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Resumo

Esse trabalho tem por objetivo estudar as transigdes
conformacionais, induzidas termicamente, na Ribonuclease A. Esta abordagem
foi realizada aplicando-se a técnica de calorimetria diferencial de varredura
(DSC) e infravermelho médio com transformada de Fourier (FTIR), associando a
técnica de andlise de correlagdo bidimensional (2D- COS), variavel-varidvel
(VV) e sample-sample (SS). A partir dos dados de DSC determinamos a varia¢ao
de entalpia do sistema (AH,) que foi de 587 kJ/mol. Também identificamos as
temperaturas de pré (36, 39, 43, 49 e 59°C), pos transi¢ao (71°C) e temperatura
de melting (65°C), além da determina¢do do AH,, para cada uma das transicdes.
A analise de correlagdo bidimensional sample-sample (SS) também foi capaz de
identificar as mesmas temperaturas encontradas por DSC. Por sua vez, a andlise
de correlagdo bidimensional varidvel-variavel (VV) descreveu a evolugdo
conformacional das estruturas secundarias da proteina durante o
desenovelamento térmico.
Palavras Chaves: Ribonuclease A; DSC; FT-IR; Espectroscopia de correlagao
bidimensional Sample-sample (SS 2D); Espectroscopia de correlagdo

bidimensional Variable-variable (VV 2D).



Abstract

This work aims to study the thermally-induced conformational
transitions in Ribonuclease A. This approach was performed by applying the
technique of differential scanning calorimetry (DSC) and medium infrared
Fourier transform spectroscopy (FTIR), linking the technique of correlation
analysis (2D-COS), variable-variable (VV) and sample -sample (SS). From DSC
data determine the enthalpy change of the system (AH,;) which was 587 kJ /
mol. We identified the pre temperatures (36, 39, 43, 49 and 59 ° C), post
transition (71 ° C) and melting temperature (65 ° C), besides determination of
AH,, for each transition. The two-dimensional correlation analysis sample-
sample (SS) was also able to identify the same temperatures found by DSC. In
turn, the two-dimensional correlation analysis of variable-variable (VV)
described the conformation evolution of the protein secondary structures during
thermal unfolding.
Keywords: Ribonuclease A; DSC; FT-IR; Sample-sample two-dimensional
correlation  spectroscopy (SS 2D); Variable-variable two-dimensional

spectroscopy (VV 2D)



Abreviaturas

2D - Two-Dimensional

RNase A — Ribonuclease Pancreédtica Bovina A
Cp — Capacidade calorifica 4 pressdao constante
CD — Dicroismo Circular

FTIR - Fourier Transform Infrared Spectroscopy
IR — infrared

Tm — melting temperature

DSC — Differential Scanning Calorimetric

SS — sample sample

VV —varidvel variavel

Tm — melting temperature
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1 - Introducéao

Ao passar das décadas, muitos esforgos tem sido aplicados para
o entendimento dos mecanismos do enovelamento proteico e principais
interacoes que governam esse processo. Informagdes a nivel molecular e
estrutural durante esse processo nos possibilita compreender como as estruturas
nativas sao formadas e estabilizadas.

A Ribonuclease pancreatica Bovina A (RNase A) ¢ muito
estudada, desde Anfinsen, por ser considerada uma enzima com estrutura nativa
bem comportada, ou seja, possuindo cooperatividade, além da alta estabilidade
proteica. Estudos descrevem o processo de enovelamento tal como o
desenovelamento, como sendo um mecanismo de dois estados, implicando a
auséncia de estados intermediarios (DIANE REINSTADLER, et al., 1996 e
VLADIMIR P. DENISOV.,et al., 1998). Mas diferentes técnicas indicaram a
possivel existéncia de temperaturas de pré e pos transi¢des que podem servir de
pontos de investigagdo do comportamento estrutural da proteina. Estudos de
infravermelho com o RNase A indicam a existéncia de temperaturas de pré
transi¢ao (45°C) e transigdo principal (66°C), além da determina¢ao de mudangas
das estruturas secundarias durante esse processo (Li-Xu Wang, et al., 2006).

Neste trabalho nos investigaremos a presenca de possiveis preé,
poOs-transigdes e temperatura de transi¢do principal do processo. Além disso,
obteremos informagoes a nivel estrutural da RNase A. Utilizamos da técnica de
DSC que ¢ muito aplicada em processos biologicos, por possuir alta sensibilidade
para identificar temperaturas de transi¢oes, além de pardmetros termodinamicos.
Essas transi¢oes sdo regides de mudancas de estados (solido-liquido, entre
outros) ou mesmo mudancgas conformacionais (biomoléculas) do sistema em
estudo, levando a uma nova conformacdo. Na desnaturagdo proteica, por
exemplo, a proteina ao ser aquecida, passa por mudancas na sua estrutura
tridimensional durante as transi¢oes, levando a mesma, ao estado desnaturado.

Além do DSC, utilizamos a andlise de espectroscopia de

correlacdo bidimensional no infravermelho médio (2D-IR). Esta técnica ¢
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utilizada por facilitar a analise das bandas de infravermelho (IR) de proteinas,
tornando mais evidentes contribui¢cdes do espectro ao longo de duas dimensoes.
Isso facilita a visualizagdo de informagdes que estavam sobrepostas no espectro
1D.

Para uma analise 2D-IR, a proteina em estudo pode estar na
presenca de qualquer tampao (sulfato, Tris-HCI, entre outros), diluida em agua
deuterada (D,0). O concentragdo proteica pode variar de 5 a ~ 30 mg/ml,
independente da sua massa molecular. O 2D-IR pode ser aplicado tanto a
proteinas na forma de tetrameros (Concanavalina A (JOSE L.R. ARRONDO,et
al., 1988)) ou globulares (BSA (MURAYAMA K.,et al., 2004)) entre outras.

O 2D baseia-se na teoria proposta por Noda (2004), que consiste
na determinagdo dos espectros dinamicos (#(v,t)) através das intensidades
espectrais (y(v.t)) (obtidas diretamente do espectro de infravermelho), sob o
efeito da perturbagao externa. Com isso realizamos as andlises de correlacdo VV-
2D e SS-2D. A analise 2D variavel- variavel (VV - 2D) sincrono e assincrono,
tem o intuito de estabelecer a correlacdo entre diferentes estruturas secundarias
da proteina, na regido denominada amida I, sob o efeito da perturbacao externa
(temperatura). J4 no caso da andlise 2D sample-sample (SS - 2D), tem-se a
correlacdo entre os estados de perturbagdao, que nos dao informagdes sobre as

temperaturas de transi¢des durante o desenovelamento proteico.

2 - RNase A

A Ribonuclease pancreatica Bovina A (RNase A) € uma enzima
responsavel pela clivagem, na regido central do RNA (endoribonuclease). E uma
proteina muito estudada para processos de folding, unfolding e refolding, por ser
pequena (124 residuos), com massa molecular de 13,7 kDa e bem estavel
(temperatura de melting ~ 65°C) (LI-XU WANG, et al., 2008). Estudos de
cristalografia desta proteina detectaram as seguintes estruturas secundarias
presentes na sua forma nativa: 23% de hélice-a, 46% de folhas-8, 21% de voltas-

B e 10% de estruturas aleatdrias (LI-XU WANG, et al., 2008). Ela possui quatro
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pontes dissulfeto (C40-C95, C65-C72, C58-C110 e C26-C84) que estabilizam
sua estrutura terciaria (WILLIAM J. WEDEMEYER, et al., 2000). Quando essas
pontes sdo quebradas, a proteina ¢ desnaturada e torna-se inativa (MICHAEL M.
B., 1993). Mudangas na estrutura secundaria, assim como, estrutura terciaria da

RNase A ocorrem na dependéncia de pH, temperatura, etc.

Figura 1 — Estrutura tridimensional da RNase A com as pontes dissulfeto representadas
pelas esferas e as respectivas estruturas secundarias de hélices-a, folhas-p, voltas-§ e
aleatorias (PDB — 5rsa).

Christian B. Anfinsen foi um dos primeiros a estudar a RNase A,
observando, in vitro, que na presenga de desnaturante, a proteina se desnovela.
Mas removendo-se o desnaturante, a proteina enovela-se espontaneamente. Com
1sso Anfinsen provou que a sequéncia de aminoacidos ¢ determinante para a
formagdo da estrutura tercidria, e assim, do estado nativo (CHRISTIAN B.
ANFINSEN, 1973). Estudos de desnaturacdao térmico foram realizados,
sugerindo que o desenovelamento da RNase A ¢ altamente cooperativa e que ¢
um processo de dois estados (VLADIMIR P. DENISOV, et al., 1998 ¢ JOAN
TORRENT et al.,, 2001). No entanto, estudos usando NMR, espectroscopia
Raman e também IR, sugerem a existéncia pré — desenovelamento, ou seja, sub

transi¢des, que sao atribuidos & existéncia de estados intermedidrios, além da
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transi¢do principal (ponto de melting) (MICHAEL C. CHEN, et al., 1976, JING
ZHANG, et al., 1995, YOUJIRO TAMURA, et al., 1995 ¢ LI-XU WANG, et
al., 2006). A Rnase A foi a enzima mais estudada do século 20 e ainda

permanece sendo pesquisada (GARLAND R. M., et al., 2007).

3 - Espectroscopia de correlacio bidimensional (2D)
A figura abaixo mostra o esquema basico para um experimento

de espectroscopia de correlagao 2D baseado em uma perturbagdo externa.

. Mechnica, elétrica,
PEETUBREACAC < Cuimica, maznetica,
optica, térmica, etc.

Radiagio eletromagnética
IE, MIE . .
SISTEMA -—P| Espectros Dindmicos |

(amostra) l

_H_,.,—'—'_‘—\—\_\_\_‘H-
Espectros de correlacio ¢ Andlise de "
hi-dimensional _ Cormrelag ﬁo’)
—

Figura 2 — Esquema bésico para a espectroscopia de correlagdo 2D (CLAUDETE
FERNANDES PEREIRA, et al., 2006).

Uma perturbagdo externa estimula o sistema (amostra)
conduzindo a uma variacdo espectral. Essa variagdo espectral induzida pela
aplicacdo da perturbagdo, fornece a chamada intensidade espectral. Essa ¢ dada
por y(v,t) e observada para um intervalo da variavel externa t entre T, € Ty ©
v o nimero de onda. O espectro dinAmico ¥(v,t) é definido a partir a intensidade

espectral.

3.1 - Espectro dinimico
O espectro dindmico y(v,2) de uma amostra afetada pela

perturbacao ¢ definido como
}’("L’, tj - J_!I:v]rpara Tmin =10 = Tmax

yv,t) = (1)
0,para qualquer outra situacio

15



Onde y(v,t) é a intensidade espectral ¢ ¥(v) é o espectro de
referéncia da amostra ou sistema. O espectro de referéncia, por sua vez, pode ser

um dos espectros ou o espectro médio definido por

! Tmax y (v, t)dt )

Lnax—Tmin Trnin

yv) =

O tipo de informacao contida no espectro dinamico depende do
tipo de perturbag¢do e do monitoramento empregado (técnica espectroscopica). A
forma com que os dados sao utilizados para os célculos da analise de correlagdo e
para construcao dos espectros 2D, ¢ na forma de matrizes. A matriz do conjunto

de espectros dindmicos (Matriz Y) sera

Vv, ,t, ) Vv, ,t, ) Fuy ,ty ) e 90y, , E4 )
v Vv, ,t, ) V(w65 ) (g ,ty ) V(0,5 )
F(vy,t, ) Vs, bt ) WUyt ) e e V(0 , T, )

€)

onde v, corresponde a quantidade de varidveis espectrais (numero de onda,
medida em cm™) e t, refere-se a quantidade de estados de perturbagio
(temperatura, por exemplo).

A partir dessa matriz m versus n, serdo feitos os calculos
utilizando a notacdo matricial que serd apresentada posteriormente, para a
constru¢ao das duas formas de correlacdo 2D (Sample — Sample (SS-2D) e
Variavel — Variavel (VV-2D)). Para o VV - 2D, temos a correlagdo entre os vy,
ou melhor, entre os nimeros de onda, comprimento de onda, entre outros. Entao,
neste caso, temos uma matriz final ( Yg,,) de tamanho n versus n. J& para o caso
do SS - 2D, temos a correlacdo entre as perturbagdes externas. Neste caso, a
matriz final ( Ygna) de tamanho m versus m (ISAO NODA , et al., 2002).

A correlagdo 2D nada mais é que uma comparagdo de variagdes
de intensidade espectrais observadas em duas varidveis espectrais diferentes, sob
um intervalo de observagdo finito entre T,;, € T, Portanto, o espectro de
correlacao pode ser escrito na forma de produto escalar:
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Xy, vy) = (G, t).5(vy, 1)) 4)

Onde X(v,,v,) ¢ a intensidade de correlagdo 2D e os simbolos <>,
denotam qualquer classe de fungdes de correlagdo para comparar as duas
intensidades em relagao a t.

A func¢do X(v,,v,) é tratada convencionalmente como um nimero

complexo

X(vy,vy) = @(vy,v,) + 1%¥(vy, v,) (%)

que compreende a dois componentes ortogonais conhecidos como intensidades de
correlagdo sincrona e assincrona, respectivamente. A correlagdo 2D sincrona
@ (v,,v,) representa a similaridade entre as duas variagdes espectrais sob o efeito da
perturbagdo externa. A correlagdo 2D assincrona ¥(v,,v,) pode ser considerada
como a ndo-similaridade das variagdes espectrais entre vy e v, (ISAO NODA |, et al.,
2004).

Existem dois tipos de correlagdao 2D que utilizaremos neste trabalho.
A correlagao variavel — variavel (VV-2D), que correlaciona as variaveis espectrais
(v, no caso, numero de onda), indicando como que o sistema em estudo se
comportam sob o efeito da perturbagcdo externa. A partir dessa correlagdo, nesse
trabalho, iremos obter informagdo sobre o comportamento conformacional das
estruturas secundarias presentes na RNase A. A correlacdo sample — sample (SS-
2D), diferentemente da VV-2D, correlacionard os estados de perturbacdo, ou seja,
indicara como essas perturbacdes influenciaram o sistema em estudo, no nosso caso,

a RNase A.

3.2 - Cdlculo do espectro de correlacdo V'V - 2D sincrono
Para um grupo de m espectros dindmicos coletados durante o

intervalo entre T,;, € Tyax, a0 longo da variavel t em intervalos iguais, At = (T —
Tmin)/(m-1), a intensidade de correlagao 2D sincrona ¢ dada pela expressao:
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D(vy,vy) = —= I, §;(v) ¥;(v2) (6)

onde ¥;(v;) é o espectro dindmico no ponto da variavel fisica t;, ou seja

yi(vy) = f’j(’”i:tj) i=1,2,.. (7)

Na forma de notagdo matricial

O(vy,v,) = —— YTY (8)

-1
onde ¥ refere-se a transposta da matriz Y.

3.2.1 - Informacdes provenientes dos espectros de correlacio VV - 2D sincrono:
O espectro de correlagdo 2D sincrono representa mudangas de

intensidade espectrais simultaneas ou coincidentes.

Alwvy)

Alvs)

Variavel espectral, V2

+— Picos cruzados |

Varidvel espectral, vy
Figura 3 — Ilustracdo esquemadtica do mapa de contorno varidvel — variavel 2D sincrono

(CLAUDETE FERNANDES PEREIRA, et al., 2006).

E constituido por auto-picos (presentes na linha diagonal), cuja
intensidade reflete as regides do espectro que alteram sua intensidade sob efeito da
perturbacao externa e picos cruzados (localizados fora da diagonal), que informam
sobre as mudangas de intensidade espectral entre duas variaveis espectrais diferentes

vi € vo. Em um espectro 2D sincrono, picos cruzados negativos indicam que as
18



mudancas de intensidade observadas em duas coordenadas espectrais ocorrem em
dire¢des opostas, isto €, uma aumenta enquanto a outra diminui. Um pico cruzado
positivo, por outro lado, indica que as mudangas de intensidade estio na mesma

dire¢ao (ISAO NODA , et al., 2004).

3.3 - Calculo do espectro de correlagdo V'V - 2D assincrono
O calculo para o espectro de correlagdo 2D assincrono ¢ bem

parecido com o calculo 2D sincrono (equagdo 8), mas em diferencial pelo termo
chamado de matriz de transformada de Hilbert — Noda (matriz N). Essa matriz ¢
responsavel por zerar a diagonal da matriz e evidenciar as correlagdes. A expressao

da intensidade de correlagao 2D assincrona ¢ dada por

1 N ~
W(vy,vy) = 1 ?L}';(H)-Z?:Jﬁm-}'k(vz) 9)

onde N;, corresponde aos elementos da j_¢sima linha € k_¢5ima coluna da matriz de
transformacao de Hilbert-Noda, os quais sao dados por

0 (zero) sej=k
N = (10)
1/ n(k —Jj), emqualquer outra situacao

Como o 2D trabalha com matrizes, entdo uma notagao matricial

W(vy,v,) = —— YTNY (11)

-1

onde ¥ refere-se a transposta da matriz ¥ ¢ N é a matriz de Hilbert-Noda.

3.3.1 - Informacdes provenientes dos espectros de correlacio VV - 2D
assincrono:
O espectro de correlagdo 2D assincrono informa a nao similaridade

das respostas espectrais que ocorrem a partir da perturbagao externa.
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Variavel espectral, wy

Figura 4 — Ilustragdo esquematica do mapa de contorno variavel — varidvel 2D assincrono

(CLAUDETE FERNANDES PEREIRA, et al., 2006).

Esta informagdao manifesta-se na forma de picos que sempre sao
registrados fora da diagonal (linha tracejada) na figura 4. O sinal dos picos no mapa
assincrono revela a sequéncia na qual as mudancas de intensidades espectrais
observadas para as varidveis v; € v, ocorrem em relagdo a perturbagdo. Nos picos
cruzados, o sinal serd positivo, se a alteragdao de intensidade espectral em v, ocorrer
predominantemente antes da alteragdo da intensidade espectral em v,. O pico
cruzado com sinal negativo indica que a alteracdo de intensidade espectral em v,
ocorrer predominantemente antes da alteracdo da intensidade espectral em v;. A
sequéncia dos eventos podem ser invertidas, caso os picos cruzados no espectro
assincrono forem influenciados por picos cruzados negativos do espectro sincrono
(ISAO NODA, et al., 2004).

O outro tipo de correlagao 2D que utilizaremos neste trabalho ¢ a

correlagdo sample — sample (SS - 2D), que correlaciona estados de perturbagdo, ou

20



seja, nos possibilita encontrar, no caso do desenovelamento térmico, a temperatura
de transi¢do principal e investigar possiveis temperaturas de pré e pos transigoes.

3.4 - Cdlculo do espectro de correlagdo SS - 2D sincrono
Para um grupo de n espectros dindmicos coletados durante o

intervalo entre T, € Tyax, a0 longo da varidvel t em intervalos iguais, At = (T —
Tmin)/(n-1), a intensidade de correlagao SS-2D sincrona ¢ dada pela expressao, na

forma matricial:

$(ts,t;) = — Y¥7 (12)

Onde ¥7T ¢é a transposta da matriz ¥ (SASIC, S., et al., 2000 e ISAO NODA, et al.,
2004).
3.5 — Aplicacoes

A espectroscopia de correlagdo 2D tornou-se, nos ultimos anos, uma
ferramenta bastante util para interpretagdo de espectros obtidos nas regidoes MIR,
NIR ¢ Raman (LIYAN YU, et al., 2008, ISAO NODA, et al., 2002 ¢ LI-XU
WANG, et al., 2008). Dentre os trabalhos publicados destaca-se a investigacao de
estruturas complexas como proteinas, polimeros e cristais liquidos, empregando as
mais diferentes formas de estimulos para obtencdo dos espectros 2D (por ex.,
temperatura, pressdao, concentracdo, etc.) (HYE JEONG KIM, et al.,, 2005,
JINGGANG ZHAQO, et al., 2005 e JOAN TORRENT, et al., 2001). As investigagdes
de processos de desnaturacdo de proteinas e estabilidade de estruturas poliméricas
em fun¢do da variacdo de temperatura sdo os principais trabalhos encontrados na
literatura (ISAO NODA , et al., 2004, JING ZHANG, et al., 1995 e MURAYAMA,
K., etal., 2004 ).
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4 - Calorimetria Diferencial de Varredura

Differential scanning calorimetry (DSC) é uma técnica de analise
térmica que consiste no fluxo de calor e que contribui significantemente para
identificacdo da estabilidade das macromoléculas. A habilidade para monitorar
transigdes em proteinas, acidos nucléicos e lipidios, ndo ¢ somente por prover dados
da estabilidade termodindmica, mas também ¢é possivel examinar detalhes desses
processos e analisar as caracteristicas de estados intermediarios que envolvem o
unfolding/folding das biomoléculas (CHARLES H. SPINK, 2008).

A identificagdo de transigdes ¢ de suma importdncia pois nos
permite analisar quais sdo e a quantidade de energia presente em cada uma dessas
transicdes. E um método de analise muito usado na area de proteinas, aplicado a
processos de desnaturacao protéica (SPINK, et al., 2008; LADBURY, et al., 1998).

O calorimetro utiliza de uma alta sensibilidade para detectar
pequenas variagdes de energia, associada ao processo de desenovelamento, por
exemplo. A figura 5 esquematiza o calorimetro indicando as células da amostra e da

referéncia, aquecedores e computador que controla a taxa de aquecimento ¢ fluxo de

calor.
Celula atnostra Celula
arnostra ..
/ referéncia
Y ¥
1® L
l |
1 K,
aquecedor

Cotmputador para monitorar a temperatura
e controlar o fluze de calor

Figura 5 — Ilustra¢do esquematica do calorimetro do DSC, onde temos a célula da amostra
(tampao + proteina) e da referéncia (tampao), aquecedores e computador que controla a

taxa de aquecimento.
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Os dados obtidos pelo calorimetro sdo coletados pelo computador e
apresentados na forma de fluxo de calor (em mW, por exemplo) versus temperatura
e convertidos no chamado termograma (capacidade térmica a pressao constante (Cp)
versus temperatura). O termograma refere-se a contribuicdo proteica. O pico
evidente do termograma indica a temperatura de transi¢do principal (T,,) e da area
abaixo da curva do termograma determina-se a variacdo de entalpia (AH.,;) do
processo em estudo (COOPER, et al., 1999; OLOFSSON, et al., 1998).

O parametro termodinamico obtido ¢ a entalpia. Ela consiste da
energia que estd disponivel na forma de calor para o sistema. Essa energia pode
formar ou quebrar ligagdes, em uma proteina, como ligacdes de hidrogénio, pontes
dissulfeto, ligagdes i6nicas, entre outras. Quando AH < 0, ocorre uma liberacao de
calor do sistema (proteina), chamado de reacdo exotérmica. J4 quando AH > 0,
ocorre uma absorcdo de calor pelo sistema (proteina), chamado de reagao
endotérmica. Relacionando entalpia com a energia interna e o produto entre pressao

e volume, (CALLEN, 1985 ¢ COOPER, et al., 1999).
H=U+PV (14)

sendo U a energia interna do sistema, P a pressao e V o volume (CALLEN, 1985).

Fazendo a diferencial

dH = dU + VdP + PdV (15)

Partindo da primeira lei da termodindmica, temos que dU + PdV ¢
dq,
dH = dQ + VdP (16)

Quando em pressao constante (P = constante)

dH = dQ, (17)

Entdo temos que

AH = 0, (18)
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Portanto temos que a variacdo de entalpia (AH) ¢ um indicativo da
quantidade de energia, na forma de calor, presente no processo em estudo
(COOPER, et al., 1999), que ¢ responsavel por mudancas de fase ou estruturais em
macromoléculas, por exemplo.

Com os dados obtidos pelo DSC, iremos calcular a variagao de
entalpia de Van’t Hoff, realizado da seguinte forma (CHARLES H. SPINK, 2008,
FABRIZIA FOGLIA, et al., 2008, GUIDO BARONE, et al., 1997 ¢ PETER L.
PRIVALOV, et al., 1993)

AHyy = AR Tﬂ%ﬁ—;i (19)

Onde 4 ¢ um fator referente ao modelo de dois estados, com valor
igual a 4, R ¢ a constante universal dos gases, 7m a temperatura de transi¢ao
principal (pico do termograma), Cp a capacidade térmica a pressdo constante no
maximo (em 7m) e AH,_, a variagao de entalpia determinada a partir do termograma.
Com a determinagdo das duas entalpias (AH.; ¢ AHyy), podemos compara-las.
Quando AH., = AHyy, temos um processo de apenas dois estados. Se AH., > AHyy
podemos concluir a existéncia de um ou mais estados intermediarios, enquanto se
AHgy < AHyy temos uma cooperagao intermolecular (ALAN COOPER, 2001;
CHARLES H. SPINK, 2008 e JULIAN M. STURTEVANT, 1987).

5 - Materiais e Métodos
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dados:

5.1

Materiais utilizados para preparacdo das amostras e coletas

Ribonuclease A (RNase A) (SIGMA® R4875-1G)(E.U.A.);

Oxido de Deutério (D,0) (ALDRICH® 293040) (E.U.A);

Tris (plusone 17-1321-01)(E.U.A);

Acido cloridrico (HC1) (MERCK art.21603) (E.U.A.);

Balanca analitica (Toledo® do Brasil, modelo AR2140) (E.U.A.);
Medidor de pH (CORNING ph meter 430) (E.U.A.);

Porta amostra desmontavel (HARRICK, modelo DLC-M25) (E.U.A.);
Espacador de 100pm (HARRICK, modelo MSP-056-M25) (E.U.A.);
Janelas de CaF, (HARRICK, modelo WFD-U25, tamanho: 25 x 2mm)
(E.U.A));

Banho térmico (THERMO, modelo NESLAB RTE 7)(E.U.A);
Termopar (DELL TECH) (E.U.A.);

Espectrofotometro Nicolet NEXUS 670 FT-IR (E.U.A.);

Software Matlab 6 (E.U.A);

Software Ominic (E.U.A);

Software GRAMS® (E.U.A);

Software ORIGIN 7.0 (E.U.A.);

Calorimetro (Microcal VP-DSC micro calorimeter)(E.U.A.).

- Preparacao das solucoes
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Para a realizagdo do experimento foi necessaria a preparacao de
duas solugdes. Uma contendo apenas o Tris-HCI em deutério (D,0) que sera
referida como solugdo tampao e outra contendo Tris-HCI, deutério ¢ a proteina

em estudo, a qual sera chamada de solugdao de RNase A.

5.2 - Preparacao da solucao tampao e da RNase A

O tampao Tris-HCI foi preparado em deutério a concentragao
10mM e pD final de 8,4, para ao longo do aquecimento, mantermos o pH
fisiologico. A relacdo entre pH e pD pode ser expressa pela seguinte equacao
(MURAYAMA, et al., 2004):

pD =pH + 04 (20)

Para a solucdo de RNase A (grau de pureza > 99%), foi

preparada uma quantidade da solucao tampao (1mL) e dissolveu-se a quantidade de
RNase A de aproximadamente 20 mg/ml. Com as duas solu¢des preparadas, foram

deixadas overnigth, para a obtengdo da troca H/D, e realizacao das medidas de IR.

5.3 - Espectro infravermelho

O espectro infravermelho foi medido com um espectrofotometro
NEXUS 670 FT-IR Nicolet (E.U.A), purgado com nitrogénio (5L/min). A solugao
de proteina foi colocada entre um par de janclas de CaF, (fluoreto de calcio),
separadas com um espagador de 100 um e em seguida foi colocada em uma porta
amostra desmontavel cuja temperatura foi controlada por um banho térmico
(THERMO, modelo NESLAB RTE 7) (E.U.A).

Realizamos 256 interferogramas (scans) para cada espectro com
uma resolucdo espectral de 2 cm™. A temperatura da amostra foi controlada por um
banho térmico (THERMO)(E.U.A.) ¢ medida através de um termopar (DELL

TECH)(E.U.A), ligado diretamente a janela de CaF, contendo a amostra em anélise.
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Alcangando-se a temperatura desejada, aguardou-se por 10 minutos para assegurar o
equilibrio térmico da amostra e entdo foi obtido o espectro. O espectro da solugao
tampao foi obtido sob condi¢des idénticas as mencionadas acima e subtraido do
espectro da proteina em cada temperatura correspondente, feito através do software
GRAMS® (E.U.A). Este, além da subtracio entre o espectro referéncia (Tris-HCl) e
o espectro da proteina (Tris-HCI + RNase A), € responsavel por realizar a corregao
de linha de base (baseline), para o conjunto de espectros nas respectivas
temperaturas.

Medidas espectrais foram realizadas para as temperaturas de 26 a
78°C com AT igual a 2°C. Foi utilizado o software OMINIC® (E.U.A), que é
responsavel por coletar os dados vindos do espectrofotdmetro, construindo o

espectro entre 1700 a 1600 cm™, regido denominada de amida 1.

5.5 - Correlacao VV -2D e SS - 2D

A andlise de correlacdo 2D — IR foi efetuada em um programa
desenvolvido em plataforma MatLab (R2006a), utilizando a notacdo matricial
proposta por Noda (ISAO NODA, et al., 2004). Realizamos uma correcdo de
linha de base (baseline) nos espectros 1D, antes da realizagdo da andlise de
correlacdo. Para os dados espectrais da RNase A aplicou-se, primeiramente, a
analise de correlagao sample-sample (SS — 2D), para a detecg¢ao de temperaturas
de transicdes, pelas quais a proteina passa por variacdes conformacionais. As
analises conformacionais das estruturas secundarias foram realizadas pela analise

de correlacdo variavel-variavel (VV —2D).

5.6 - Dados de DSC
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Os dados de DSC foram coletados a partir do calorimetro (Microcal
VP-DSC (E.U.A.)). A taxa constante de aquecimento foi de 6°C / h, na faixa de
temperatura de 15 a 85°C. Foram coletados os dados da contribui¢do proteica, na
mesma concentragao utilizada para as medidas de infravermelho (20 mg/ml). A
partir do termograma da RNase A, realizamos a correcao de linha de base (baseline)
da curva e a analise de deconvolugao do termograma foi realizada no programa

Origin 7.0 (E.U.A).

6- Resultados e Discussao

6.1- Analise de DSC
28



Ao realizar a analise de DSC obtivemos o termograma da RNase A,

sem correcao de linha de base, e seu respectivo tampao, presente na figura 6.

Cpikd mal™ e
[}
o
1

T 7T T T T T 1
10 20 30 [1n} S0 (1] T =11 an

Temperatura (*C3

Figura 6 — Termograma da RNase A de 15 a 85°C, sem corre¢do de linha de base (baseline)
(curva preta) e a curva correspondente ao tampao (curva Vermelha).

Realizamos a subtracdo entre as curvas e posterior baseline (figura
7), permitindo assim a obtencao de parametros correspondentes ao desenovelamento
da RNase A. O termograma obtido ¢ caracteristico de um processo de dois estados
com um pico evidente a temperatura de ~ 65°C, que corresponde a temperatura de

transi¢cdo principal da RNase A (LI-XU WANG et al., 2006).
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Figura 7 — Termograma identificando a temperatura de transi¢do principal em 65°C
(indicado pela flecha).

Realizamos a partir do termograma acima, uma integral da curva,
para obtermos a entalpia do processo e identificamos o valor de aproximadamente
587 kJ mol™". Identificamos, entdo, que o processo de desenovelamento possui AH >
0, indicando que a reacdo foi endotérmica, isso é, a proteina absorveu energia
térmica para se desenovelar. Essa absor¢ao ¢ responsavel pela quebra das ligagdes
nao covalentes que estabilizavam a estrutura nativa.

A partir do termograma de DSC, calculamos a variacao de entalpia
de Van’t Hoff, realizada pela equagdo 19. Encontramos um AHyy ~ 405 kJ mol ™.
Comparando a entalpia de Van’t Hoff com a variagdao de entalpia do DSC (AH, ~
587 kJ mol'l), notamos que AHg, > AHyy € um AHyy/AHg, ~ 0,7. O indice da razao
entre as duas entalpias indica se o processo em estudo ¢ de dois estados (AHyy/AHy
=1), ou multiplos estados (AHy/AH.,; < 1) (ALAN COOPER,2001 ¢ JULIAN M.
STURTEVANT, 1987). Nesse trabalho, o valor de 0,7 ¢ indicativo de que o
desenovelamento térmico da RNase A ¢ um processo com multiplos estados (meta

estados) e ndo com dois estados.
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A partir disso, investigamos a possibilidade da existéncia de
temperaturas de pré e pos transi¢des, realizando uma deconvolucdo. Essa ¢ uma
analise muito utilizada em espectros de FTIR e CD para identificar a contribuicao,
no espectro de proteinas, das estruturas secundarias presentes (MURAYAMA, K. et
al., 2004) e também muito usado nas analises de DSC, com o intuito de identificar
possiveis contribui¢cdes que influenciam a curva de termograma, obtendo a variagao
de entalpia para cada contribui¢ao (JULIAN M. STURTEVANT, 1974, MOSTAFA
REZAEI-TAVIRANI, et al., 2006). Com a deconvolu¢dao obtivemos um ajuste de
0,99996 entre a curva experimental e a curva ajustada e identificamos as seguintes
temperaturas de pré transigoes em 36, 39, 43 e 49 e 59°C, poés transicao em 71°C,
além da transicao principal em ~ 65°C. Os respectivos valores entalpicos para cada
temperatura foram também determinados.

A figura 8 mostra a deconvolu¢do do termograma completo e na
figura 9 temos o termograma ampliado, na regido entre 33 a 52°C, que compreende

as temperaturas de 36, 39, 43 ¢ 49°C.
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Figura 8 — Espectro de DSC deconvoluido de 26 a 78°C, identificando o AH, das sete
regides no qual o espectro foi analisado, onde a curva referente a soma das contribui¢des se
sobrepoe a curva de DSC e as setas indicam o pico das gaussianas encontradas para cada
temperatura.
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Figura 9 — Espectro de DSC deconvoluido ampliado de 33 & 52°C, identificando as quatro
primeiras transicdes obtidas do termograma. A curva correspondente a soma das
contribuigdes sobrepde a curva de DSC (curva preta), com as respectivas gaussianas
referentes as temperaturas de 36°C, 39°C, ~ 43°C e ~49°C.

Para demonstrar que a corre¢do de linha de base ndo influenciou na
identifica¢do das quatro primeiras transi¢des, realizamos uma ampliagao das regioes
correspondentes a essas temperaturas antes da correcao de linha de base, mostrado

na figura 10.
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Figura 10 — Regides do termograma da RNase A correspondentes as temperaturas de ~ 36
(a), ~39 (b), ~ 43 (c) e ~ 49°C (d), antes da correcao de linha de base (linhas pontilhadas) e
um fit para podermos visualizar melhor as transi¢des (linha vermelha).

Podemos observar que essas transicdes, mesmo com pequena
contribui¢do, estao presentes no termograma da RNase A, mesmo antes do baseline.
Isso indica que sdo transi¢des presentes no processo de desenovelamento térmico. A
tabela 1 resume as temperaturas de transi¢ao (em Celsius (°C )) obtidos pelo DSC, e

suas respectivas variagdes de entalpia.
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Tabela 1 — Resumo das temperaturas de transi¢do encontrados no DSC, e suas respectivas
dreas (AH) em kJ mol”!

Temperatura (°C) | AHg, (kJ mol™)
36°C 0,06 + 0,01
~39°C 0,41 +0,1
~43°C 0,80+ 0,2
~49°C 1,03 +0,1
~59°C 47,57+0,5
65°C 502,64 £ 1
~71°C 34,00 + 0,6

Com os dados da tabela 1, observamos que, a temperatura de
transicao principal (65°C) foi a que mais contribuiu energeticamente para o
desenovelamento da RNase A, possuindo um AHg,; ~ 502 kJ mol™'. Mais adiante
quando apresentarmos os dados de SS-2D e VV-2D, realizaremos uma analise mais

detalhada dos AH,.

6.2 — Desenovelamento térmico da RNase A

A regido espectroscOpica que utilizamos para o estudo de
desenovelamento proteico foi a chamada regido amida I, correspondente ao intervalo
de 1700-1600 cm™. Essa regido ¢ atribuida principalmente a vibragio de estiramento
de C=0 (BARTH, A, 2007). Os numeros de onda serdo relacionados com
determinadas estruturas secundarias, tomando como base o que ja foi realizado em
muitos trabalhos em espectroscopia de infravermelho nos ultimos anos (BARTH,
A., 2007; MURAYAMA, K. et al., 2004; YONG-BIN YAN, et al., 2006). A tabela
2 sera utilizada para analise das estruturas secundarias, referentes a cada niumero de

onda (cm™).
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Tabela 2- Baseada nos dados experimentais de acordo com Yong-Bin Yan, Jun Zhang,
Hua-Wei He; Hai-Meng Zhou, 2006.

Niimero de onda (cm™) Estruturas secundarias
1611 -1618 Cadeia Lateral/
agregacao (altas temperaturas)

1625 Folhas-f3

1629 — 1639 Folhas-3
1638 Folhas-f3

1644 — 1649 Desordenadas (aleatoria)

1650 — 1657 Hélice-a

1660 — 1675 Voltas

1682 — 1690 Folhas-P antiparalelas

A figura 11 mostra o resultado obtido do espectro FTIR da RNase A
para o intervalo temperatura de 26 & 78 °C, com um AT = 2°C. E possivel notar que
alteracdes ocorrem no espectro da proteina. Percebe-se que para baixas temperaturas
(abaixo de 60°C), existe a presenca de pico marcante, por volta de 1640 cm™,
correspondente as estruturas de folhas-f. Com o aumento da temperatura (acima de
60°C), a intensidade espectral em 1640 cm™ diminui, por possiveis rompimentos

dessas estruturas secundarias, decorrentes a absorcao de energia térmica.
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Figura 11 — Espectro de infravermelho da banda amida I, de 1600 — 1700 cm™, da proteina
RNase A para temperaturas de 26°C a 78°C.

Informagdes sobre as mudangas nas estruturas secundarias sao
comprometidas no espectro 1D por causa da sobreposi¢do de bandas referentes a
cada componente. Para a obtengdo de maiores detalhes sobre o processo de
desenovelamento térmico da RNase A, utilizaremos as analise de correlagdo

bidimensional sample-sample e varidvel-variavel.

6.3- Analise de correlacio sample sample (SS-2D)

A partir dos dados obtidos no FTIR e com o tratamento matricial
realizado pela andlise de correlagdo bidimensional sample-sample (SS - 2D),
construimos a figura 12, que corresponde ao espectro de correlagdo SS-2D na forma
de superficie (trés dimensoes) e o corte ortogonal do mesmo espectro de correlagao

SS — 2D para as temperatura de 26 a 78°C (figura 13). Na figura 12 temos um ponto
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de sela indicado na superficie por uma seta. Este mesmo ponto é encontrado na
figura 13 como um ponto de intersec¢ao, indicado por uma seta. Ambos mostram a
temperatura de transi¢cdo principal (= 65°C), que estd em concordancia com o0s

estudos da RNase A (66 °C) (LI-XU WANG, et al., 2006).

Figura 12 — Espectro de correlacdo sample-sample (SS-2D) para as temperaturas de 26 a
78°C,com um ponto de transi¢ao indicado pela flecha.
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Figura 13 — Corte ortogonal do SS - 2D da RNase A para as temperaturas de 26 a 78°C,
com um ponto de transi¢cao indicado pela flecha.

Ao obtermos essa temperatura, analisamos, entdo, a regido abaixo
(26°C a 64°C) e acima (66°C a 78°C) de 65°C, para identificarmos a presencga de
possiveis pré e poOs-transicdes e suas respectivas temperaturas. Estas também sao
importantes no processo de desenovelamento da RNase A, pois nestas temperaturas
a proteina passa por mudangas na sua conformag¢do. Para a regido abaixo de 65°C,

temos a figura 14.
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Figura 14 — Corte ortogonal do SS - 2D da RNase A para as temperaturas de 26 4 64°C.

A partir da andlise da regido abaixo da temperatura de transi¢ao
principal, identificamos um ponto de transi¢do em ~ 51°C (figura 12). Com isso,
analisamos, novamente, a regido abaixo a essa temperatura (26 a 50°C) e

identificamos mais trés transigoes.
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Figura 15 — Corte ortogonal do SS - 2D da RNase A para as temperaturas de 26 4 36°C.

Figura 16 — Corte ortogonal do SS - 2D da RNase A para as temperaturas de 32 4 42°C.
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Figura 17 - Corte ortogonal SS - 2D para a RNase A para as temperaturas de 40 4 50°C.

Identificamos, a partir das figuras 15, 16 e 17, mais trés pontos de
transicdo (31, 37 e ~ 45°C). Isso nos mostra que a regido abaixo de 65°C possui
temperaturas de pré transicoes no processo de desenovelamento. Realizamos
também a andlise da regido acima da temperatura de transicdo principal,
identificando a existéncia de um ponto de transi¢do (pos — transi¢do), como mostra a

figura 18.
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Figura 18 — Corte ortogonal do SS - 2D da RNase A para as temperaturas de 66 4 78°C.

Com isso, identificamos quatro temperaturas de pré-transigao (31,
37, 45 e 51°C) e uma temperatura de pds-transi¢do em ~ 70°C. Assim ¢ possivel

construirmos a tabela 3 que resume as temperaturas de transi¢des obtidas no DSC e

na andlise de correlagao SS-2D.

Tabela 3 — Resumo das temperaturas de transi¢do encontrados no SS— 2D e DSC.

SS-2D DSC
1? regido 31°C 36°C
2 ? regido ~37°C ~39°C
3 ? regido ~45°C ~43°C
4 ? regido ~51°C ~49°C
5 %regido 65°C 59 e 65°C
(melting)
6 ? regiao ~70°C ~71°C
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A partir dos dados da tabela 3, observamos a corroboracdo da
correlagdo SS-2D pelos dados de DSC, identificando, praticamente, as mesmas
temperaturas de transi¢cdes, nas mesmas regioes estudadas. Com isso temos que
ambas as técnicas sdo capazes de identificar essas transi¢cdes. Isso € importante pois
possibilita a confirmacao da existéncia de multiplas transi¢des, que sdo cruciais para

a compreensao do processo de desenovelamento da RNase A.

6.4- Analise de correlacido variavel variavel (VV-2D)

Investigaremos, conformacionalmente, as regides das transigoes,
que foram identificadas por DSC e correlagdo SS-2D. A seguir apresentaremos a
analise de correlagdo VV — 2D de cada regido especifica, contendo a temperatura de
transicdo, para identificarmos as mudangas conformacionais ocorridas em cada

regiao.

44



6.4.1 - Primeira regiao:

Figura 19 — VV - 2D sincrono para a primeira regio.

A partir do grafico sincrono (figura 19) identificamos os auto picos
(presentes na diagonal, indicados com flechas) em 1630 cm™, que corresponde 4s
estruturas de folhas-B, em 1656 cm™ e 1680 cm™, correspondentes as hélices-a e
folhas-p antiparalelas, respectivamente. Nos picos cruzados (fora da diagonal),
identificamos a correlagdo entre essas estruturas, sugerindo que as mudancas de
intensidade espectrais ocorrem em dire¢des coincidentes (pico cruzado positivo) ou

opostas (picos cruzados negativos).
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Figura 20 — VV - 2D assincrono para a primeira regiao.

Com o grafico do VV - 2D assincrono (figura 20), ¢ possivel
evidenciar as correlagdes entre as estruturas, isso €, podemos identificar a ordem
com que as estruturas se modificam, ou seja, a sequéncia de eventos para a primeira
regidio. Os picos cruzados positivos sdo: (1629 - 1682 cm™), (1629 - 1656 cm™),
(1656 - 1690 cm™) e (1656 - 1669 cm™), indicando que as estruturas de folhas-p
assinaladas em 1629 cm™ sdo posteriormente afetadas que as hélice-o (1656 cm™) e
folhas-p antiparalelas (1682 cm™). Isso sugere que as estruturas secundarias de
hélices-o ¢ folhas-B antiparalelas s3o mais suscetiveis termicamente, quando
comparadas as folhas-B. Temos também uma correlagio entre hélice-a em 1656 cm’™
e, folhas-B antiparalelas (1690 cm™) e voltas-p (1669 cm™), indicando que as a
voltas-B e folhas-P antiparalelas sdo posteriormente afetadas que as hélices-a. Essa
correlagdo sugere que as estruturas secundarias de hélices-a sdo termicamente mais

suscetiveis do que as voltas-f e folhas-f antiparalelas. Os picos negativos sdo: (1629
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- 1690 cm™), (1629 - 1668 cm™) e (1629 - 1642 cm™), indicando que as folhas-p em
1629 cm™ sdo posteriormente afetadas que folhas-B antiparalelas em 1690 cm™, as
voltas-p em 1668 cm™ e folhas-p em 1642 cm™. Isso sugere que as estruturas
secundarias de folhas-p antiparalelas, voltas-p ¢ folhas-p em 1642 cm™ sdo mais
suscetiveis termicamente, quando comparadas as folhas-f em 1629 cm™.

Com isso temos a seguinte sequéncia de suscetibilidade térmica das
estruturas secunddrias: hélices-a » folhas-f antiparalelas, voltas-p e folhas-f em
1642 cm™ > folhas-p em 1629 cm’l. Portanto identificamos para a primeira regido,
que as hélices-a em 1656 cm™' sdo as estruturas secundarias mais suscetiveis a
flutuacdes térmicas na RNase A.

6.4.2 - Segunda regifo:

Figura 21 — VV - 2D sincrono para a segunda regiao.

Analisando o grafico sincrono (figura 21) notamos, nos auto picos
(flechas maiores), a presenca de folhas-f em 1632 cm’', hélice-a em 1655 cm™,

voltas-p em 1670 cm™' e folhas-p antiparalela em 1691 cm™. Nos picos cruzados
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(fora da diagonal), identificamos a correlagdo entre essas estruturas secundarias,
sugerindo tanto mudancas de intensidades coincidentes (picos cruzados positivos),

como mudangas de intensidades opostas (picos cruzados negativos).

Figura 22 — VV - 2D assincrono para a segunda regido.

No grafico assincrono (figura 22), ¢ possivel evidenciar as
correlagdes entre as estruturas. Os picos cruzados positivos sdo: (1656 - 1691 cm')e
(1656 - 1668 cm™), indicando que as hélices-a sdo posteriormente afetadas do que
as folhas-B antiparalelas em 1691 cm™ e voltas-p em 1668 cm™. Isso sugere que as
estruturas secundarias de folhas-B antiparalelas e voltas- sdo mais suscetiveis a
flutuagdes térmicas do que as hélices-a. Os picos negativos sdo: (1629 - 1691 cm™),
(1632 - 1663 cm™), (1632 - 1642 cm™) ¢ (1669-1681 cm™), indicando que as folhas-
B em 1632 cm™ sdo posteriormente afetadas que as voltas-p ¢ folhas-p em 1642 cm’
'. O mesmo se aplica as folhas-p em 1629 cm™, quando correlacionadas com as

folhas-B antiparalelas em 1691 cm™. Essa informagio sugere que e as estruturas
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secundarias de voltas-p e folhas-p em 1642 cm™ sdo mais suscetiveis termicamente,
quando comparadas as folhas-p em 1632 cm™. As folhas-p antiparalelas também sio
termicamente mais suscetiveis do que folhas-p em 1629 cm™. Temos também a
correlagio (1669-1681 cm™), indicando que as estruturas de folhas-B antiparalelas
em 1681 cm™ sdo posteriormente afetadas do que as voltas-p em 1669 cm”. Essa
informacao sugere que as estruturas secunddrias de voltas-f sdo mais suscetiveis
termicamente, quando comparadas as folhas-f3 antiparalelas.

A partir dessas informagdes, obtivemos a seguinte sequéncia de
suscetibilidade térmica para as estruturas secundarias: Voltas-f » folhas-f
antiparalelas e folhas-p em 1642 cm™ > folhas-p em 1632 e 1629 cm™ e hélices-a.
Portanto temos para a segunda regido, que as estruturas secundérias mais suscetiveis

a flutuagdes térmicas sao as voltas-f3.
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6.4.3 - Terceira regiao:

Figura 23 — VV - 2D sincrono para a terceira regiao.

Analisando o grafico sincrono (figura 23) identificamos, nos auto
picos (flechas), a presenca de picos em 1630 cm™, correspondente as folhas-B,
folhas-B em 1642 cm™, hélices-a em 1653 cm™, voltas-p em 1665 cm™ e folhas-B
antiparalelas em 1692 cm™”. Os picos cruzados positivos ¢ negativos (fora da
diagonal) mostram a correlagdo entre essas estruturas, indicando a coincidéncia ou

nao das mudangas de intensidade.
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Figura 24 — VV - 2D assincrono para a terceira regido.

No grafico assincrono (figura 24), é possivel observar as correlagdes
entre as estruturas. Os picos cruzados positivos sao: (1630 - 1653 cm'l), (1642 -
1671 cm™), (1653 - 1691 cm™) e (1653 - 1663 cm™), indicando que as estruturas de
hélices-o assinaladas em 1653 cm™ sdo posteriormente afetadas, com relagdo as
folhas-B antiparalelas em 1691 cm™ e voltas-p em 1663 cm™. Isso sugere que as
estruturas secundarias de folhas-f antiparalelas e voltas- sdo mais suscetiveis a
flutuagdes térmicas, quando comparadas com as hélices-a. As voltas-p em 1670 cm™
sio posteriormente afetadas do que folhas-p em 1641 cm™, sugerindo que as
estruturas secundarias de folhas-p em 1641 cm™ sdo mais suscetiveis termicamente
do que as voltas-p. O mesmo acontece com as folhas-p em 1630 cm™ quando
comparadas com as hélices-a (1653 cm™) tendo que as folhas-B sdo mais suscetiveis

termicamente que as hélices-a.
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Os picos cruzados negativos sdo: (1630 - 1691 cm™), (1630 - 1665
cm™), (1630 - 1642 cm™), (1642 - 1653 cm™) e (1671 - 1691 cm™), indicando que as
folhas-p antiparalelas em 1691 cm™, voltas-p em 1665 cm™ e folhas-p em 1642 cm’™
sdo posteriormente afetadas do que as folhas-B em 1630 cm™. Isso sugere que as
estruturas secundarias de folhas-p em 1630 cm™ sdo termicamente mais suscetiveis,
quando comparadas com as folhas-B antiparalelas, voltas-p e folhas-p em 1642 cm’.
As hélices-o. em 1653 cm™ sdo posteriormente afetadas com relacdo as folhas-p em
1642 cm™, sugerindo que as estruturas secundarias de folhas-p em 1642 cm™ séo
mais suscetiveis termicamente do que as hélices-a. O mesmo acontece com as
estruturas secunddrias de folhas-f antiparalelas quando comparadas com as voltas-J3,
tendo que as folhas-f antiparalelas sdo termicamente mais suscetiveis que as voltas-
B.

A partir da analise VV-2D, temos a seguinte sequéncia de eventos
para as estruturas secundarias: folhas-p em 1630 cm™ » folhas-p em 1642 cm™ >
hélices-a » folhas-p antiparalelas » voltas-p. Portanto temos que as estruturas de

1 o~ . , . - , . e~
folhas- em 1630 cm™ s3o as mais suscetiveis a flutuacdes térmicas nessa regiao.
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6.4.4 - Quarta regiao:

Figura 25 — VV - 2D sincrono para a quarta regido.

Considerando o grafico sincrono (figura 25) notamos, nos auto
picos (flechas), a presenca de picos em 1630 cm™ e 1641 cm™, ambos referentes as
folhas-B e também em 1662 ¢ 1675 cm™', correspondentes a estrutura de voltas-p. Os
picos cruzados (fora da diagonal) indicam a correlacdo entre essas estruturas, nos
quais as mudangas de intensidade podem ser coincidentes (picos cruzados positivos)

ou opostas (picos cruzados negativos).

53



Figura 26 — VV - 2D assincrono para a quarta regiao.

No grafico assincrono (figura 26), ¢ possivel identificar as
correlagdes entre as estruturas. Os picos cruzados positivos sdo: (1630 — 1640 cm™),
(1635 — 1690 cm™) e (1638 — 1662 cm™), indicando que as estruturas de folhas-p em
1630 cm™ sdo posteriormente afetadas do que as folhas-§ em 1640 cm™. Isso sugere
que as estruturas secundarias de folhas-p em 1640 cm™ sdo mais suscetiveis a
flutuagdes térmicas do que as folhas-p em 1630 cm™. As folhas-p em 1635 cm™ séo
posteriormente afetadas do que as folhas-B antiparalelas em 1690 cm™, sugerindo
que as estruturas secundarias de folhas-f antiparalelas sdo termicamente mais
suscetiveis, quando comparadas com as folhas-p em 1635 cm™. As voltas-p em 1662
cm’ sdo posteriormente afetadas do que as folhas-B em 1638 cm™', sugerindo que as
estruturas secundarias de folhas-p em 1638 cm™ sdo mais suscetiveis termicamente

do que as voltas-f.
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O pico negativo se localiza em: (1631 — 1675 cm™), indicando que
as folhas-p em 1631 cm™' sdo posteriormente afetadas do que as voltas-p em 1675
cm™. Isso sugere que as estruturas secundarias de voltas-p sdao termicamente mais
suscetiveis do que as folhas-B em 1631 cm™.

A partir das informagdes acima, temos a seguinte sequéncia de
eventos para as estruturas secundarias: folhas-B em 1638 ¢ 1640 cm™ > voltas-p e
folhas-p antiparalelas > folhas-p em 1630 e 1635 cm™. Com isso temos que as
estruturas secundarias de folhas-p em 1640 e 1638 cm™ sdo as mais suscetiveis a
flutuagdes térmicas referentes a quarta regiao.

6.4.5 - Quinta regiao:

Figura 27 — VV - 2D sincrono para a quinta regido.

Analisando o mapa sincrono (figura 27) notamos, nos auto picos
(flechas maiores), a presenca de folhas-f em 1632 cm™ e de voltas-p em 1665 cm™.
No pico cruzado negativo (flecha menor), identificamos a correlagdo entre as

estruturas secundarias de folhas-p em 1632 cm™ e voltas-p em 1665 cm™, indicando
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que as mudancas de intensidade sdo em dire¢des opostas, ou seja, enquanto as

folhas-f diminuem, as estruturas de voltas-p aumentam.

Figura 28 — VV - 2D assincrono para a quinta regiao.

No grafico assincrono (figura 28), é possivel evidenciar as
correlagdes entre as estruturas secundarias. O pico cruzado positivo se localiza em:
(1627 — 1665 cm™), indicando que as estruturas de folhas-p em 1627 cm™ sdo
posteriormente afetadas do que as voltas-p em 1665 cm™. Isso sugere que as
estruturas secundarias de voltas-f sdo mais suscetiveis termicamente, quando
comparadas com as folhas-B em 1627 cm™. Os picos cruzados negativos sdo: (1627
- 1632 cm™) e (1632 - 1653 cm™), indicando que as folhas- em 1632 cm’ sdo
posteriormente afetadas do que as hélices-o em 1653 cm™. Isso sugere que as
estruturas secundarias de hélices-a sdo termicamente mais suscetiveis do que as

folhas-B em 1632 cm™'. O mesmo acontece com as estruturas secundarias de folhas-p
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em 1632 cm™ quando comparadas com as folhas-p em 1627 cm™, tendo que as
folhas-B em 1632 cm™ sdo mais suscetiveis termicamente do que as folhas-p em
1627 cm™.

Com os dados da correlacio VV-2D mostrados acima, temos a
seguinte sequéncia de eventos para as estruturas secundarias: hélices-a » folhas-p em
1632 cm™ ¢ voltas-B » folhas-f em 1627 cm™. Portanto temos que as estruturas
secundarias mais suscetiveis a mudangas conformacionais na quinta regido sao as
hélices-a em 1653 cm™.

6.4.6 - Sexta regiao:

Figura 29 — VV - 2D sincrono para a sexta regiao.

Analisando o mapa sincrono (figura 29) notamos, nos auto picos
(flechas maiores), a presenca de picos em 1632 cm™ e 1667 cm™', correspondente as
estruturas de folhas-f e voltas-f3, respectivamente. No pico cruzado negativo (flecha
menor), identificamos a correlagdo entre as estruturas de folhas-f e voltas-f3,

indicando que as folhas-f diminuem, enquanto as estruturas de voltas-f aumentam.
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Figura 30 — VV - 2D assincrono para a sexta regido.

No grafico assincrono (figura 30), é possivel evidenciar as
correlagdes entre as estruturas. O pico cruzado positivo é: (1616 - 1670 cm’™),
indicando que as estruturas de voltas-f sdo posteriormente afetadas do que a
formacao de agregados. Isso sugere a formagdo de agregados quando comparados
com as estruturas de voltas-p. Os picos cruzados negativos sdo: (1616 - 1632 cm™),
(1632 - 1662 cm™) e (1632 - 1645 cm™), indicando que a formacdo de agregados
(LI-XU WANG, et al. 2008 e LI-XU WANG, et al. 2006), e as estruturas
secundarias de voltas-p em 1662 cm™ sdo posteriormente afetadas do que as folhas-
B em 1632 cm™. Isso sugere que as estruturas secundarias de folhas-p em 1632 cm’™
sdo termicamente mais suscetiveis, quando comparadas aos agregados e voltas-p. O

‘o -1
mesmo acontece com as estruturas aleatérias (1645 cm™) quando comparadas com
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as folhas-p em 1632 cm™, tendo que as estruturas aleatorias sdo mais suscetiveis
termicamente que as folhas-p em 1632 cm™.

A partir dos dados apresentados acima, temos a seguinte sequéncia
de suscetibilidade térmica para as estruturas secundarias: aleatdrias » folhas- em
1632 cm™ » agregagdo > voltas-p. Portanto, nessa faixa de temperatura, temos as
estruturas aleatorias como as mais suscetiveis, sendo que nessa regido de poOs-
transi¢cdo, grande parte das estruturas secundarias formam rompidas dando origem as
estruturas aleatorias.

Podemos relacionar, para cada transi¢ao, a estrutura secundaria mais
suscetivel com os dados entalpicos obtidos pelo DSC. A tabela 4 apresenta um
resumo das temperaturas encontradas em ambas as técnicas, a estrutura mais

suscetivel em cada regido e a variagao de entalpia de cada transi¢ao.

Tabela 4 — Resumo das temperaturas de transi¢dao encontradas no DSC e correlagdo SS —
2D, estruturas secundarias mais sensiveis e o AH.,; para cada regido.

DSC SS-2D VV-2D AH ¢y
(kJ mol™")
1 ? regido 36°C 31°C Hélices-a 0,06 £ 0,01
2 ? regido ~39°C ~37°C Voltas 0,41 +0,1
3 ? regido ~43°C ~45°C Folhas-f3 0,80+0,2
4 ? regido ~49°C ~51°C Folhas-f3 1,03+ 0,1
5 ?regiao ~59 ¢ 65°C 65°C Hélices-a 550,21 £ 1
(melting)
6 ? regido ~71°C ~70°C Aleatorias 34,00 + 0,6

Para as quatro primeiras regioes temos a variagao de entalpia (AH,)
de ~ 0,05, 0,4, 0.8 ¢ 1,0 kJ mol™, respectivamente. Com isso observamos que ¢
pouco provavel que ligagdes nao covalentes que estabilizavam as estruturas
secundarias (ligagdes de hidrogénio, pontes dissulfeto, entre outras), foram
rompidas. Portanto estruturas secundarias como hélices-a, voltas-p e folhas-3

estejam sob o efeito de flutuagdes conformacionais.
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Para a quinta regido (regido de transi¢dao principal), temos AH., ~
550 kJ mol'. Esse valor indica que essa transicio é a que mais colabora para o
desenovelamento proteico e que as ligagdes que estabilizam a RNase A, em sua
maior parte, foram rompidas. Dentre essas ligagdes estao as ligagdes de hidrogénio
com uma energia de formacdo de 10-30 kJ mol' (VOET, D. et al, 2002), e
principalmente as pontes dissulfeto com energia de formacdo ~ 31 - 54 kJ mol
(MICHEL DAUNE, 1993; YUE-JIN LI, et al., 1995). Relacionando os valores de
entalpia com as mudancas conformacionais das estruturas secundarias, temos que os
rompimentos iniciaram-se nas hélices-a, que sdo as estruturas mais suscetiveis

termicamente, como indicado pela andlise VV-2D.

Figura 31 — Sequéncia de aminoacidos (estrutura primaria) e as estruturas secundarias
formadas em cada regido. Além disso temos indicadas as oito cisteinas da RNase A e as

pontes dissulfeto indicadas pelas linhas tracejadas verdes (PDB-5rsa).
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Figura 32 — Estrutura tridimensional da RNase A com as pontes dissulfeto representadas
pelas esferas, as estruturas secundarias de hélices-a, folhas-p, voltas-f e aleatorias e as

pontes de hidrogénio em pontilhado.

Podemos observar pela sequéncia (figura 31) e figura 32, que temos
quatro pontes dissulfeto que estabilizam a estrutura proteica. A primeira ponte
dissulfeto (C26-C84) esta entre hélice-a e folha-P, tendo na regido a presenca de
aminodcidos polares, apolares, além de aminoacidos carregados, como tirosina,
asparagina, acido aspartico e arginina, respectivamente. A segunda ponte dissulfeto
(C40-C95) liga duas estruturas de voltas-f, possuindo na regido a presenca de
aminodcidos carregados (positivamente), polares e apolares, como arginina, lisina,
asparagina e alanina. A terceira ponte dissulfeto (C58-C110) se forma também entre
hélice-a e folha-f, tendo a presenga de aminoécidos carregados (negativamente),
polares e apolares, como glutamato, serina, valina e alanina. A quarta e ultima ponte

dissulfeto (C65-C72) encontra-se ligando folha-B e voltas-B, tendo a presenga de
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aminoacidos carregados (positivamente), polares e apolares, como lisina, asparagina,
alanina e tirosina, respectivamente.

Temos que duas das trés hélices-a presentes na RNase A, estdo
ligadas a estrutura tridimensional por meio de duas pontes dissulfeto (C26-C84 ¢
C58-C110). Por esse motivo, quando as pontes dissulfeto sdo rompidas nessa quinta
regido, temos que as hélices-o passam a serem as estruturas secundarias mais
suscetiveis termicamente, por estarem “livres”.

Para a sexta regido (regido de pds-transi¢ao), o valor de AH., ~ 34
kJ mol”, indicando que ligacdes ainda restantes na estrutura praticamente
desenovelada, ainda estdo sendo rompidas, como ¢ o caso das ligacdes de hidrogénio
(energia de formacao de 10 - 30 kJ mol” cada) (VOET, D. et al., 2002). Por isso ¢
observado a presenca de estruturas aleatorias e a formagao de agregados, decorrentes

do desenovelamento da RNase A.
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7- Conclusao

A técnica de DSC foi utilizada na observacdo de dependéncia
térmica da RNase A. A sequéncia de aminoacidos presente na RNase A indica a
existéncia de quatro pontes dissulfeto que concede a proteina uma estabilidade
térmica, como indicado pelo DSC. Observamos que o termograma ¢ caracteristico
de um processo de dois estados, no qual identificamos o valor da variacdo de
entalpia (AH.,) a partir da integral da curva de DSC. O valor da entalpia para o
processo de desenovelamento foi de aproximadamente 587 kJ mol™, que se encontra
em acordo com a literatura (GUIDO BARONEA, et al., 2008 ¢ SIMONA D.
STELEA,et al., 2001). A partir disso, calculamos a variacao de entalpia de Van’t
Hoff (AHyy ~ 405 kJ mol') que é comparada com a entalpia encontrada pelo
termograma de DSC. Temos que AH.,; > AHyy € AHyy/AH¢, ~ 0,7, indicando que o
desenovelamento térmico da RNase A € um processo com multiplos estados (meta
estados) e ndo com dois estados (ALAN COOPER,2001).

Foi possivel, a partir da deconvolugao, investigarmos a existéncia
de temperaturas de transi¢des no processo de desenovelamento. Foram encontrados
temperaturas de pré transicdo em 36, 39, 43, 49 e 59°C, que foram identificadas
mesmo antes da corre¢do de linha de base, uma pos transi¢ao em 71°C, bem como a
temperatura de transi¢do principal em ~ 65°C.Todas essas temperaturas podem
servir de pontos de investigacdo nos quais a RNase A pode estar submetida a
mudancas conformacionais. A presenca dessas transigdes confirma o
desenovelamento térmico da RNase A como ndo sendo um processo de dois estados,
mas sim com multiplos estados (MICHAEL C. CHEN, et al., 1976, JING ZHANG,
et al., 1995, YOUJIRO TAMURA, et al., 1995 ¢ LI-XU WANG, et al., 2006).
Além disso, identificamos também as diversas contribui¢des entalpicas,
quantificando o AH., em cada transi¢ao. Esses dados foram apresentados na tabela
4, juntamente com a identificacdo da localizagdao das temperaturas encontradas pela

deconvolucao do termograma. Desses dados destacamos que a regido da temperatura
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de melting foi a com maior absor¢do de energia térmica por parte da RNase A (AH,
~ 550 kJ mol™) e a que mais colaborou para o processo de desenovelamento térmico.

As analises de correlagdo SS-2D identificaram as temperaturas de
pré transicao em 31, 37, 45 ¢ 51°C, uma temperatura de pos transigao em 70°C, bem
como a temperatura de transi¢do principal em ~ 65°C. Esses resultados foram
corroborados pelos dados de DSC, pela identificagdo de praticamente, as mesmas
temperaturas de transicoes em ambas as técnicas. A analise de correlagdo VV-2D
monitorou mudangas conformacionais observadas nessas transi¢oes, identificando a
sequéncia de suscetibilidade térmica das estruturas secundarias, bem como a
identificacdao da estrutura secundaria mais suscetivel termicamente em cada regido.
A tabela 4 resume as informagdes obtidas pela analise de correlagao 2D, além dos
dados obtidos pelo DSC.

As informagdes obtidas em ambas as técnicas, quando comparadas
com os dados ja obtidos na literatura, indicam que, tanto pelo DSC como pelo SS-
2D, determinamos temperaturas de transi¢do ainda nao identificadas (DSC: 36, 39,
49, 59 ¢ 71°C e SS-2D: 31,37,51 e 70°C). Além disso obtivemos pelo DSC, o AH
para cada uma dessas transi¢des e pela analise VV-2D identificamos qual estrutura
secundaria ¢ mais suscetivel termicamente em cada regido de transigao.

Esse conjunto de informagdes sobre o processo de desenovelamento
térmico da RNase A nos leva a concluir que as analises de correlagao SS-2D e VV-
2D, aplicadas a técnica espectroscopica (FTIR), foi capaz de identificar transi¢des
durante esse processo, que foram corroborados por dados da técnica de andlise
térmica (DSC), além da dindmica conformacional das estruturas secundarias em
cada transi¢do, respectivamente. Isso permite a compreensao do desenovelamento
protéico a nivel estrutural e molecular, possibilitando o entendimento mais

aprofundado sobre a RNase A.
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