentragdes de glicerol utilizadas. Os valores de AH®
foram obtidos a partir das inclinagdes das retas de In K; contra 1/T (Figura 3),
Para testar a ocorréncia de diferengas estatisticamente significantes entre os
valores de AH°w obtidos, foi feita uma comparagdo estatistica entre ag
inclinagdes das diferentes retas da Figura 3, segundo as descri¢Ses de Lark,

Craven ¢ Bosworth (1968), usando os dados compilados das Tabelas de 1 3 ¢.

Esta andlise mostrou que ndo ha diferencas estatisticamente significantes
entre as inclinagdes das diferentes retas (P < 0,01). Isto significa que a
incorporagdo de concentragdes crescentes de glicerol ndo afetou os valores de
AH®,y para a formagéo dos complexos EI, nem a natureza entélpica que dirige
esta associagdo. Por outro lado, os valores de AH®yy determinados neste
trabalho ndo diferem muito do valor de —11,8 * 1,2 kcal.mol” obtido por
Souza-Penha (1998) para a formagdo do mesmo complexo tripsina-ion
benzamidinio, uma vez que as pequenas variagdes existentes situam-se dentro
dos valores de desvio padrio. Estes resultados também sdo concordantes com

auséncia de perturbacdo no AH® para transi¢do de desenovelamento da

ribonuclease A na presenga de osmolitos (Santoro et al., 1992).



Tabela 1. Constantes de dissocia¢do (K;) dos complexos
de tripsina com o ion benzamidinio em tamp&o trizma-

base a 0,1 mol.L"!, pH 8,0, com CaCl, a 2 mmol.L"!, na

auséncia de glicerol, em diferentes temperaturas.

Temperatura (°C) K; (umol.L™")
30 183,41
30 176,45
30 168,18
25 112,00
25 110,90
25 112,00
20 75,53
20 68,08
20 66,44
15 50,92
15 56,11
15 56,16
10 45,77
10 44,49
10 48,36

5 24, 88
5 24,46
5 19,18




Tabela 2. Constantes de dissociagdo (K;) dos complexos
de tripsina com o ion benzamidinio em tampéo trizma
base a 0,1 mol.L"', pH 8,0, com CaCl, a 2 mmol.L"', na

presenca de glicerol a 0,5 mol.L", em diferentes

temperaturas.
Temperatura (°C) K; (umol.L™")
30 140,85
30 167,79
30 185,79
25 121,91
25 110,32
25 96,98
20 70,07
20 64,21
20 73,90
15 51,68
15 53,22
15 60,39
10 36,26
10 44,67
10 42,57
5 25,70
5 20,81
5 19,71
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Tabela 3. Constantes de dissociagdo (K;) dos complexos
de tripsina com o fon benzamidinio em tampdo trizma base
a 0,1 mol.L, pH 8,0, com CaCl, a 2 mmol.L!, na

presenga de glicerol a 1,0 molL”, em diferentes

temperaturas.
Temperatura (°C) K; (umol. L)
30 190,40
30 163,41
30 161,25
25 113,80
25 78,40
25 83,50
20 75,50
20 89,40
20 91,20
15 71,90
15 56,00
15 61,40
10 37,40
10 52,60
10 28,10
5 22,30
5 33,00
5 17,54
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Tabela 4. Constantes de dissociagdo (K;) dos complexos de
tripsina com o ion benzamidinio em tamp&o trizma base a
0,1 mol.L’, pH 8,0, com CaCl, a 2 mmol.L", na presenca

de glicerol a 1,5 mol.L", em diferentes temperaturas.

Temperatura (°C) K; (umol.L'")
30 159,52
30 157,61
30 154,50
25 81,35
25 87.85
25 88,40
20 68,76
20 72,35
20 70,11
15 54,54
15 49,21
15 4421
10 34,74
10 33.97
10 35,67
5 20,84
5 18,61
5 26,55




Tabela 5. Constantes de dissociagdo (K;) dos complexos
de tripsina com o ion benzamidinio em tampao trizma
base a 0,1 mol.L", pH 8,0, com CaCl, a 2 mmol.L, na

presenga de glicerol a 2,0 mol. L, em diferentes

temperaturas.
Temperatura (°C) K; (umol.L™)
30 145,11
30 137,02
30 133,84
25 85,39
25 103,00
25 108,00
20 59,21
20 58,80
20 57,56
15 49,71
15 50,42
15 49,53
10 40,91
10 44,19
10 42,82
5 26,33
5 26,94

5 23,80
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Tabela 6. Constantes de dissociagdo (K;) dos complexos

de tripsina com o ion benzamidinio em tamp&o trizma

base a 0,1 mol.L"", pH 8,0, com CaCl, a 2 mmol.L™" na

presenga de glicerol a 2,5 mol L, em diferentes

temperaturas.
Temperatura (°C) K; (umol. L)
30 143,82
30 134,55
30 138,02
25 71,36
25 72,26
25 77,85
20 64,79
20 62,75
20 57,05
15 43,07
15 45,03
15 40,66
10 38,31
10 35,85
10 33,36
5 26,65
5 19,24
5 23,83
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Tabela 7. Variagdo de energia livre padrdo de Gibbs para

formagdo de complexos de tripsina bovina com o {on

benzamidinio em tris-HCl pH 8,0 com CaCl, a2 mmol.L". 4 25

°C de temperatura na presenca de concentragdes crescentes de

glicerol.
AG®°(kcal/mol)

Sem glicerol ~5,374
Glicerol 0,5 mol.L™ -5,393
Glicerol 1,0 mol.L”! -5,385
Glicerol 1,5 mol.L" -5,455
Glicerol 2,0 mol.L"! -5,482
Glicerol 2,5 mol.L” -5,539
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Tabela 8. Variagdo de entalpia padrdo de van't Hoff para
formacdo dos complexos de tripsina bovina com o ion

benzamidinio em trizma base a 0,1 mol.L"', pH 8,0 com CaCla 2

mmol.L™.
AH°(kcal/mol) sd(kcal/mol) r
Sem glicerol 12,512 0,628 0,980
Glicerol 0,5 mol. L -12,677 0,608 -0,982
| Glicerol 1,0 mol. L -12,288 1,028 -0,948
Glicerol 1,5 mol. L -12,424 0,537 -0,985
| Glicerol 2,0 mol. L -10,631 0,566 -0,978
Glicerol 2,5 mol. L' -10,999 0,623 -0,975
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Figura 1 — Gréfico de 1/A4j ,, contra a concentragdo do fon benzamidinio
para formagfo dos complexos de tripsina bovina com o ion benzamidinio em
0,1 mol.L" trizma base pH 8,0 com 2 mmol.L'de CaCl, e 1,5 mol.L! de
glicerol a 15 °C de temperatura. Os ensaios foram conduzidos em
concentragdes de 400 (Sy) e 200 (Sz) mmol.L" do substrato Bz-D,L-Arg-Nan.
A reta mostrada em azul, que corresponde a concentragdo S, do substrato, &
dada pela equagio de regressdo linear y = 1,74073 + 0,02728 x com r =
0,9986. A reta vermelha, que corresponde a concentragdo do substrato S;, é
dada pela equagio y = 1,0813 + 0,01384 x com r = 0,9997. O valor de K;

deste experimento foi de 49,21 umol. L™,
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Figura 2 — Dependéncia de K; com a concentragdo de glicerol para a
formagdo de complexos de tripsina bovina com o ion benzamidinio em 0,1

mol.L" de trizma base pH 8,0 com 2,0 mmol.L"' de CaCl,a 30 (®), 25 (®),
20( ), 15(A), 10(+)e 5 (V) °C de temperatura.



38

8,0
85 = N
! &
sof 1wy
X A
¢
‘9,5 = L 5 A
| ; \\. 'y
- SR
X 100 |- I Simbolo (oncc.nlla(,ao R, 8
= | (mol. L—l) ',’\\\ A
105 - )¥ e ()5”47 = g
' F : = ;
110} 15 4
o | [ J 20 |
L ¥ ! 325
nsl
_120 1 1 1 el L 1 L L " 1
ms 000330 000335 000340 0,00345 0,00350 0,00355 0,00360
1T(K)

Figura 3 — Dependéncia de In K; contra 1/T para a formagéo de complexos
de tripsina bovina com o fon benzamidinio em tris-HCl a 0,1 mol.L”, pH 8,0,

com 2 mmol. L' de CaCl, na presenga de concentragdes crescentes de

glicerol.
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Figura 4 — Dependéncia da variagdo de energia livie de Gibbs com a

concentracdo de glicerol para a formagdo de complexos de tripsina bovina
m ~ . -1

com o ion benzamidinio em tampdo trizma base a 0,1 mol.L'", pH 8,0, com

CaCl, a 2 mmol.L”". A dependéncia de AG® com a concentragdo de glicerol é

dada pela equagdo de regressdo AG® =-5,355 — 0,0664 x, onde r =0,9504 ¢ P

=0,00363.
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Conclusoes

A constante de dissociagio do complexo de tripsina com o ion
benzamidinio sofre uma diminuicdo com o aumento na concentracdo de
glicerol entre 0 € 2,5 mol.L™.

A incorporagdo de até 2,5 mol.L” de glicerol provoca um aumento nos
valores de variagdo de energia livre padro de Gibbs para formagdo do
complexo de tripsina com o ion benzamidinio.

Concentragdes crescentes de glicerol, entre 0 e 2.5 mol.L’, nio

perturbam a entalpia de van’t Hoff para associagdo de tripsina bovina com o

jon benzamidinio entre 5 e 30 °C de temperatura.
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