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RESUMO

Sacarose, sorbitol, glicerol e betaina sdo solutos estabilizantes
conhecidos na literatura como osmolitos. Neste trabalho, nds investigamos a
acdo de tais solutos sobre a variacao de energia livre padrdo e a variagdo de
entalpia padrao de van't Hoff para a formacao de complexos entre a tripsina
bovina e o ion benzamidinio. As energias livres de associacao foram
determinadas a partir das constantes de dissociacao do complexo
tripsina-ion benzamidinio (K;) sob diferentes composicdes do
solvente. A variacdao de entalpia padrao de van't Hoff foi
determinada a partir da dependéncia de In K, com 1/T a 10, 20 e
30 °C. As constantes de dissociacdo foram determinadas de acordo com um
método classico na literatura, usando Benzoil-D,L-Arginina-p-Nitroanilida
como substrato em duas ou trés diferentes concentragGes e seis ou quatorze
diferentes concentragdes do inibidor. Os osmdlitos foram incorporados em
cada solucdio usada nos experimentos em uma concentraciio de 0,5 mol.L™.
Os pontos experimentais obtidos locando o reciproco da atividade enzimatica
contra a concentracdo do inibidor foram ajustados por regresséo linear. Nos
determinamos cada constante de dissociacdo a partir do valor da abcissa
correspondente ao ponto de intersecdo das linhas de regressdo. A 25 °C, a
presenca de 0,5 mol.L! de sacarose, sorbitol, glicerol ou betaina, mudaram a
variacio de energia livre de associagdo entre a tripsina bovina e o ion

benzamidinio de -6,02 + 0,061 kcal/mol para -5,21 + 0,042, -5,22 + 0,026, -
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5,23 + 0,060 e -5,25 + 0,087 kcal/mol, respectivamente. Os osmolitos
considerados, independentemente de sua estrutura, produziram
um aumento médio na variagdo de energia livre padrdao (8AG°®)
de formacdo do complexo tripsina-ion benzamidinio de +0,79
kcal/mol, o que significa que aqueles solutos aumentaram a
populacdo relativa da enzima livre no equilibrio E + I = EI.
Glicerol, sorbitol, sacarose e betaina produziram variages de entalpia padrao
de van't Hoff de -11,4 + 0,86, -10,3 + 0,52, -12,3 + 1,22 e -13,1 + 1,76
kcal/mol, respectivamente. Aqueles valores ndo diferem significativamente
do valor de AH° de -11,7 + 1,24 kcal/mol obtido na auséncia dos osmdlitos.
A a'géo destes solutos sobre a tripsina foi também investigada
por eletroforese em gel de poliacrilamida na qual foi incorporado
um gradiente transverso a dire¢do de migragao da proteina com
0 a 4 mol.L'! de glicerol. Para contrapor ao aumento da
densidade do gel determinado pelo gradiente do osmodlito, nos
variamos a concentracao de acrilamida de 11 a 8% no sentido do
aumento do gradiente do soluto. A tripsina foi aplicada como
uma banda continua no topo do gel. Nenhuma perturbagao da
mobilidade da proteina foi verificada dentro dos limites
considerados de concentracdo do glicerol. Estes resultados
concordam com a idéia de que todos estes compostos,
independentemente de sua estrutura, agem da mesma maneira,

mudando as propriedades do solvente, no sentido de estabilizar

a estrutura proteica.



INTRODUCAO

A manutencdo da atividade bioldgica de preparacOes purificadas de
proteinas é assunto de grande interesse pratico, ndo somente em pesquisa
cientifica, mas também em Biotecnologia. Este assunto tem sido alvo de muitos
estudos, no sentido de desenvolver condicbes experimentais adequadas de
manutencdo da atividade bioldgica de preparagbes purificadas de proteinas,
tarefa muitas vezes dificil, cujo resultado nem sempre é o esperado.

A estabilizacdo proteica ndo é um problema restrito das preparagdes in
vitro, mas também dos seres vivos, que contam com muito menos opgdes do
que o laboratdrio. A integridade do estado nativo da proteina é importante para
a manutencdo de funcdes essenciais das células, pelo controle dos niveis de
atividade enzimatica, energia e produtos metabdlicos. Além disto, a
manutencdo do estado nativo de proteinas também determina a capacidade da
célula de responder a alteragdes do meio, propriedade esta denominada de
responsividade regulatéria (Yancey et al., 1982).

Alguns sistemas celulares submetidos a situagbes de estresse ambiental,
como calor, frio, desidratacdo e solugbes desnaturantes, sao capazes de
preservar suas atividades bioldgicas pela manutengdo de suas proteinas no
estado nativo. As proteinas sdo muito sensiveis as condicbes do meio, como
pH, forca ibnica, temperatura e hidratagdo. Condicbes ambientais adversas
podem levé-las ao desenovelamento e, consequentemente, a inativacdo. Para

evitar o desenovelamento proteico, tais sistemas vivos acumulam certos tipos



de solutos de baixos pesos moleculares, genericamente designados como
osmolitos, em concentracBes intracelulares que vao de apenas algumas
dezenas a centenas de milimolar (Yancey et al., 1982; Somero, 1986-b;
Somero, 1986-c; Rhodes, 1987).

Alguns trabalhos tém mostrado que os osmdlitos sao capazes de
estabilizar a atividade enzimatica, in vitro, sem comprometer sua eficiéncia
catalitica, o que provavelmente também ocorre /n vivo (Borowitza e Brown,
1974; Bowlus e Somero, 1979; Pollard e Wyn Jones, 1979; Yancey,
1985; Nikolopoulos e Manetas, 1991)

Sob o ponto de vista evoluciondrio, parece que tem sido vantajoso para
os organismos vivos, independente da sua posigao filogenética, a selecdo dos
osmélitos como meio de protecao de suas proteinas enddgenas, pois este
mecanismo prevalece sobre os mecanismos genéticos de modificagdo de
proteinas (Somero, 1986). Os osmdlitos tém uma distribuicdo ubigiitaria nos
sistemas vivos, sugerindo que mecanismos osmorregulatérios tenham um
carater universal, particularmente na estabilizacdo de proteinas. O tipo de
osmélito organico utilizado ndo é determinado pela posicdo filogenética do
organismo e sim por diversos outros fatores. Os sistemas de solutos organicos
osmorregulatérios sdo comuns quanto a natureza quimica nos diversos tipos de
organismos vivos, a despeito da grande distancia evolucionaria existente entre
bactérias, animais e plantas (Yancey et al., 1982).

Estes compostos sdo quimicamente classificados em trés grandes grupos
(Yancey et al., 1982). O primeiro grupo é constituido pelos alcoois

poliidroxilicos, como o glicerol e o sorbitol. Os aminoacidos e seus
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derivados constituem o segundo grupo, compreendendo a glicina, a metil-
glicina (ou sarcosina), a dimetil-glicina e a trimetil-glicina (ou betaina), por
exemplo. A trimetil-glicina, a dimetil-glicina e a metil-glicina sao intermediarios
da via metabdlica de conversdo da colina em glicina (Murray et al., 1996). Os
acticares, como a sacarose e a trealose, constituem o terceiro grupo de
osmodlitos.

Quanto a funcdo, os osmdlitos podem ser classificados em dois grupos,
os solutos compativeis, que apresentam apenas pequenos efeitos sobre a
funcao proteica, e os solutos neutralizantes, que combatem os efeitos
estruturais ou funcionais que solutos deletérios da célula tém sobre as proteinas
(Borowitza e Brown, 1974; Yancey et al., 1982).

Os solutos compativeis englobam certos aminoacidos neutros livres e
carboidratos, que podem estar presentes em altas e variadas concentra¢les
sem perturbar significativamente as propriedades estruturais e funcionais das
proteinas. Eles sao amplamente dispersos na natureza, em vegetais € animais
osmoticamente estressados. Aminoacidos livres, como a glicina e a alanina, tém
efeitos insignificantes sobre as fungdes de varias reagOes enzimaticas. Se os
aminodacidos forem D-configurados, sua reatividade com enzimas € ainda
menor. Carboidratos como o glicerol e a sacarose, acumulados de acordo com o
grupo evolutivo e o nivel de estresse sofrido pelo organismo, também tém uma
baixa reatividade com as proteinas em geral (Yancey et al., 1986).

A classe dos solutos neutralizantes compreende espécies como a
glicerofosforilcolina e a betaina (Lien, Pacelli e Brawn, 1993; Peterson et

al., 1992; Yancey e Burg, 1990), cuja acdo pode explicar o paradoxo de
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alguns sistemas celulares, como as células de peixes cartilaginosos e os rins.
Estes tecidos acumulam uréia em concentragbes suficientemente altas para
interferir nas interagdes entre as proteinas e seus ligantes, € mesmo promover
o seu desenovelamento (Bagnasco et al.,, 1986; Garcia-Perez e Burg,
1990; Somero, 1986-a; Yancey et al., 1982). A glicerofosforilcolina e a
betaina bloqueiam os efeitos da uréia sobre a estrutura e fungdo protéicas, por
provocar efeitos opostos. Portanto, para a manutencdo de niveis adequados da
acao proteica deve haver um equilibrio perfeito entre os efeitos destes dois
tipos de substancias, o que deve ocorrer pelo controle de suas concentracoes.
Na presenca apenas da uréia, o Ky de uma enzima aumenta, enquanto na
presenca somente das metilaminas glicerofosforilcolina e betaina, os valores de
Kv diminuem. Mas quando ambos os solutos estdo presentes, a uma
concentragao proporcional de 2[uréial:1[metilamina], seus efeitos s&o
compensados e 0 Ky n&o se altera (Lien, Pacelli e Brawn, 1993; Peterson
et al., 1992; Yancey e Burg, 1990).

Com excecao da uréia, os osmdlitos tém a propriedade caracteristica de
ndo interagir fortemente com as proteinas, seus substratos, cofatores e
moduladores, mas eles tém uma acdo protetora sobre as proteinas,
estabilizando-as no estado nativo. Qual deve ser a origem desta agdo
estabilizadora? Segundo a literatura (Arakawa e Timasheff, 1983; Arakawa
e Timasheff, 1985; Timasheff e Arakawa, 1989), a estabilizacdo de
proteinas por osmdlitos é devida a modificacdes nas propriedades do solvente e
ndo por ligagdo direta do soluto a proteina. Os osmolitos organicos tendem a

ser excluidos da camada de agua que circunda a proteina (zona de exclus3o).
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De fato, resultados experimentais mostram que ndo ha ligacdo significativa de
moléculas de sacarose ou glicerol a varias proteinas estudadas (Timasheff e
Arakawa, 1989). A exclusao dos osmdlitos é entropicamente desfavoravel.
Como estes solutos tendem a se espalhar pela agua, que estruturalmente ndo é
afetada pela superficie proteica, eles acabam se restringindo a uma fracdo do
volume total da solugdo. Esta distribuicdo organizada dos osmodlitos organicos
reduz a entropia da solugao, o que faz a superficie proteica exposta ao solvente
tender a um valor minimo, ou seja, as proteinas tendem para as suas
conformacbes enoveladas. Assim, a proteina € estabilizada em seu estado

nativo.

Quase toda a literatura termodinamica sobre os osmdlitos tem explorado
a acdo destes solutos sobre a transicao NU (Santoro et al.,, 1992; Liu e
Bolen, 1995; Wang, Robertson e Bolen, 1995; Taylor et al, 1995).
Nenhum trabalho da literatura tratou da transicdo de formacdo de complexos
EI. A formagdo de complexos de tripsina bovina com o ion benzamidinio, um
inibidor tipico de enzimas da familia da tripsina (Penha-Silva, 1989; Rogana,
Penha-Silva e Mares-Guia, 1989), constitui um modelo de formagao de
complexos EI bastante conveniente para estudar o efeito de osmdlitos. Esta
dissertacdo apresenta resultados sobre o efeito de osmdlitos sobre a variagdo
de energia livre padrdo e entalpia padrdo de van't Hoff para a formagdo de
complexos entre a tripsina bovina e o ion benzamidinio.
A eletroforese em gel de poliacrilamida com gradiente transverso de
solutos desenovelantes tem sido utilizada na literatura para estudar a transicdo

de desenovelamento de proteinas (Creighton, 1979; Creighton, 1980;
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Goldenberg, 1989). Nesta dissertacéo, a técnica originalmente proposta por
Creighton para estudar as transicbes de desenovelamento de proteinas, foi
modificada com a incorporagdo de um osmdlito no gradiente transverso dos
géis de poliacrilamida, no lugar dos solutos desenovelantes, para estudar o
efeito de uma ampla faixa de concentragdo de glicerol sobre a estabilidade da

tripsina bovina.




OBJETIVOS

Geral

Estudar o efeito de osmolitos de ocorréncia natural sobre a

termodinamica de ligagao de tripsina bovina com o ion benzamidinio.

Especificos

Determinar o efeito de 0,5 mol.L™ dos alcoois poliidroxilicos glicerol e
sorbitol sobre a constante de dissociagao do complexo tripsina-ion
benzamidinio a 10, 20 e 30 °C;

Determinar o efeito de 0,5 mol.L? da metilamina betaina (N,N,N-
trimetilglicina) sobre a constante de dissociagdo do complexo tripsina-ion
benzamidinio a 10, 20 e 30 °C;

Determinar o efeito de 0,5 mol.L™ do aclicar sacarose sobre a constante
de dissociagdo do complexo tripsina-ion benzamidinio a 10, 20 e 30 °C;
Determinar o efeito de 0,5 mol.L™ de glicerol, sorbitol, sacarose e betaina,
sobre a variacdo da energia livre padrdo de Gibbs (AG®) para a formagao
de complexos de tripsina bovina com o ion benzamidinio;

Determinar o efeito de 0,5 mol.L? de glicerol, sorbitol, sacarose e betaina,
sobre a variacdo da entalpia padrao de van't Hoff (AH®) para a formacao

de complexos de tripsina bovina com o ion benzamidinio entre 10 e 30 °C.

r
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o Estudar o efeito de concentracBes de 0 a 4 mol.L™ de glicerol sobre a
mobilidade eletroforética da tripsina nativa;

e Determinar o efeito da concentracio de 0 a 8 mol.L* de uréia sobre a

mobilidade eletroforética da tripsina bovina.



JUSTIFICATIVA

Grande esforgo é geralmente dedicado ao desenvolvimento de condicdes
experimentais para reter a atividade bioldgica de preparagdes purificadas de
proteinas. A agao dos osmolitos sugere-nos uma alternativa usada com
bastante sucesso nos sistemas vivos. Um diagndstico preciso das condicBes
experimentais dtimas em que os osmolitos exercem sua agdo protetora sobre
proteinas constitui um importante subsidio para a biotecnologia, especialmente
para a engenharia enzimatica.

Os osmodlitos representam uma importante condicdo estabilizante ndo
somente para as proteinas, mas também para células, tecidos e 6rgdos
(Panek, 1995). Sua utilizacdo pode aumentar muito a eficiéncia de outras
técnicas de conservacdo como as de criopreservagao (Storey et al., 1996).

Os osmdlitos tém uma distribuicdo ubigiiitaria nos sistemas vivos,
sugerindo que mecanismos osmorregulatérios tenham um cardter universal,
particularmente na estabilizacdo de proteinas.

A utilizagdo neste trabalho de compostos das trés classes descritas de
osmolitos, dos 4lcoois poliidroxilicos (glicerol e sorbitol), aminodcidos e
metilaminas (betaina), e acglicares (sacarose), justifica-se por objetivar a
obtencdo de tendéncias ou regras gerais no efeito de estabilizagdo proteica. A
utilizagdo do sistema tripsina-ion benzamidinio tenta fornecer a abrangéncia

necessaria a este tipo de estudo, a0 mesmo tempo que emprega uma enzima

de grande relevancia biotecnoldgica.
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MATERIAL

As medidas de massa foram feitas em uma balanca analitica, da marca
Sartorius, e em uma balanca digital de precisao, da marca Kern, modelo 870.
As medidas de densidade optica utilizaram um espectrofotémetro de feixe (nico
da marca Zeiss, modelo Spekol UV- VIS, e um espectrofotometro de feixe
duplo da marca Hitachi, modelo U-2000, com cubetas de quartzo com 1 cm de
caminho dptico. Durante a preparacdo e posterior utilizagdo das solugGes foram
utilizadas pipetas das marcas Herka e Pyrex; beckers, provetas e baldes
volumétricos da marca Pyrex; além de pipetas automaticas regulaveis
Labsystems modelo Finnpipette Di'gital O,5pLa 10 L, SuyLa40 yL, 40 pL a
200 pL e 100 pL a 1000 pL). Para a confecgdo dos géis, nos experimentos com
eletroforese, foram utilizadas duas bombas peristalticas, sendo uma da marca
Pharmacia, modelo GE-4, e outra da marca Incibras, modelo BP-100, e
placas quadradas de vidro de 82 X 82 mm que podiam ser giradas de 90°,
unidas por espagadores de polietileno, vedados com vaselina. Para a corrida
eletroforética, foram utilizadas fontes de corrente elétrica das marcas Labor
Miiszeripari Miivek Esztergom e Unicable Inc. acopladas a cubas de
acrilico com cabos de conducgo elétrica. A secagem dos géis foi feita em folhas
de papel celofane transparente, presas por bastidores de madeira. Para os
experimentos de determinagdo de K; em temperaturas de 10, 20 e 30 °C foi

utilizado um banho termostatizado da marca Marconi modelo MA184. As
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medigdes de pH foram feitas com um pHmetro microprocessado BG2000 da

marca Gehaka.

Todos os reagentes utilizados foram de alto grau de pureza e obtidos da
Sigma, Reagen, Inlab, Quimis e Merck. A tripsina bovina, a benzamidina, o
substrato Benzoil-D,L-Arginina-para-Nitroanilida foram provenientes da Sigma
Chemical Company. As solugbes-estoques para o preparo dos substratos da
tripsina eram preparadas semanalmente em DMSO, armazenadas em frasco
ambar e congeladas, para evitar hidrolise inespecifica pela radiacdo luminosa.

As solucGes com osmdlitos eram preparadas na hora do experimento.
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METODOS

Preparo das solucoes de tripsina e determinacdo de

suas concentracoes molares - As solucdes de tripsina bovina eram
preparadas em HCl pH 3,0 para evitar autdlise. A concentracdo molar de cada
solugao foi calculada com base no coeficiente de extingdo molar (¢) em 280 nm
de 36700 mol.Ll.cm™ (Trowbridge et al., 1963; Villanueva e Herskovits,

1971).

Preparo dos tampoes - As solucdes tampdes de tris-HCl a 0,1

mol.L™?, pH 8,0, com CaCl; a 2 mmol.L™?, em vérias temperaturas (10, 20 e 30
°C),1 eram preparadas semanalmente. Em seu preparo, o pH do tampao
somente era ajustado para 8,0 apds equilibracdo térmica do tampdo a
temperatura desejada. Para os experimentos com osmdlitos a 0,5 mol.L?,
massas apropriadas de glicerol, sorbitol, sacarose ou betaina eram incorporadas
no tampdo antes do pH ser ajustado a temperatura em que o experimento seria

conduzido. Os tampGes com osmdlitos somente eram preparados logo antes de

sua utilizagao.

Preparo das solucdoes do inibidor - As solugdes do ion

benzamidinio eram preparadas a uma concentragdo de 0,001 molL? em

tampdo tris-HCl a 0,1 mol.L™%, pH 8,0, com CaCl, a 2 mmol.L™, na presenca ou
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auséncia de glicerol, sorbitol, sacarose ou betaina a 0,5 mol.L?, logo antes de

sua utilizacao.

Efeito de osmdlitos sobre a constante de dissociacio

do complexo de tripsina bovina com o ion benzamidinio - Os

valores de K; dos complexos tripsina-ion benzamidinio foram determinados com
base na medida de atividade amidasica da tripsina na presenca de varias
concentragbes do inibidor, em séries de ensaios com duas ou trés
concentracoes do substrato, de acordo com o método geral descrito
originalmente por Dixon (1953). O substrato utilizado foi o Benzoil-D,L-
Arginina-para-Nitroanilida (Erlanger et al., 1961). Solugbes-estoques com 0,1
mol.L”! do substrato, eram preparadas dissolvendo-se 0,218 g de Bz-D,L-Arg-
Nan (Mr = 434,89) em 5 mL de dimetilsulféxido, e armazenadas em frascos
ambar a - 20 °C por periodos de no maximo uma semana. As solucdes de uso
do substrato eram preparadas, no momento de sua utilizacdo, diluindo-se as
soluges-estoques de 1:50, 1:100 e 1:200 em tampao tris-HCl a 0,1 mol.L?, pH
8,0, sob 10, 20 ou 30 °C de temperatura, com CaCl; a 2,0 mmol.L?, na
auséncia ou na presenca de 0,5 mol.L? de glicerol, sorbitol, sacarose ou
betaina. Trés diferentes tipos de protocolos experimentais, designados de 6S2,
6S3 e 14S2, foram utilizados.

No método original de Dixon (1953) sdo utilizadas duas diferentes
concentracdes do substrato, mas em um dos tipos de protocolos experimentais

aqui empregados, o protocolo 6S3, foram usadas trés diferentes concentracdes
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do substrato, cada uma com seis diferentes concentracdes em duplicata do
inibidor. Neste protocolo, as trés séries de concentracdes do substrato
continham Bz-D,L-Arg-Nan a 800 (S1), 400 (S2) e 200 pmol.L? (S3), cada uma
delas com seis tubos em que as concentracoes do inibidor eram de 0, 80, 160,
240, 320 e 400 umol.L”, respectivamente. O protocolo 6S2 usava duas séries
de concentragbes do substrato, cada uma com seis diferentes concentragbes
em duplicata do inibidor. As concentracbes do substrato eram de 200 (S1) e
400 pumol.L™! (S2) no meio da reacdo, enquanto as concentragdes do inibidor
eram de 0, 80, 160, 240, 320 e 400 pmol.L'. No protocolo 1452, também
eram utilizadas duas séries de concentragdes do substrato, cada uma com 14
diferentes concentragbes, sem duplicatas, do inibidor. As concentracdes do
substrato também eram de 200 (S1) e 400 pmol.L™* (S2) no meio da reacso,
mas as concentracdes do ion benzamidinio eram de 0, 40, 80, 120, 160, 200,
240, 280, 320, 360, 400, 440, 480 e 520 pmol.L™.

Em todos os tipos de experimentos, primeiro eram colocados volumes de
1 mL de Bz-D,L-Arg-Nan em cada uma de duas (protocolos 652 e 14S2) ou trés
(protocolo 653) séries de concentragdes do substrato. Depois era adicionado o
tamp&o pH 8,0, em volume suficiente para que o volume final do meio da
reacdo fosse de 2,5 mL, e logo em seguida o inibidor era também adicionado.
Apés equilibragdo térmica das solugdes a temperatura do experimento (10, 20
ou 30 °C), a reacdo era iniciada pela adicdo de 0,2 mL de tripsina a 2 mg/mL a
cada tubo, exceto no tubo 1, que recebia 0,2 mL de HCl pH 3,0. Como o HCi pH
3 era o solvente usado para preparar as solugdes de tripsina, no tubo 1 ndo

ocorria reacdo, razdo pela qual ele funcionava como tubo controle ou branco.
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Antes de recolocar os tubos no banho, eles eram suavemente agitados para
homogeneizagdo da solugdo. Apés 10 minutos de reacdo a temperatura do
experimento, a reagdo era interrompida pela adigdo de 0,5 mL de acido acético
a 60% v/v. O grau de hidrdlise do substrato era entdo determinado pela leitura
da absorvancia em 410 nm, contra o tubo controle (tubo 1). Para efetuar o
calculo das constantes foram usados os procedimentos computacionais

descritos a seguir.

Calculo das constantes de dissociacao (K;) - O célculo dos

valores de K; foi executado com a utilizacdo do aplicativo Passage
(Macintosh) e os graficos foram editados com o programa Origin 3.0 (PC).
Inicialmente, os valores de A4 0 wm € dos volumes do inibidor eram
respectivamente convertidos em 1/A410 € concentragdo do ion benzamidinio. Os
pontos experimentais do grafico de 1/A4; contra a concentragdo do inibidor
para cada concentragdo do substrato eram depois ajustados a retas de
regressdo linear. A extrapolagdo destas linhas até o quadrante superior a
esquerda produz um ponto de intersecdo, cujo valor da abcissa correspondente
a constante de dissociacdo do complexo EI (Dixon, 1953). Os valores de K;
eram entdo determinados obtendo-se o valor da abscissa no ponto da
intersecdo, por meio de um procedimento matematico simples. As retas de

regressdo a diferentes concentragdes do substrato seguem as seguintes

equagdes gerais:

y=ax+b; 1)
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y=axx+b; ()
as quais se cruzam no quadrante superior a esquerda. No ponto de intersecdo

das retas, os valores de x e y se eqliivalem, e o valor de x foi obtido pela

expressao
b,-b;
X=— 3)
di ~ da
do qual era obtido o valor de K;, pois K; = - x no ponto de encontro das retas

de regressao.

Segundo Dixon (1953), quando duas retas a diferentes concentragdes do
substrato cruzam-se em um ponto do quadrante superior a esquerda em que
1/v = 0, a inibicdo é do tipo competitiva. A racionalidade desta afirmacgdo é
simples e pode ser facilmente entendida. Na auséncia do inibidor, a tripsina
segue a cinética de Michaelis-Menten (1913) e

Vo S (4)
v ———
Ku+S
onde v, Vmax, S € Km sdo respectivamente a velocidade inicial da reacdo, a
velocidade méxima, a concentracdo do substrato e a constante de Michaelis-
Menten. Um inibidor competitivo liga-se ao centro ativo da enzima, aumentando
o valor de Ku por um fator que € proporcional a concetragdo do inibidor (i) e

inversamente proporcional a constante de dissociacdo do complexo EI (K;), de

tal forma que a equacdo de Michaelis-Menten na presenca de um inibidor

competitivo assume a forma




17

Vimax S (5)

V= .
Km (1 + i/Ki) + S

O duplo reciproco (Lineweaver e Burk, 1934), desta equagdo assume a

1 Km i 1
— = 14+ — | + p (6)
v vméxs Ki Vméx

que pode ser rearranjada para assumir a forma

forma seguinte:

+ .y 7)
v Vmax S Vmax S Ki

a qual d& a dependéncia de 1/v contra i e corresponde a equagdo das retas

dos graficos de Dixon. Para as duas concentracoes do substrato considerada no

método de Dixon, esta equagdo assume a forma:

1 Km + S1 Km
= + . (8)

v Vimax S1 Vmax S1 Kj

para a concetragdo Sy do substrato e

1 Ku + S2 Knm (9)
—_—= -+ ol

v' Vmax S2 Vimax S2 K;

para a concentragdo S do substrato, ja que a presenga do inibidor competitivo

ndo afeta a velocidade maxima da reacdo. No ponto de intersecéo das retas,

1 1
= (10)
v Vv

i=-K (11)

Se de fato i = - K,
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1 1
= (12)
v Vinax
e
1
e (13)
\'J

pois a velocidade méxima é um namero finito e relativamente pequeno.

A determinacdo das constantes de dissociacdo dos complexos EI
mostrada nos gréficos das figuras 1 a 15 ndo usou a velocidade da reagdo,
como discutido anteriormente, mas simplesmente o inverso da absorvancia em
410 nm. Este comprimento de onda corresponde ao smax da para-nitroanilina
liberada pela hidrdlise do Bz-D,L-Arg-Nan catalisada pela tripsina (Erlanger,
Kokowsky e Cohen, 1961). A conversdo do A4 em pmol de produto
formado por segundo pode ser feita por um procedimento simples. A As;o deve
ser dividida pelo caminho optico (1 cm) e pelo valor do ems da para-
nitroanilina, que é 8.800 mol.L"t.cm™ (Erlanger, Kokowsky e Cohen, 1961),

para obtencdo da concentragdo molar do produto. O valor obtido deve entdo

ser multiplicado pelo volume total da solugdio (3 x 107 L), para obtengdo do

numero de mol do produto, 0 qual deve ser multiplicado por 10° para

conversdo em pmol. A divisdo do nimero obtido pelo tempo da reacdo em

segundos (10 x 60 segundos), dara entdo a velocidade da reagdo em pmol de

produto formado por segundo. Tudo isto equivale simplesmente a multiplicar os

valores de A4 por 568,18 X 10" para obter a velocidade da reacdo. Assim,

para se obter o valor de 1/v basta se multiplicar 1/As10 por 1760, que é o

inverso do fator anterior. Apesar da facilidade de execucdo destes célculos com
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a utilizacdo de planilhas eletronicas, ele ndo é essencial para obter a intersecdo
das retas a diferentes concentragdoes de S dos graficos de Dixon. O mesmo
fator seria utilizado para todas as retas, pois a Unica diferenca entre elas é a

concentracdo do substrato, e isto nédo afetaria a intersecdo das retas de

regressao.

Determinacdo da variacdo de energia livre padrao de
formacdao dos complexos de tripsina bovina com o ion

benzamidinio - Como K; é uma constante de dissociagdo do complexo EI, a

constante de formacgo do complexo serd 1/K; e, consequentemente, a variacao

de energia livre de formag&o do complexo FI sera dada pela expressao

AG° = - RT In (1/K;) (14)

ou mais simplesmente por

AG° = RT In K; (15)

onde o valor de In K a 25 °C foi determinado pela equacdo da reta de

regressdo obtida do grafico de In K; contra 1/T, e o valor do desvio padrdo de

AG® foi obtido pela equagdo
DP(AG°) = RT . DP(Regressao), (16)

em que R é a constante universal dos gases (1,987 cal/Kmol) e T é a

temperatura absoluta, dada em graus Kelvin.

Determinacdo da variagao de entalpia padrao (AH°) de

formacdo dos complexos de tripsina bovina com o ion
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benzamidinio - A partir da equagdo 5 e da seguinte equagdo derivada da

segunda lei da termodinamica

AG® = AH° - TAS®, (17)

é possivel chegar & expressdo
RT In K; = AH° - TAS?, (18)

que pode ser convenientemente rearranjada para a forma mostrada logo a

seguir,
AH° 1 AS°

R T R

’ (19)

InK; =

que é a equagdo de van't Hoff para a formagdo de complexos de tripsina bovina
com o ion benzamidinio. O grafico de In K; contra 1/T deve seguir uma equacao
do tipo y = ax + b, cuja inclinacdo nos permite calcular o valor da variagdo de
entalpia padrdo de van't Hoff para a formagdo dos complexos EI, por meio da

seguinte expressao:

AH°w = aR, (20)
enquanto o desvio padrdo de AHC,4 ¢ calculado pela equagdo
DP(AH° w) = DP(a) R. (21)

Efeito de 0 a 4 mol.L™* de glicerol sobre a mobilidade

eletroforética de tripsina - A eletroforese em gel de poliacrilamida foi

conduzida conforme as descri¢des de Creighton (1979), usando o aparelho

GE-4 da Pharmacia e peliculas quadradas de gel, com 82 X 82 mm. Este

dispositivo tém duas camaras intercomunicantes, sendo uma delas, chamada
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camara de mistura, ligada a uma cuba de vidro onde séo formados os géis no
interior de placas de vidro. A comunicacdo entre as duas camaras é controlada
por um dispositivo, que pode permitir ou ndo a mistura das solugdes. Os géis
foram produzidos por fotopolimerizagdo de duas solugdes de acrilamida, uma
com acrilamida a acrilamida a 15% e 0 mol.L™* de glicerol (solucdo A), e a outra
com acrilamida a 11% e 4 mol.L™! do osmdlito (solugdo B). As solugbes A e B
eram colocadas respectivamente na primeira camara e na camara de mistura
do formador de gradientes, com a comunicacao entre ambas inicialmente
bloqueada. A solugdo B do osmdlito era a primeira a ser introduzida na base do
formador de gel, com um fluxo controlado por uma bomba peristaltica. Quando
a solucdo B atingia a altura de 1 cm na placa, era removido o bloqueio entre as

duas camaras. A solucdo da camara de mistura ia ficando entdo com uma

concentracdo cada vez menor do osmdlito, a0 mesmo tempo que penetrava no

interior das duas placas de vidro. A 1 cm do fim da placa, a solucdo B era entdo

substituida pela solugdo A. Assim, 0 gel ficava com um gradiente de osmdlito,

com uma faixa inicial de 1 cm a 4 mol.L™* do osmlito e uma faixa terminal de 1

cm com a concentragdo de 0 mol.L'* de glicerol. Apés a fotopolimerizacdo, as

peliculas de gel com O gradiente do osmolito eram colocadas

perpendicularmente & diregéo do campo elétrico e as corridas eletroforéticas

eram feitas com 0s Mesmos tampdes do gel, mas sem 0 osmolito. Os tampoes

usados foram tris-acetato a 0,05 mol.L™* pH 4,0 (&cido acético a 0,05 mol.L™

titulado até pH 4,0 com trizma base a 0,05 mol.L'%), ou B-alanina a 0,1 mol.L™

pH 4,4. Cerca de 50 ou 100 pL da solugdo de proteina a 2 mg/mL no tampdo

de corrida eram espalhados numa camada continua sobre o gel, junto com 10
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uL de uma solugdo contendo glicerol a 50% e verde de metila a 0,2%. O verde
de metila é um indicador préprio para acompanhar corridas eletroforéticas em
direcio ao catodo (Goldenberg, 1989). A eletroforese era iniciada a 10
mA/gel e, apds a migragdo do marcador por alguns centimetros, a corrente era
aumentada para 20 mA/gel. A corrida era feita dentro de uma camara fria e a
temperatura do tampao era mantida constante entre 15 e 20 °C durante o
curso de 1 a 2 horas da eletroforese. Apds o término da eletroforese, os géis
eram corados durante a noite com uma solucdo contendo 0,1% de Coomassie
Brilliant Blue, 10% de acido tricloroacético e 10% de acido sulfossalicilico. O
excesso do corante era removido por difusdo contra uma solugdo contendo 5%
e metanol e 10% de acido tricloroacético.

de &cido acético, 7,5% d

Efeito de 0 a 8 mol.L de uréia sobre a mobilidade

eletroforética da tripsina - Os géis de poliacrilamida com gradiente de

uréia foram preparados de forma andloga aos géis com gradiente de glicerol,

com a soluciio A contendo 15% de acrilamida e 0 mol.L? de uréia, e a solugdo

B contendo 11% de acrilamida e 8 mol.L"! de uréia. As corridas eletroforéticas e

a maneira descrita para os géis

o tratamento dos géis foram feitas da mesm

com gradiente de glicerol.
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RESULTADOS

Este trabalho estuda primariamente o efeito de um grupo de solutos,
genericamente chamados de osmdlitos, sobre a constante de dissociacdo de
tripsina bovina e o fon benzamidinio, um inibidor classico daquela enzima, sob

10, 20 e 30 °C de temperatura. Estes osmdlitos foram utilizados numa

concentragao de 0,5 mol.Lt em todos os experimentos.

As figuras 1 a 15 mostram 0s resultados de experimentos tipicos para

determinacio das constantes de dissociacgo (K;) dos complexos de tripsina

bovina com o fon benzamidinio em diferentes condigdes. A tabela inserida em

cada grafico mostra 0s parametros da regressdo linear para cada linha de

dependéncia de 1/A410 nm COM @ concentraco do fon benzamidinio. Os valores

de K; foram calculados a partir dos valores da intersecdo e da inclinagdo de

cada reta de regressio, como mostrado na secdo de métodos. Os valores dos

pardmetros de regressdo aparecem na tabela com todos os digitos utilizados

nos calculos que conduziram ao K; apresentado em cada legenda de figura. Os

valores dos coeficientes r de Pearson foram invariavelmente elevados,

indicando que em todos 0s €asos 05 pontos experimentais se ajustam bem ao

modelo linear considerado para a dependéncia.

Cada sequéncia de trés figuras de 1 a 15 mostra experimentos

executados, respectivamente, na auséncia de osmdlitos (figuras 1, 2 e 3) e na
presenca de 0,5 mol.L! de glicerol (figuras 4, 5 e 6), sorbitol (figuras 7, 8 e
9), sacarose (figuras 10, 11 € 12) e betaina (figuras 13, 14 e 15). As
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figuras iniciais (figuras 1, 4, 7, 10 e 13), intermediarias (figuras 2, 5, 8, 11
e 14), e finais (figuras 3, 6, 9, 12 e 15) de cada série de trés mostram
resultados obtidos a 10, 20 e 30 °C de temperatura, respectivamente.

Estes experimentos Seguiram trés tipos diferentes de protocolos,

designados de 6S2, 6S3 e 1452 (apéndice). O digito que antecede a letra S

indica a quantidade utilizada de diferentes concentragdes do inibidor, enquanto

0 ndmero que sucede S indica 0 numero de concentragbes do substrato. Os

protocolos 652 e 6S3 foram feitos com pontos em duplicatas, mas ndo o

protocolo 1452, que usa apenas um ponto para cada concentragdo do inibidor.

Assim os experimentos baseados nos protocolos 652, 6S3 e 14 S2 envolvem

respectivamente 24, 36 € 28 ensaios de velocidade para a determinacdo de K;.

N&o somente os experimentos mostrados nas figuras de 1 a 15 foram feitos

para determinaggo dos valores de K. Varios destes experimentos foram feitos e

os valores individuais de K; determinados aparecem na tabela 1 como médias

e desvios-padrdes de diferentes experimentos executados, na auséncia e na

presenga de 0,5 mol.L't de glicerol, sorbitol, sacarose € betaina. Os numeros

entre parénteses da tabela indicam a quantidade total de ensaios de velocidade

utilizada na determinagdo de cada valor de K;.

Os valores de constantes de dissociacdo foram utilizados na determinagdo

da variacdo da energia livre padrdo de Gibbs para formagéo dos complexos de

tripsina bovina com o ion benzamidinio. Os valores médios obtidos para AG°®

estio mostrados na tabela 2. ESteS resultados foram apresentados e

previamente discutidos na Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Bioquimica

de 1998 (Souza-Penha e penha-Silva, 1998).
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A determinacao de K; em trés diferentes temperaturas permitiu a
estimativa da variacdo de entalpia-padréo de van't Hoff. A figuras 16, 17, 18,
19 e 20 mostram os graficos de In K; contra 1/T na auséncia de osmdlitos e na
presenca de 0,5 mol.L’Y de glicerol, sorbitol, sacarose e betaina,

respectivamente. Os valores da intersecdo e inclinacdo de cada reta aparecem

na legenda de cada grafico, juntamente com seus respectivos desvios-padrdes.

A partir das inclinagdes daquelas retas foram obtidos os valores de AH° (tabela

3) para a formaggo dos complexos de tripsina bovina com o ion benzamidinio.

O efeito do glicerol sobre a mobilidade eletroforética de tripsina bovina foi

estudado entre os limites de 0 a 4 mol.L™! de concentragdo daquele soluto. Para

isto foram empregados géis de poliacrilamida com gradientes transversos de

glicerol. As figuras 21 e 22 mostram que nas condigBes usadas, o glicerol ndo

perturbou a mobilidade eletroforética da tripsina bovina. A apresentagdo de

uma banda linear de migracdo para 05 osmdlitos estudados ndo € um artefato

mas reflete um comportamento real do gradiente de glicerol. A

éia entre 0 e 8 mol.L™ no gradiente (figura

de técnica,

substituicio dos osmolitos por ur

23), segundo a técnica de Creighton (1989) mostra uma curva sigmoidal

caracteristica da transigdo entre 05 estados nativo e desenovelado da tripsina.
Os resultados sobre o efeito de osmdlitos sobre a mobilidade eletroforética da

tripsina também ja foram apresentados € discutidos previamente em reuniGes

1997; Fonseca, Souza-Penha e Penha Silva,

cientificas (Moisés et al.,

1997).
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18 | . | ! | ! | ! I T | T
Curva | Intersecdo | Inclinagdo r A
S1 0,52378 0,00955 0,98992
S2 0,66433 0,02428 0,98597 =

1/As10

[fon benzamidinio], umol.L™

Figura 1 - Grafico de 1/A410 nm CONtra a concentragdo do ion benzamidinio

plexos de tripsina bovina com O jon benzamidinio em

para a formagéo de com
mol.L™:. sob 10 °C de temperatura,

0,1 mol.L! de tris-HCI pH 8, com caClba2m
aios foram conduzidos em concentragdes de

em 10 minutos de reagdo. Os ens
(82) do substrato Bz-D,L-Arg-Nan. A absorvancia em

400 (S1) e 200 pmol.L™
ovina foi de 2,69. O valor de K; deste

280 nm da solugéo-estoqueé de tripsina b

experimento foi de 9,54 X 10°.



5 Curva | Intersecdo | Inclinagdo r
S1 0,67672 0,00244 0,99673
S2 0,83685 0,00672 0,99812
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1/A410

200 300 400 500 600

-200 -100 0 100

[fon benzamidinio], umol.L™

Figura 2 - Gréfico de 1/As10 nm cONtra a concentragéo do ion benzamidinio

para a formagéo de complexos de tripsina bovina com o ion benzamidinio em

0,1 mol.L"! de tris-HCI pH 8, com 2 mmol.L™" de C
aios foram conduzidos em concentragbes de

aCly, a 20 °C de temperatura,

em 10 minutos de reagéo. Os ens
ol.L™! (52) do substrato Bz-
a bovina foi de 2,61. O valor de K; deste

400 (S1) e 200 pm D,L-Arg-Nan. A absorvancia em
280 nm da solugdo-estoque de tripsin

experimento foi de 37,4 X 10°.
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16

14 Curva | Intersegdo | Inclinagdo
S1 0,31088 0,00086 0,99723

T

S2 0,39024 0,00210 0,99648

1/A 410rm

00 : |
-100 0 100 20 300

[fon benzamidinio], umol.L™

Figura 3 - Grafico de 1/A410 nm CONtra a concentragéo do ion benzamidinio

para a formagéo de complexos de tripsina bovina com 0O ion benzamidinio em

0,1 mol.L"! de tris-HCI pH 8, com 2 mmol.L™ de CaClz, a 30 °C de temperatura,

em 10 minutos de reagao. Os ensaios foram conduzidos em concentragdes de
mol.L! (S2) do substrato Bz-D,L-Arg-Nan. A absorvancia em

400 (S1) e 200 p
a bovina foi de 2,71. O valor de K; deste

280 nm da solugdo-estoque dé tripsin

experimento foi de 64,0 X 10°.
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16

14

Curva | Intersegdo | Inclinagdo r
S1 1,026 0,00965 0,9983
el
1,697 0,02393 | 0,9988

12

10

2 !
-100 0 100 200

[fon benzamidinio], umol.L™

Figura 4 - Gréfico de 1/A410 nm CONtra a concentragdo do fon benzamidinio

para a formaggo de complexos de tripsina bovina com 0O ion benzamidinio em

0.1 molL" de tris:HCI pH 8 com 2 mmol.L™ de CaClz e 0,5 mol.L™ de
glicerol, a 10 °C de temperatura, €m 10 minutos de reagéo. Os ensaios foram

conduzidos em concentragdes de 400 (S1) e 200 pmoI.L'1 (S2) do substrato Bz-
D,L-Arg-Nan. A absorvancia em 280 nm da solugéo-estoque de tripsina foi de

- -6
2.65. O valor de K; deste experimento foi de 47,0 x 107
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7F Curva | Intersegdo Inclinagao r

S1 0,62948 0,00482 | 0,96572
0,99422

S2 1,25007 0,01104

1/A410

[fon benzamidinio], umol.L™

Figura 5 - Grafico de 1/A410 nm CONtra a concentragdo do ion benzamidinio
para a formagdo de complexos de tripsina bovina com 0 jon benzamidinio em

0,1 mol.L"! de tris-HCI pH 8, com 2 mmol.L'! de CaCl; e 0,5 mol.L” de glicerol,

oC de temperatura, em 10 minutos de reagdo. O

e 200 umol.L™ (S2) do substrato Bz-

a 20 s ensaios foram

m concentragoes de 400 (S1)
280 nm da solugdo-estoque de tripsina bovina

conduzidos e

D,L-Arg-Nan. A absorvancia em

o K; deste experimento foi de 99,8 x 10°.

foi de 2,46. O valor d
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40
3,5 B Curva | Intersegdo Inclinagao r
S1 0,55881 0,00227 0,99707
S2 1,00851 0,00473 | 0,99141
3.0 I
25 I
20 r
= I
< 15¢f
]
1,0
08t
¢ S1
0.0 AS2
i i | 1 | 1 | 1 | 1 | 1 | 1
0,5 L———

300 -200 -100 O 100 200 300 400 500 600

[fon Benzamidiniol, umol.L™

Figura 6 - Grafico de 1/A410 nm coONtra a concentragdo do ion benzamidinio
de tripsina bovina com o ion benzamidinio em

para a formaggo de complexos
de CaCl, e 0,5 mol.L™ de

=1
0,1 mol.L"! de tris-HCI pH 8, com 2 mmol.L

glicerol, a 30 °C de temperatura, €m 10 minutos de reacdo. Os ensaios foram

.
conduzidos em concentragdes de 400 (S1) e 200 pmol.L (S2) do substrato Bz-
olugéo-estoque de tripsina bovina

orvancia em 280 nm da s

D,L-Arg-Nan. A abs
perimento foi dé 182,8 x 10°.

foi de 2,63. O valor de K; deste eX
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4 B Curva | Intersecdo Inclinagdo r
- /__’——/——4/
S1 0,68824 0,01019 0,99548
12 S SN ——
s2 1,27269 0,02206 | 0,99365

1/A410

e 51
AS2

1 | |4|____|___L_—|-——J'—_‘L7I 1
100 200 300 400 500 600

[fon Benzamidinio], umol.L™*

ntracdo do ion benzamidinio

Figura 7 - Grafico de 1/A410 nm contra @ conce

30 de complexos de tripsina povina com O ion benzamidinio em

com 2 mmol.L! de CaCl

s de reagdo. Os ensaios foram

para a formag¢
e 0,5 mol.L? de

0,1 mol.L"! de tris-HCI pH 8
oC de temperatura, em 10 minuto
S1) e 200 umol.L™ (

toque de tripsina bovina

sorbitol, a 10
S2) do substrato Bz-

conduzidos em concentragoes de 400 (
D,L-Arg-Nan. A absorvancia em 280 nm da solugdo-es

r de K; deste experimento foi de 49,2 X 10°.

foi de 2,63. O valo
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5 Curva | Intersecdo Inclinagdo r
B ————’—“_,/—__-——————‘_’———
S1 0,74585 0,00505 0,98960
S2 1,03158 0,00737 0,98689 A

1/A410

--’I___J___L__|____L——'-—J—""l .
100 200 300 400 500 600

[fon Benzamidinio], umol.L™

Figura 8 - Grafico de 1/As10 nm contra a concentragéo do ion benzamidinio

plexos de tripsina bovina com O i
mmol.L? de CaClz e 0,5 mol.L™? de

para a formacdo de com on benzamidinio em

0.1 mol.L de tris-HCI pH 8, com 2
ra, em 10 minutos de reagdo. Os ensaios foram

sorbitol, a 20 °C de temperatu

conduzidos em concentragdes de 400 (S1) e 200 umol.L™ (82) do substrato Bz-

D,L-Arg-Nan. A absorvancia em 280 nm da solugdo-estoque de tripsina bovina

deste experimento foi de 123,2 x 10°.

foi de 2,63. O valor de Ki
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40
3 ’ 5 Curva | Intersecdo | Inclinagdo r S
i S1 0,30475 0,00062 0,98706 & Sz
S2 0,49604 0,00171 0,98804
3.0 I Pl e S e = W AS3
S3 0,91804 0,00351 0,99603

2,5

2,0

1/A410

1,5
1,0
0,5

0,0

-0,5 1 ]

-300 -200 -100 o 100 200 300 400 500

[fon Benzamidinio], umol.L™*

Figura 9 - Grafico de 1/As10 nm contra a concentragéo do ion benzamidinio

plexos de tripsina bovina com
mmol.L! de CaClz e 0,5 mol.L™* de

para a formacgéao de com o ion benzamidinio em

0.1 mol.L"! de tris-HCI pH &, com 2
sorbitol, a 30 °C de temperatura, em 10 minutos de reacao. Os ensaios foram
(S1), 400 (S2) e 200 umol.L™ (S3) do

conduzidos em concentragoes de 800
ncia em 280 nm da solugdo-estoque de

substrato Bz-D,L-Arg-Nan. A absorva

7. 0 valor de K mento foi de 207,4 x 10°.

tripsina bovina foi de 2,6 deste experi
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14

12 Curva | Intersegdo | Inclinagdo r
S1 0,6232 0,0101 0,9812

1,1425 0,0230 0,9977

10

-2
-100

[fon Benzamidinio], umol.L™

Figura 10 - Gréfico de 1/As10 nm contra a concentragdo do fon benzamidinio

complexos de tripsina bovina com
mmol.Lt de CaClz e 0,5 moL.L™" de

para a formagéo de o ion benzamidinio em

0,1 mol.L! de tris-HCI pH 8, com 2
oC de temperatura, €m 10 minutos de reagéo. Os ensaios

sacarose, a 10
foram conduzidos em concentragoes de 400 (S1) e 200 umol.L? (S2) do
substrato Bz-D,L-Arg-Nan. A absorvancia em 280 nm da solugdo-estoque de

59. O valor de K; deste experimento foi de 40,3 x 108,

tripsina bovina foi de 2,
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40
35F - -
Curva | Intersecdo | Inclinagao r
F s1 0,5023 0,00212 | 0,9983
) S2 0,8348 0,00532 0,9943

1/A410

10 ,
-200 -100 0

[fon Benzamidinio], umol.L™

n contra a concentragéo do jon benzamidinio

Figura 11 - Grafico de 1/Aston
omplexos de tripsina bovin

m 2 mmol.L* de CaCl

a com o ion benzamidinio em

para a formagéo de C
e 0,5 mol.L™ de

0,1 mol.L de tris-HCI pH 8, €0
s de reagdo. Os ensaios

sacarose, a 20 °C de temperatura, em 10 minuto
-1
foram conduzidos em concentragoes de 400 (S1) € 200 pmol.L™ (82) do

absorvancia em 280 nm da solugdo-estoque de

substrato Bz-D,L-Arg-Nan. A
este experimento foi de 103,9 x 108,

tripsina bovina foi de 2,60. 0 valor de Ki d
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Curva | Intersegdo Inclinagdo r
Si | 020608 | 0,00068 | 0.98422
3F S | 065589 | 0,00231 | 099905
S3 | 000296 | 0,00361 | 099756

1/A410

/
V¥ S3

100 200 300 400 500

-1-|.|.s

-300 -200 -100 0

[fon Benzamidinio], umol.L™

Figura 12 - Grafico de 1/As10 nm contra a concentragdo do ion benzamidinio
bovina com O ion benzamidinio em

para a formagdo de complexos de tripsina

g com 2 mmol.L* de CaClz & 0,5 mol.L™? de

0,1 mol.L™! de tris-HCI pH
0 minutos de reacdo. Os ensaios

oG de temperatura, em 1
s de 800 (S1), 400 (S2)
m 280 nm da solugéo-estoque

sacarose, a 30
e 200 pmol.L™ (S3)

foram conduzidos em concentragoe
Nan. A absorvancia e

do substrato Bz-D,L-Arg-
deste experimento foi de 20

i T o
de tripsina foi de 2,67. O valor de K 57 x10
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25- Curva | Intersegdo Inclinagdo I
S1 | 091743 0,02370 | 0,99556 |
sy | 150307 | 004154 70,99408 |
20f
15} B
/ o
é 10F
-
5t
0
m S1
® S2
-5
. | TR, B PO (U I e
100 200 300 400 500 600

[fon Benzamidinio], umol.L™

a concentrag@o do ion benzamidinio

Figura 13 - Grafico de 1/Aso m CONt@

e tripsina bovina com o ion benzamidinio em

para a formacéo de complexos d
pH 8, com 2 mmol.
m 10 minutos de reagdo. Os

L1 de CaClz e 0,5 mol.L™ de

0,1 mol.L! de tris-HCI
ensaios foram

betaina, a 10 °C de temperatura, e
s de 400 (S1) e 200 umOI.L'l

da soluggo-estoqueé de tripsin

(82) do substrato Bz-

conduzidos em concentragoe
a bovina

D,L-Arg-Nan. A absorvancia em 280 nm

o experimento foI de 32,8 x 10°.

foi de 2.62. O valor de Ki dest
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12

1 Curva | Intersegdo Inclinagdo r

oL |8 e o |
S1 1.3560 0.00585 0.9974
iaadil Mt WiesaninetlS " o
S2 2.3431 0.01508 0.9996

1/A410

g 1 |
-200  -100 0

[fon Benzamidiniol, umol.L”

Figura 14 - Grafico de 1/A410 im contra a concentragéo do ion benzamidinio
para a formagdo de complexos de tripsina bovina com O ion benzamidinio em
 ge CaClz € 0,5 mol.L de betaina,

e reagao. Os ensaios foram

0,1 mol.L"! de tris-HCI pH 8, com 2 mmol.L’

a 20 °C de temperatura, €M 10 minutos d
o substrato Bz-

) e 200 umol.L™ (82) d

conduzidos em concentragdes d€ 400 (S1
_estoque de tripsina bovina

80 nm da solugéo

Dv'—-Arg-Nan. A absorvancia em 2
o foi de 107,0 X 10°,

foi de 2,62. O valor de K; deste experiment
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8
i Curva | Intersecdo | Inclinagdo r
S1 1,3624 0,00508 0,9970
5 | o | e e
— S2 2,4302 0,01052 0,9981

"2
-300 -200 -100 0

mol.L™

[fon Benzamidinio], 1

Figura 15 - Grafico de 1/Asto nm contra @ concentragéo do jon benzamidinio

psina bovina com O ion benzamidinio em

Para a formagéo de complexos de tri
H 8, com 2 mmol.
0 minutos de reagao. o)

ol.L! (S2) do substrato Bz-

|t de CaClz € 0,5 mol.L"* de

0,1 mol.L'* de tris-HCI p
s ensaios foram

betaina, a 30 °C de temperatura, €M 1
¢ 400 (S1) € 200 KM

solugéo—estoque de tripsina bovina

C : 0
onduzidos em concentragdes d

D'L"'A‘”él-Nan. A absorvancia em 280 nm da

erimento foi de 196,3 X 1078,

foi de 2,52. O valor de Ki deste exp
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N I
98 \ I Sk I
100 5 aa I

x L

£ 106 M/fliff
N 0 et
a1 ; - omr
12 ////lﬁ
: A_JL____-I—/JL___I————J

-11,4 i
0,00325 0,00330 0,00335 0,00340 O,

1T

rmagéo de

Figura 16 - Grafico de In Ki contra 4T para @ fo
nzamidinio em tris-HCl a

Complexos de tripsina povina com O ion be

1 de CaCly, na auséncia de

0,1 mol.L", pH 8,0, com 2 mmol.L
perimentais se ajus
o de 9,553 % 2124, in

taram a uma reta de

osmélitos. Os dados €X
clinagao

regressao com valores dé interseca

de -5.879 + 622,1 erde .0,9945.



In Ki

Figura 17 - Grafico de In K, contra
o ion benzamidinio em tri

-10.0

0,00325 0,00330 0,00335

——U—

A

complexos de tripsina com

mol.L", pH 8,0, com 2 mmol.L" de Ca
S experimentais se ajustar

mol.L" de glicerol. Os dad®
50 de 10,40 + 1,477,

reta de regressdo com valores de interses

inclinagao de -5.725+ 4324 €T de

1T

__’L——J_,,L_—J
0,00340 0,00345 0,00350 0,00355

.0,9972.
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1/T para a formagdo de

s-HCl a 0,1

Cl,, na presenca de 0,5

am a uma



In K;

Figura 18 - Grafico de |

complexos de trip

0,1 mol.L’%, pH 8,0, com 2 MM

s dados experimenta

mol.L! de sorbitol. O
nterse¢ao de 8491 + 0,8939,

r % -
eta de regressdo com valores de |

inclinagao de -5.159 + 261.8€ T de -0,9987.
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-8,2
Sl e
ol & | L
-8,8 /‘\%”—4—/——/
9,0 ,,,._—_,,x.,,.,_,_,,m,,,,.
92 T S . R e, ey
-9.4 /—,/,MM/
96 _._,,Af,,i/_,,.—{,,_iw
o _,__,,,_,,////L
-10,0- N P SR - :
0,00325 0,00330 0,00335 0,00340 0,00345 0,00350 0,00355
1T

sina bovina com 0 ion

n K; contra 1/T para a

benzamidl’nio em tris-HCI a

ol.L"t de CaClz,

formagéo de

na presenca de 0,5

is se ajustaram a uma
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|

|
/
i
i

L

-10,0 I R L,
10,2 I e e .
0,00325 0,00330 0,00335 000340 000345 0,00350 0,00355

1T

n K; contra 1/T para a formagéo de

Figura 19 - Grafico de |
n benzamidinio em tris-HCI

complexos de tripsina povina com 0 10
na presenca de 0,5

0,1 mol.L"%, pH 8,0, com 2 mmol.L* de CaCl,

s dados experimentais se ajustaram a uma

mol.L? de sacarose. O
9 + 2,099,

reta de regresséo COM valores de intersegéo de 11,8

gerde -0,9951.

inclinacao de -6.174,2 % 6144



In K;

Figura 20 - Grafico de In Ki
complexos de tripsina bovina com o fon penzamidi

0,1 mol.L?, pH 8,0, com & mmoI.L’1 de C

mol.L de betaina. Os dados &
ores de intersec¢@
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-9,2 P—
9.4
9.6
98
_1 070 - ]
_10’2 i .
0,00325 0,00

r &
eta de regressdo com val

inclinagéo de -6.569,

N
N\
N
\\
/—*—’—'“,___,.,——-————-/
—,_,—————‘-’—__;\‘.—-—————Jﬂ/
N
\\\
‘l\ . ’/_‘___
N
P
I .

‘_l__-—JL____.I——-——-J
330 0,00335 0,00340 0,

perimentais se ajusta

0+887.2¢€ rde

00345 0,00350 0,00355

nio em tris-HCI a

aClp, na presenca de 0,5

ram a uma

o de 13,17 = 3,030,

.0,9910.
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e solutos sobre as constantes de

Tabela 1 - Efeito d
psina-ion benzamidinio

dissociacdo (K;) dos complexos tri

em tampdo tris-HCl a 0,1 mol.L™., pH 8,0, com CaCl a 2
mmol.L™? (*)
Ki
Condicdo (x 10°)
“’Wf"’zﬁc'/r”ﬁ"
Sem osmélito 13,0 £3,0 29,9 £ 54 51,0 £ 18,4
(84) (120) (52)
Glicerol S9z320 | 150%2L7 200,4 £ 24,9
a 0,5 mol.L? (64) /’_,(Eﬂ__’—— (64)
Sorbitol 58,6 + 13,3 116,7 + 30,2 194,7 + 18,0
a 0,5 mol.L! 64) /ﬂl/, (60)
Sacarose 47,6 + 14,7 112,8 20,0 199,2 + 17,0
a 0,5 mol.L™ (64) (144) (100)
Betaina 41,4+ 12,2 109,1 £ 23,5 190,5 + 11,9
a0,5mol.L* (52) (148) (92)
aios de

m a quantidade de ens

* r
Os nimeros entre parénteses representa

cdo de cada valor de Ki.

veloi .
elocidade envolvidos na determing



Tabela 2 - Variacio de energia livré padrdo

formagdo dos complexos de trlpsma bovina com 0 ion

benzamidinio em tris-HCl a 0,1 mol. LY

47

de Gibbs para

pH 8,0, com CaCl, a

2 mmol.L™ e sob 25 °C de temperatura
Condigao AG®
(kcal/ mol)
Sem osmdlito -6,02 £ 0,0607
Glicerol a 0,5 mol.L™ W
Sorbitol a 0,5 mol.L 522 +0,0256
Sacarose 2 0,5 mol.L” 5,23 £ 0,0600
Betaina a 0,5 mol.L" | 5,25 + 0,0866
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Ipia padrdo de Van't Hoff para

T g
abela 3 - Variagdo de enta
na bovina com O fon

f ~
ormacio dos complexos de tripsi

HdaoAnM¢%pH&Qamcaba

benzamidinio em tris-

2 mmol.L?
Condicdo AH°

(kcal/ mol)
Sem osmdlito -11,7 £ 1,24
Glicerol a 0,5 mol.L™ 11,4+ 0,86
Sorbitol a 0,5 mol.L " 710,3 £ 0,52
Sacarose a 0,5 mol.L™ 12,3+ 1,22
Betaina a 0,5 mol.L™ 13,1 +£1,76
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Glicerol (mol.L")

3 de tripsina bovina em gel de

Figu
ra -

21 - Mobilidade eletroforétic
verso de 0a4 mol.L

5 mol.L” pH 4,0. Uma

1 de glicerol.

Poliacrilamida com gradiente trans
i-acetato a 0,0
/mlL foi aplicad
duzida em direcao

O tamns
mp&o de corrida foi t
dMmostr
a de 50 plL de tripsind @ 2 mg a como uma
A corrida foi con

nutos na camara fria.

band
a continua no topo do gl

30 cat
0do e teve duragdo de 1 hora € 50 mi
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]
v ’ - 5

Glicerol (mol-L'1)

troforética de tripsina bovina em gel de
de0a4 mol.L™ de glicerol.

Poliacrilami
crilamida com gradienté transverso d€
t pH 44 Uma

Fi
gura 22 - Mobilidade €le

Ot _
ampdo de corrida foi g-alanina @ 0,1 molt

am
ostra de 100 pL de tripsina @ 2 mg/mL foi
ba

Nda continua no topo

a0 c3
atodo e teve duragdo de 2 hord
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Uréia (moI.L'1)

i~ de tripsina bovina €M gel de

Figu
ra .
23 - Mobilidade eletroforétic
e uréia. O

Poliacrilamida com gradiente fran
anina a 0, 1 mol. g
foi apllcada com
uzida em direcao ao

tam ~
pdo de corrida foi p-al
de 1
00
ul de tripsina @ 2 mg/mL o uma banda
orrida foi C cond

conti
nua no topo do gel- A ¢
ra fria.

0 "
e teve duragdo de 1 hora e 10 minutos na cama
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DISCUSSAO

plexo tripsina-ion benzamidinio

Os v
alores de K; aqui obtidos para O com

em tris-H
ao - %
,1 mol.L”t pH 8,0 sa0 concordantes com valor

es reportados na

penha-Silva € Mares-Guia, 1989) e a

literat
ura para a o-tripsina (Rogana,
ha diferengas

a .
(Mares-Guia, Nelson € Rogana, 1977). Como nao

ripsina na faixa d
ui estudado deve ser
qui utilizada contém

e temperatura estudada

Significati o
gnificativas entre a ealp
valido para

(Penh
a-Si

Silva, 1989), o efeito de solutos aq
ja que a tripsina @

Qualqu
er -

forma considerada da enzima,
psina bovina.

Uma mj
st
ura daquelas duas principais formas da tri
cao, constituido

1 o osmolito 20 meio da rea

basica
m R
ente de tris-HCl 0,1 mol.L™%, pH 8,0, causo

sdio de

A adicio de 0,5 mol.L
4 um aumento Me

o EI tanto @ 10,

Cerca d
e ~

quatro vezes na constante de dissociagdo 0 complex
que 0 osmolito piord a acdo inibidora do

20 ou 30 ©
30 °C (tabela 1). Isto significa

bEn
Zam

idinio deve ser considerada C
jacdo dos

aUme
nt

ou os valores das constantes de dissoc
(Hymes, CuPPe

1).E
- &st

e comportamento ja é conhecido
1977; Rogd

4 aumenta ae

» 1989). O aumento da temperatur
a manutengéo

da proteina, dificultando @ formagdo ©
. taracao coM ligantes-

Ma
res-Gui

Guia, Nelson e Rogana,
de ligacdes

estab. .
ili r
zantes de sua estrutura terciaria € 8
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O valor o obti
de AG® obtido para a formaciio do complexo de tripsina

comerci
ial Sigm s

gma com o inibidor na auséncia de qualquer osmdlito, -6,02
valor obtido para @ mesm
penha-Silva &

keal/mol, é bem parecido com 0 a formagdo de
Mares.cut -6,12 kcal/mol (Rogana,

uia, 1989), ou com a p-tripsin bovina, - 64 kcal/mol (Mares-Guia,
A25°C a presenga of 0,

mol.L* pH 8,0, com 2 mmol. L

COmpl
ex :
0 com a o-tripsina bovina,

5 mol.L™ de sacarosé,

Nel
son & Rogana, 1977).

Sorbitol, gli

|, glicerol, ou betaina, em tris-HC! 0,1
e energia livré padrdo
-6,02 £ 0, 061 keal/mol

de CaC
I -
,, alteraram a variagdo d de Gibbs para @

forma ~
5
630 de complexos tripsina-ion benzamidinio de
(na r
presenca somente do tampao) Pard 5,21 £ 0,042

pectivamente. AN
s individuais de AG
m diferengas

5,22 + 0,026, 5,23

atureza do soluto @

0,06
0 e -5,25 + 0,087 kcal/mol, res
e AG®, pois 05 valore

o para 0

0,5
mol.L! n3

L n3o afetou o valor d
nao gpresenta

Qlicer

ol -

, sorbitol, sacarose e Dbetamna
de AG®

estatist'
icamente significantes. AS diferengas existente

s entre 05 valores

de cada soluto estao dentro dos

formacdio do complexo Nd presenga
dos desvios-padrdes. Isto significa que @ 0,5 mol.L
%0, O valor médio de AG®

S
olutos devem ter um mecanismo comum €
cade 0 mol.L

o valor r médio de SAG,

Para
af
ormacio dos complexos N2 presen

017 kcal/mol- Assimy,

:acarose e betaina foi de -5,23 £ 0/
neV'do a contribuicdo dos solutoS,
O AG° de formagdo dos complexo

Populagio relativa de enzima Vi no equilibrio g+1=E

fOr
Mmacy
Gio do complexo é a razd® de du
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eXprimem
respecti
o pectivamente as velocidades de formagdo € dissociagdo do
exo EI. O .
aumento relativo da fracdo E pode Ser justificado tanto por

m aumento de kq. Qualque
ropriedades do solvente

uma dimi
minuicéo de k
¢ quanto por u r uma destas

alteracg
cdes ' m
poderia ser produzida por udanga nas P

(Tim
asheff e Arakawa, 1989).
3 de especificidade

nzamidinio ligado a fend

A
d figura 24 mostra o ion be
O centro ati
at P
ivo da tripsina (Mares-Guia, Nelson e Rogana, 1977; Rogana,
interagdes envolvidas compreendem

Penha_ .
Silva e Mares-Guia, 1989) As

¢ ionico entre 0 grupo amidinio do inibidor

basi
ica
mente a formagdo de um pa
nzénico do

aals entré 0 anel be

Y ASp177 .
da enzima e as ligagdes de van der W

jares de aminoécidos da fenda de

I'On b
enzamidini
midinio e cadeias |aterais apo

Schwagel‘,
fetem a constante

ntre cargas opostas

1975). A formagdo de pares

€specifici
ificidade da enzima (Bode €
dielétrica, D

idnicos
d poder ser perturbada por solutos que a
0 meio
. Um aumento em D reduz a fors@ de atragdo (F) €

na equagao

(q; e
qz2), como pode ser visualizado
qi1 92
e (22)
D r*

onde 2 ¢ o quad istanci
rado da distancia e
m a constanté
0 golvente que €
cosidade tam
de de ligagdo do

Sorbitg

|, sacarose e betaina afeta
propriedade d
ymento da vis
jor dificulda

COnSt
ante dield
nte dielétrica, outra

dev.
e se .
I a viscosidade do meio. UM a

Justifi
ICa . =
r uma diminuicdo da ke em funggo da mé
_ olvente
é a viscosndade

a propriedade 05

utos, 0 valor

|'0n b
enz - 37 = 0y
amidinio a tripsina. S€
senga dos sol

positivo obtido @ pre

ons3
savel pelo valor de 3AG®
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Determi
rminagoes d
os valores de 3AG° na presenga de concentragdes variaveis de

osmolitos ig
0S 1a =1 .
ja estao sendo conduzidas em nosso laboratario.

Os val
0 , :
res de AH°,y do glicerol, sorbitol, sacarose € betaina a 0,5
mO|.L‘1 néo apre .
presentaram diferencas estatisticamente significantes entre si

s entre 0S valores individuai
. foi de -11,8 +

s estdo

(tab
ela 3), uma vez que as diferenca

O valor médio de AH®

dent
ro - ~

dos desvios padrdes obtidos.
m ndo apresentou diferenca em relacao

1,20
kcal/mol, valor este que també
de -11,7 £ 1,24

a dos osmdlitos, queé foi

a0 va|
0 ;
r de AHe,, obtido na ausénci
um fato impar na

alor de AHw ndo é

kcal
/mol. Esta invariabilidade no V
enovelamento da

a transicdo de des

"tera
tura. O AHe°, obtido para
tureza nem pela

.

bonuclease A também néo fol afetado nem pela na
Concentragio de um grupo de osmdlitos qué compreendia @ betaina, 2
dlmetilglicina, a sarcosina, e a glicina embora 0s valores de T tenham sido
racdo do osmdlito (Santoro et al,

diret
am . .2
ente proporcionais d concent

oncentragﬁes elevadas de glicerol, €

re a tripsind ndo envolve

0O ; =
mecanismo de agdo deé ©
Prova
v i
elmente de outros solutos compativelS, 50D

a r
¢oes conformacionais significativas da proteind,

tica foi observ
rol (figuras 21 e

do é

Perturbagdio na migragdo eletroforé
géis com gradie
ndepende s€
3 na estruturd

nte de glicé

1
de
con o
centracdo presentes nos
o tampéo utiliza

22)
. A corri  a
corrida eletroforética € reprodutwel el
deveria

quer alteragdo signiﬁcativ

tl‘is
-ac
etato ou B-alanina. Qual
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Perturbar
am ili rpe
. obilidade eletroforética (Goldenberg, 1989). E visivel o grau de
urbacdo
que um soluto caotropico, como a uréia, produz na migragao
pode ser visto na figura 23, onde a

eletroforé

oréti '

ética da tripsina bovina, como
da superior

banda i
a inferi
0 : ,
r contém a protemna no estado enovelado e a ban
ooperativa, dada

contém
a ’
. proteina no estado desenovelado, numa transigdo ¢
Natureza si . :
sigmoidal da curva (Goldenberg, 1989; Pace, Shirley e

Thom
Son11989)
4mico, 0S osmdlitos aqui

onto de vista termodin

E
m suma, sob um p
em um acréscimo posit

promoVv! ivo

€studad
0s, a 0,5 mol.L™ de concentragao,
3 formagdo dos compl

alor de AHal para

exos

lor de AG°® sem afetar o v
junto com d

rtamento,

de tri
com o jon benzamidinio. ESte compo
erol,

a tripsina pelo glic

auSé .
NCia d ~ rar
e perturbagao na migragao eletroforética d
nismo de agao

m meca

COnC
Orda iAAI ’ A
m com a idéia de que 05 osmolitos tem U
e. A possibilidade da

ado
I na mudanca das propriedades do solvent
¢30 da viscosidade ser um fator

estd
em
estudo neste laboratorio.
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& o
SP177, uma ligacio de hidrogenio

L
Y5204 e ligacges de van der Waals cor ®

laterajs da fenda.
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CONCLUSOES

i . .
de glicerol, sorbitol, sacarose ou betaina

A
presenca de 0,5 mol.L
prOduZi

ento médio de 3,8 vezes na constante de dissociagdo do

a acdo inibidora do fon benzamidinio sobre

Comple
x0 EI considerado, piorando

sina bovi
ovina.
1 de sacarose, sorbitol, gficerol, O

1 de CaCly, alteraram

A 250
5 °C, a presenga of 0,5 mol.L’
2 mmol.L

betai|
na, em :

tris-HCl 0,1 mol.L™, pH 8,0, com
e Gibbs para a forma

mol (na presenga S
25 + 0,087

cdo de complexos

a Varia ~
y 630 de energia livre padrao d
Psina-io
or n benzamidinio de -6,02 0,061 keal/ omente
ampa&o
) para -5,21 + 0,042, 5,22 £ 0020 5,230,060 ">

keal/
mol| .
, respectivamente.
e AGS, pOiS 05

afetou 0 valor d

a05 mol.L™* ndo
rol, sorbitol, 5@

o que signi

a nao

A
natureza do soluto
carose € betain

Valor
es indivi
individuais de AG° para 0 glice "
(e, fica que € €5

aDres
entam di
diferencas ectatisticamente significan

Solyt
0s té
m .
um mecanismo comum de agao-
na presensd de

2 a formagdo d
petaind foi de

05 complexos

0
valor médio de AG® par
5,23 + 0017

0,5
Mo, !
de glicerol, sorbitol, cacarose €

kca|/ Mmol,

O 13

valor médio de 8AG" devido a contribuigéo dos solutos; foi de +0,79
pulagéo relativ@ de enz

ke
Al/m
ol o aue <
, 0 que significa que €leS aumentara™ apo

I|Vr
€n
O equilibrio E + I = EI
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A 0,5
,5 mol.L"! i i
' ghCGFOl, sorbitol, sacarose € betaina produziram

S de . ~
entalpia padrdo de van't Hoff de -11,4 + 0,86 10,3 + 0,52

12,3 +
’ = 1,22 -

, e -13,1 + 1,76 kcal/mol, respectivamente.
de AHow dO glicerol,

A 0,5

m -1 ~
5 mol.L"" de concentragdo, 05 valores
m diferengas estatisticamente

sorbit
oll Sa
carose e betaina ndo apresentard

médio de AH°wi de -11,8 % 1,20

Signif
ica
ntes entre si, com um valor

produzido pelos solutos também Nao

0] .
valor médio de AH°m
AHo, obtido na aus

gncia dos

Aprese
nto i =
ud de
iferenca em r elagao ao valor

Osmdlit

0 .

S, que foi de -11,7 + 1,24 kcal/mol.

concentragc”)es do glicerol sobre @ tripsina

s da protema, yma vez que

O mecani
€nvoly
e
nenk alteragdes Conformac:onals signifi icativa
Uma
berturbagao na migragdo eletroforetlca foi observa

gradi
1ente de 9“C6rol,

An
atu : . .
reza invaridvel do 3AG° € @ auséncia

macy
falt Gao do complexo de tripsina com ol
q de
berturbagao na migragao eletroforetlca da tri
solutos tém um me ecanism

o de acao

orda
m e
com a idéia de que estes

€ado
Na mudanga das propriedades do solven




60

SUMMARY

Sucrose, sorbitol, glycerol, and betaine are stabilizing solutes called in

the li i
literature as osmolytes. In this work, we investigated the action of such

S
olutes on the standard free energy and van't Hoff enthalpy changes of
n. Free

associati _
ssociation between bovine trypsin and the benzamidinium io

en H . . .
ergies of association were determined from the dissociation constants of

trypsin-benzamidinium  ion complex (K) under different solvent
anges were determined from the

compositions. The van't Hoff enthalpy ch
/T at 10, 20 and 30
od in the literature, by using

d .
ependence of In K; with 1 oC. Dissociation constants

were determined according to @ classical meth
de as substrate in two or three different

B‘:—‘"Zoyl-D,L-Arginine—p-Nitroanili
d six or fourteen different i
h solution used in experiments in a 0.5

nhibitor concentrations.

concentrations an

Osmolytes were incorporated in eac

Experimental points obtained by plotting the

mol.L concentration.
inhibitor concentration were fitted

reciprocal of enzyme activity against the
rmined each dissociation cons

ion points of the regression

tant from the

by linear regression. We dete
ponding to the intercept

abscissa value corres
mol.L™! of sucrose sorbitol, glycerol, or

lines. At 25 °C, the presence of 0.5
rd free energy of asso

-6.02 £ 0.061 kcal/mol to
|, respectively. Al

ciation between bovine

betaine, changed the standa
-5.21 + 0.042,

trypsin and benzamidinium ion from
-5.25 + 0.087 kcal/mo

5.22 + 0.026, -5.23 * 0.060, and
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considered osmolytes produced a mean increase in the free energy of

association between bovine trypsin and benzamidinium ion of 0.79 kcal/mol,

what means that glycerol, sorbitol, sucrose, and betaine increased the

relative population of the free enzyme in the E + I = EI equilibrium.

and betaine produced standard van't Hoff

Glycerol, sorbitol, sucrose,
d-13.1 +

enthalpy changes of -11.4 £ 0.86, -10.3 + 0.52, -12.3 + 1.22, an
es don't differ significantly from the

1.76 kcal/mol, respectively. Those valu
of the

AH® value of -11.7 + 1.24 kcal/mol obtained in the absence

osmolytes. The action of glycerol on trypsin was also investigated by

ctrophoresis in which was incorporated a transverse

polyacrylamide gel ele
To counteract the density effect

gradient with O to 4 mol.L™! of the osmolyte.

of the osmolyte on the protein migration, we made the acrylamide

concentration in the gel vary from 11 to 8%. Trypsin was applied as a single
rturbation on protein mobility was verified

band to the top of the gel. No pe
the considered limits of concen
independently with their

tration. These results

for glycerol between

agree with the idea that all these compounds,

manner by changing the solvent properties.

structure, act in the same
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