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ABSTRACT

In this work we have studied the effect of adding osmolytes of different
chemical groups and sizes on the folding-unfolding reaction of apomyoglobin (apoMb)
at acid pH using circular dichroism. In pure water at neutral pH, apoMb is fully folded
(N state) and unfolds in two steps by lowering the pH. Between pH 5 and 4 the protein
changes conformation from the Native state to an Intermediate, partially folded state.
Lowering the pH bellow 4 the protein further unfolds to the Denatured state D. We
show that different sugars, polyols and poly-ethylene-glycols stabilize the folded
conformation of the protein against pH denaturation. We have show that, from pH 2.4
to pH 2.5, the apoMb is fully denatured in pure water, and the addition of those
osmolytes induces refolding, and stabilizes the Intermediate state of this protein. The
stabilization of the | state by inert solutes is similar to the well reported stabilization
produced by high salt concentration. The | state stabilized at saturating solute
concentration has the same degree of secondary structure for all nine osmolytes used
in this study, and agree with that measured for apoMb at low pH and high NaCl
concentration, suggesting that the | state of apoMb represents a stable
thermodynamic conformation of the protein. We have also determined the
dependence of the equilibrium constant between state D and |, at fixed pH, on solute
concentration. These data were analyzed considering the effect of water activity on
the equilibrium in order to determine the hydration change associated with the folding
reaction. We have found that the hydration change associated with coil to helix
transition increases linearly with the partial specific volume of the solutes used to
buffer water activity, indicating that the cooperativity of the reaction increases with

solute sizes. We have interpreted these data suggesting that solute to protein

excluded volume effects are responsible for the observed increase in cooperativity

since the conformational space of the coil decreases with solute size and
concentration forcing the collapse of the denatured protein. We were able to show that
this athermal collapse induced by adding inert solutes to the protein solution
reduces the difference between the standard chemical potentials of the denatured
and the refolded protein but not change their sign. Therefore, excluded volume effects

can not explain the stabilization of the Intermediate state in relation to the Denatured




state of the protein, which requires a change in sign on the Gibbs free energy
difference. We propose that the main driving force stabilizing the secondary structure
of the | state at any solute concentration is the dependence of the chemical potential
of each state of the protein on water activity, which is proportional to the number of
water molecules of hydration. In conclusion, the proposed model allows one to explain
both the cooperativity of helix formation and the increase on the stability of helix

formed structures at low pH and low water activity. The consequent corollary of this

model is that the initial step of apoMb folding reaction, i.e., the formation of some
important helices, is governed by entropic effects related to the vastness of the
conformational space accessible to the unfolded protein, and by the energetic cost of
hydrogen bond formation between intra-molecular groups and between these groups
with the solvent water.




RESUMO

Neste trabalho estudamos o efeito da adicao de osmdlitos, de diferentes
grupos quimicos e de diferentes tamanhos, sobre a reagdo de enovelamento-
desenovelamento da apomioglobina (apoMb) em meio acido, utilizando dicroismo
circular. Na agua pura e a pH neutro, a apoMb esta totalmente enovelada (estado N)
e desenovela-se em duas etapas quando o pH é diminuido. Para valores de pH entre
5 e 4 a proteina muda da conformagdo nativa para um estado parcialmente
desenovelado, o estado intermediario (I). Para valores de pH abaixo de 4, a proteina
continua o desenovelamento até o estado desnaturado (D). Mostramos que diversos
aglcares, polidis e poli-etileno glicéis estabilizam a conformagdo enovelada da
proteina contra a desnaturagao acida. Para valores de pH entre 2,4 e 2,5, a apoMb
estd maximamente desnaturada em agua pura e a adi¢gao dos solutos inertes induz o
reenovelamento estabilizando o estado intermediario desta proteina. A estabilizagao
do estado | por solutos é semelhante a estabilizagdo produzidas por altas
concentragdes de sal como tem sido reportado na literatura. O estado |, estabilizado
em solugdes saturantes de osmdlitos a pH acido, tem o mesmo contetdo de estrutura
secundaria (hélices o) para todos os solutos usados. Estes valores estao
concordantes com as medidas feitas em sal a pH baixo, sugerindo que este estado |
da apoMb representa uma conformagao termodinamica estavel e estruturada da
proteina. Determinamos também a dependéncia da constante de equilibrio entre os
estados D e I, a pH fixo, com a concentragao do soluto. Estes dados foram
analisados considerando o efeito da atividade de agua sobre a constante de
equilibrio, objetivando determinar a variagdo de hidratagdo na reagao de
enovelamento. A variagao de hidratagao encontrada na transi¢cao hélice-coil aumenta
linearmente com o volume especifico parcial dos solutos utilizados para modificar a
atividade da agua, indicando uma maior cooperatividade com o tamanho de solutos
maiores. Nossa interpretagao é que o aumento observado da cooperatividade pode
ser devido ao efeito de volume de exclusédo, pois o espago conformacional do coil

diminui com o tamanho e concentragao do soluto, forgando o colapso da proteina

desnaturada. Foi possivel mostrar que esta colapso atérmico induzido pela adigao de




solutos inertes a solugao protéica, reduz a diferenga entre os potenciais quimico
padrao da proteina desnaturada e enovelada, mas nao muda o seu sinal. Portanto,
efeitos de volume exclusdao nao podem explicar a estabilizagao do estado | em
relagao ao estado D da proteina, o que exige uma mudanga de sinal na variagao da
energia livre. Propusemos que a principal fonte de estabilizagdo da estrutura
secundaria do estado |, é a dependéncia do potencial quimico de cada estado da
proteina com a atividade de agua, que é proporcional ao numero de moléculas de
agua de hidratagdo. Em conclusdao, o modelo proposto permite explicar tanto a
cooperatividade de formagéao da hélice como o aumento da estabilidade das hélices
formadas a baixo pH e baixa atividade de agua. O corolario consequiente deste
modelo & que o passo inicial de enovelamento da apoMb, isto &, a formagdo de

algumas hélices importantes, & governado por efeitos entrépicos relativos a amplitude

do espago conformacional acessivel a proteina desenovelada, e pelo custo

energético na formagao das pontes de hidrogénio tanto entre grupos intramoleculares

como desses grupos com a agua de solvatagao




CAPITULO I INTRODUCAO

AVA
AVAVAL

5 6 i unespw.l 12 13 14 15 16 17 18



Introducéo

1.1 Apresentacao e Objetivos

A contribuicdo energética da solvatagdo para a estabilidade de
macromoléculas bioldgicas e para o controle das reagdes bioquimicas permanece pouco
entendida, apesar de sua importdncia para a completa compreensdo dos mecanismos de
enovelamento e reatividade destas moléculas. Esta lacuna estd sendo superada através de
uma metodologia experimental adequada para o estudo destas reagdes em diferentes
atividades de dgua, conseguidas pela adi¢ao de osmdlitos (agtcares, poliéis, certos amino
acidos e polietilino glicéis) a solu¢do, como agente modificador o potencial quimico da
agua. Associado a este procedimento foi proposto por Colombo e colaboradores (1992) a
utilizacdo das relagdes de “linkage” quimico, para descrever e analisar os pardmetros de
equilibrio termodinamico com a variag@o do potencial quimico da dgua, e assim, calcular o
nimero de moléculas de dgua associadas a estas reagdes. Esta metodologia foi
originalmente usada para determinar a variagdo de hidratagdo de hemoglobinas (Hb)

durante a transicdio R-T (estados oxigenado e desoxigenado da Hb) induzida por

oxigenacdo e demonstrar que esta variagdo de hidratacdo estd associada as mudangas

conformacionais da Hb induzidas pela ligacdo de O, (Colombo et al, 1994 e Colombo e
Bonilla-Rodrigues, 1996). Posteriormente, este método de “stress” osmético foi utilizado
para mostrar: a) a contribuicdo da solvatagdo ao potencial redox para a Hb e mioglobina
(Mb) (Colombo, 1996 b); b) a estabilidade do estado intermedidrio do enovelamento do
citocromo-c (Neves, 1996); c) a energética de interagdo de drogas com DNA (Ruggiero
Neto e Colombo, 2000), entre outros. Neste trabalho investigamos o efeito de dez solutos
diferentes, quanto a fun¢do quimica e quanto ao tamanho, na reagdo de enovelamento da
apomioglobina (apoMb) a diferentes valores de pH.

A apoMb € uma proteina globular na regido de pH neutro, derivada da Mb

apos a retirada do grupo heme. Com a modifica¢do do pH da solugdo a apoMb desnatura-
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Introducgio . 2

se, tanto na regido de pH dcido como na regido de pH bésico. Na transi¢do do estado nativo
(N) para o estado desnaturado (D) a apoMb assume uma conformagdo intermediaria (I),
geralmente, como um estado de glébulo “derretido” (MG-molten globule). O deslocamento
do equilibrio entre estes estados devido 2 mudangas no pH da solugdo e/ou pela adigdo de
solutos neutros pode ser acompanhado por medidas de dicroismo circular (DC).

Neste trabalho, demonstramos que a adi¢ao de diferentes solutos, com
tamanhos distintos, estabilizam estados mais compactos da apoMb contra a desnaturagdo
acida e induz o re-enovelamento do estado desnaturado para o estado intermediario a
valores baixos de pH.

E o objetivo central deste trabalho foi investigar, através da comparagao de
modelos termodindmicos de hidratacdo e de volume excluso, o0 mecanismo pelo qual a
adi¢do dos diferentes solutos neutros induzem a estabilizagao da apoMb em seus estados
mais compactos.

Segue, para a compreensdo das reagdes de enovelamento/desenovelamento
de proteinas, uma revisdo das contribuigdes cientificas importantes para o entendimento do
processo de desnaturag@o/renaturagdo protéica em sua visdao geral e especifica. De modo
mais detalhado aborda-se o equilibrio entre as conformagdes nativas (N), intermedidrias
(I), e desnaturadas (D), sob diferentes condi¢des desnaturantes/estabilizantes para diversas
proteinas globulares bem como para a apomioglobina (apoMb) que € a macromolécula

alvo deste trabalho. Estdo descritas ainda as pesquisas ja realizadas e em andamento, neste

laboratério, analisadas através do método do choque osmético. Estes tpicos juntamente

com o apoio dos modelos termodinamicos para a andlise da estabilizagdo protéica em
solugdes multicomponentes, formam o suporte referencial para a discussio e interpretagao

dos resultados apresentados.

1.2. Os Estados Desnaturado e Nativo das Proteinas
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Na primeira década deste século, ja era observado o processo de
desnaturagdo protéica devido as acentuadas modificagdes das propriedades da
macromolécula durante aquecimento ou acidificagdo. J4 no inicio dos anos trinta foi
mostrado que algumas daquelas modificagdes podiam ser revertidas, inclusive com a
recuperacdo das fungdes bioldgicas, surgindo entdo o processo de renaturagdo protéica. A
natureza provdvel destas reagdes, como as variagdes conformacionais envolvendo
contragdo e expansdo da cadeia polipeptidica, ja era apontada naquela época. Entretanto a
cadeia completa de amino dcidos ndo era ainda conhecida (Richards, 1992).

Nas décadas seguintes, de 40 e 50, o movimento na biologia molecular foi
ainda maior, sendo proposto um modelo de estrutura basica da dupla hélice do DNA e o

delineamento da biosintese das cadeias polipeptidicas a partir do dogma central: DNA —

RNA — proteina. A determinag¢do da seqiiéncia de amino é4cidos da primeira proteina
(Sanger, 1952) deixou claro que a estrutura bésica covalente das proteinas era uma cadeia
peptidica linear, e que a seqiiéncia de residuos de amino 4cidos era unica para cada
proteina. A partir dai, buscar entender como a seqiiéncia primdria determina o
enovelamento das proteinas globulares para sua estrutura nativa e funcional, tem sido o

trabalho de muitos pesquisadores. Com isto, procura-se compreender o enovelamento

protéico do ponto de vista fisico-quimico, tal que, conhecidas a composi¢do e as

propriedades do solvente no qual ela se encontra, seja possivel predizer como se processa a
desnaturag@o ou renaturagdo protéica, com a perda ou recuperagao da fung¢ao bioldgica.

Em 1968, Tanford ressaltou que a conformag@o nativa de uma proteina esta
em equilibrio com outras conformagdes possiveis e que transigdes reversiveis de uma
conformac@o para outra aconteciam quando o ambiente fosse alterado. Estes outros estados
conformacionais teriam maior liberdade de movimento interno para a cadeia polipeptidica
e isso conferiria a conformagdo nativa uma estabilidade fragil por ser uma estrutura

altamente organizada. Notou ainda, que uma ruptura da conformagao nativa, em proteinas,

AVA
cm 1 2 3 4 5 6 i unespw-l 12 13 14 15 1e¢ 17 18



Introdugéo .4

€ um processo altamente cooperativo, incluindo etapas em que apenas parte da molécula
protéica estaria envolvida (Tanford, 1968).

Anfinsen mostrou que a ribonuclease desnaturada por uréia, com suas
“pontes” disulfeto bloqueadas, volta espontaneamente a sua forma nativa ao ser trazida
para uma solu¢do na auséncia do desnaturante, restaurando sua estrutura e atividade. Com
isto demonstrou que o enovelamento da cadeia protéica para uma estrutura Unica
tridimensional € um processo reversivel em determinadas condi¢des experimentais. Estes
resultados introduziram o conceito de enovelamento protéico correspondente a uma
transicdo termodinamicamente dirigida de um estado macroscépico desordenado
(desnaturado) para um estado altamente ordenado, chamado estado nativo da
macromolécula protéica (Anfinsen, 1973).

Este conceito colocou entdo algumas questdes sobre quais seriam as forgas e
quais seriam os mecanismos que dirigem esta transicao. Em relagdo aos mecanismos de
enovelamento, uma questao importante era se a proteina para enovelar-se, procuraria todas
as conformagdes possiveis para encontrar a estrutura de energia minima (Levinthal, 1968),
ou se o enovelamento estaria codificado na sua seqii€ncia primdria, passando, portanto, por
etapas definidas (Ptitsyn, 1993). O modelo esquemaético de enovelamento proposto por
Ptitsyn com estdgios para o enovelamento pressupde: a) a formagdo de regides flutuantes
em torno de segmentos nativos progredindo para um estado compacto com padrdo quase
nativo; e b) uma transi¢io deste estado intermedidrio para o estado nativo rigido.

O processo de enovelamento/desenovelamento protéico (figura 1.2.1) passa
a ser visto e descrito em termos cinéticos, termodindmicos e estruturais pelo qual um
polipeptideo desnaturado enovela-se para a conformagdo nativa definida e ativa

biologicamente. O fato de muitas proteinas re-enovelarem para seus estados nativos, sob

determinadas condigdes e na auséncia de toda a maquinaria celular, permitiu e impulsionou
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a pesquisa “in vitro” que muito tem corroborado para o entendimento do processo “in vivo”

(Freedman,1992).

Figura 1.2.1 Enovelamento-desenovelamento protéico, uma transformacao do
estado totalmente desnaturado (aleatério) ao estado estruturado nativo

1. 3. O Estado Intermediario e sua Estabilidade por fons e

Temperatura

As evidéncias mais claras da existéncia de intermedidrios na desnaturacio
protéica, entre a estrutura nativa e a estrutura completamente desnaturada (random coil),
foram mostradas por Tanford, em que os processos de desnaturagido induzidos por pH e
temperatura sdo distintos daqueles obtidos por uréia e cloreto de guanidino (GnHCI). A
idéia importante que surgiu entdo foi que os estados desnaturados ndo eram todos
estruturalmente equivalentes, isto é, coexistiam diferentes formas ndo completamente
desnaturadas com formas totalmente desnaturadas, indicando que a desnaturagdo podia
ocorrer desacoplada do desenovelamento. E ainda que, diferentes agentes desnaturantes
podiam induzir a formacdo de diferentes estados protéicos “parcialmente desenovelados”
(Tanford, 1970).

Wong e Tanford, em 1973, mostraram que a desnaturagdo da anidrase

carbdnica exibe pelo menos duas transi¢des cooperativas induzidas por uréia ou cloreto de

guanidino medidas por experimentos de equilibrio e cinética. Os dados de equilibrio
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sugeriram uma perda da estrutura nativa observada por uma pequena liberagdo das cadeias
laterais aromdticas no inicio da desnaturagdo por GnHCI que foram acompanhadas por
dicroismo circular. Essa etapa ocorreu como um processo separado da exposi¢do dos
grupos aromaticos ao solvente, pois a ruptura da estrutura secundéria se deu num terceiro
estdgio da reacdo e para concentra¢des maiores de GnHCI. Os autores apontaram ainda que
a rea¢do de desnaturagdo-renaturag@o desta proteina ocorreu sem a complicac@o das pontes
disulfeto ou de reagdes laterais envolvendo grupos SH livres.

A estrutura tercidria rigida é dependente, em todos os seus detalhes, da
sequiéncia de amino dcidos e portanto € especifica para cada proteina. Sabe-se que a
estrutura tercidria rigida € sustentada pelo ajuste firme das cadeias laterais sobre o interior
hidrofébico (“core”) da proteina, por ligagdes de curto e longo alcances (Levitt e Chothia,

1976).

As propriedades fisicas dos intermedidrios comegaram a ser melhor

entendidas comparan'do as diferentes formas de obté-las. Dolgik e colaboradores (1981)

mostraram por medidas de troca de hidrogénio-deutério por ressonancia magnética nuclear
bidimensional de '"H (2DNMR) e dicroismo circular na regido dos residuos aromaticos, que
a forma acida da lactalbumina-a bovina era quase tdo compacta quanto sua forma nativa,
isto €, com sua estrutura secundéria quase nativa. Por outro lado, ndo apresentava estrutura
tercidria rigida mas tinha mobilidade intramolecular muito maior que a do estado nativo.
Era um estado fisico distinto, em que existia uma combinagao de propriedades dos estados
nativos e dos estados desenovelados, e que foi chamado de estado “molten globule” (MG)
por Ohgushi e Wada em 1983.

Para procurar entender os mecanismos da renaturagao da estrutura protéica,
Goto e colaboradores (1990 a e b) seguiram as transi¢cdes de re-enovelamento dos estados
acidos-desnaturados do citocromo ¢ € da apoMb para um estado intermediario, (A), mais

compacto, induzido por sais, através de medidas da elipticidade em 222 nm. O mecanismo
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exato de estabilizacio ou desestabilizagio da estrutura protéica é desconhecido. A ligacdo
de anions aos grupos carregados positivamente é um dos fatores responsdveis pela
formacgdo do estado A. Como existe este efeito dos anions para baixas concentragdes de
sais, os autores sugerem a ligagdo de anions a proteina como fator de estabiliza¢do de sua
estrutura e nfio o efeito de Anions sobre a estrutura da dgua, pois este Gltimo requereria uma
concentra¢do muito alta de sal. Concluiram, ainda, que a ligagdo eletrostética de anions aos
sitios carregados positivamente é a principal causa das transicdes conformacionais
induzidas na macromolécula.

Ptitsyn, 1992, resume suas idéias langadas na década de 70, em que o estado
MG era especificado como:

“uma estrutura compacta intermedidria que ainda € diferente da estrutura protéica nativa

tinica e cuja formagdo é determinada principalmente por interagdes ndo especificas dos
resfduos de amino dcidos com o seu ambiente (4gua e o interior hidrofébico), isto €, por
interagdes hidrofébicas™.

Esta hip6tese implicava que:

“a estrutura compacta intermedidria fosse formada pela reunido de regides embriondrias
pré-existentes na cadeia possuindo estrutura secunddria e que arranjos mutuos das regides
com estas estruturas satisfizessem o critério simples de procurar o méximo de residuos
laterais hidrofébicos em contacto com a dgua e préximos de seus arranjos estabilizados por

interagdes de longo alcance entre os residuos vizinhos no espago. na estrutura compacta
final” (Ptitsyn,1973).

Atualmente, € consenso a existéncia de intermediarios, ou MG, como
estados transientes parcialmente ordenados durante o enovelamento e que podem ser
caracterizados por suas propriedades cinéticas e termodindmicas ou por métodos
espectroscépicos.

Num estudo de revisdo sobre os estados intermediarios do enovelamento

protéico, Privalov em 1996, ressaltou estar clara a idéia do enovelamento de proteinas

globulares associadas a compactagdo da cadeia polipeptidica, mas ficava a questdo se o
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colapso destas cadeias seria necessdrio ou se daria num processo por passos, facilitando o
enovelamento. A discuss@o era que a condensagdo levava a arranjos préximos do estado
nativo, mostrando que no processo de enovelamento o importante nido € o colapso direto da
cadeia polipeptidica num glébulo, mas sim a condensagao desta cadeia para a estrutura
quase nativa. Os estados intermedidrios seriam estados transientes e extremamente
instaveis, podendo possuir algumas poucas interagdes especificas de longo alcance e que ja

ndo seriam cooperativas neste estdgio final de enovelamento (Privalov, 1996).

1.4. Estudos com a Apomioglobina (apoMb) e outras Proteinas

Globulares Pequenas

O estudo da estabilizag¢do do estado de “molten globule”, (MG), da apoMb
por Goto e colaboradores (1990a e b) mostrou que o ponto médio da transi¢do
conformacional na presenca de sais se dava em valores de pH mais baixos a medida que a
concentracdo do sal aumentava. E ainda, que o conteiido de hélices o no estado MG
estabilizado por tricloroacetato de sédio (NaTCA) era maior do que para o cloreto de sédio
(NaCl). Outros estudos, deste mesmo grupo de pesquisadores, mostraram cooperatividades
distintas para o0 MG estabilizado por NaTCA e NaCl, quando induzidas por cloreto de
guanidino. Estes resultados demonstraram que NaTCA e NaCl estabilizam estados de MG
estruturalmente distintos e que o MG estabilizado por NaTCA tem segmentos helicoidais
adicionais. Eles mostraram ainda que o estado MG da apoMb estaria localizado entre um

estado altamente ordenado e outro relativamente desordenado, dependendo das condig¢des

experimentais empregadas. Finalizando, os autores sugerem que conforme essas condi¢des,

algumas proteinas desenovelam segundo um modelo de desnaturagdo gradual entre os
estados finais totalmente enovelados, (N), e totalmente desenovelados, (D). Este
mecanismo € distinto do modelo de dois estados, no qual a transi¢do N < D é considerada

segundo um processo “tudo ou nada” (cooperatividade infinita) e requer a formulagio de
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teorias de enovelamento protéico mais gerais que possam vir a acomodar a existéncia de

varios estados de MG (Goto e Fink, 1990; Nishii et al, 1995).

b) apoMb ¢) apoMb
Figura 1.4.2 Representacoes das estruturas da Mb (ou holoMb) e da apoMb.
A figura a mostra a localizacao do grupo heme e as oito hélices estdo indicadas
pelas letras A — H e figura b aponta a hélice F desenovelada, assumindo que a
retirada do grupo heme poderia ser assim pensada (Fontana et al, 1997). A figura ¢
simula a estrutura da apoMb a partir da Mb (Hughson et al, 1990).

A caracterizagdo estrutural de intermediarios parcialmente enovelados da
apoMb e inclusive sua estabilidade tem sido muito pesquisada e algumas destas

descobertas foram publicadas por Baldwin e colaboradores na década de noventa. Um

primeiro intermediério parcialmente enovelado, analisado por 2DNMR de 'H, mostrou

regides em que os prétons estdo protegidos de troca nas hélices A, G e H. Com base nestes
resultados e na estrutura tridimensional da mioglobina (Mb) nativa os autores apresentaram
um modelo estrutural de intermedidrio parcialmente enovelado que mantem um
subdominio compacto enquanto o restante da molécula protéica poderia estar
essencialmente desenovelada (Hughson et al, 1990).

Num estudo subsequente, (Hughson et al, 1991), os intermedidrios da
apoMb foram confirmados por ensaios com mutagdes introduzidas em sitios das hélices A-
H e G-H. Foi observada a desestabilizagdo da apoMb nativa com relagdo ao intermedidrio I
€ em contraste, a estabilidade de I em relagdo a mutag@o. Estes resultados indicaram que a
conformacgao I ndo foi estabilizada por interagdes quase nativas das hélices A-H e G-H. Do

mesmo grupo, Loh e colaboradores (1995) encontraram um segundo intermediario MG, I,,
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da apoMb no processo de enovelamento em que estudavam a estabilidade de sua estrutura
por DC e NMR. Este novo intermedidrio apresentou a estrutura quase nativa das hélices A,
G e H mais estdveis e com a incorporagao da hélice B ao MG.

O estado intermedidrio da apoMb foi também detectado por Barrick e
Baldwin, 1993, em estudos da transi¢io DI induzidos por uréia a 0°C em meio écido.
Estes resultados apontaram um estado intermedidrio com caracteristicas bem definidas
permitindo o cdlculo do pardmetro de ligac@o de prétons, considerando uma transi¢@o entre
os dois estado finais D e L.

Goto e Fink (1994) classificaram as proteinas globulares monoméricas,
entre elas a apoMb, com relagdo aos diferentes tipos de comportamento conformacional
em: aquelas que iniciam a desnaturag@o na auséncia de sais e com valores de pH entre 3 e
4, passando por um estado A (MG) a pH mais baixo; outras, que mesmo em titulagdo por
HCI formam diretamente o estado A (MG) em pH aproximadamente igual a 3 e; um outro
tipo, cuja desnaturag@o nido ocorre nem mesmo a pH = 1.

Estudos recentes sobre a estrutura de estados intermedidrios do
reenovelamento da apoMb, realizados por 2DNMR e por DC stopped-flow, sdo
concordantes com um equilibrio prévio entre o estado D e o estado MG. A formagdo de um
intermedidrio precoce na cinética de enovelamento da apoMb mostrou que ela se enovela
cooperativamente num tempo menor que 5 ms e as primeiras ligagdes das estruturas
secundarias se da entre as hélices A, G e H seguida da hélice B num tempo maior e igual a
1 s, e depois as hélices C e E e a alca DC consumiam um tempo de 2,5 s (Jennings e
Wright, 1993).

A apoMb forma um estado enovelado, parcialmente compacto e estdvel sob
condigdes acidas que € o intermedidrio MG (Griko e Privalov, 1994) e que estd levemente

estendido em relagd@o a sua forma nativa cujos raios de giragdo sdo de 23 (+ 2) Ae19 *1)

A, respectivamente (Gast et al, 1994) e com as hélices A, G e H estaveis (Hughson et al,
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1990). Entretanto uma questio permaneceu: qudo compacto este intermedidrio estd
comparado ao estado nativo? Esta questio levou Eliezer e colaboradores (1995) a
proporem a verifica¢do direta da variagdo do raio de giragio (Ry) enquanto uma proteina se
enovela, com equipamentos de alta resolugdo temporal utilizando medidas de
espalhamento de Raio-X a baixos angulos com radiagdo sincroton. Determinaram o raio de

giragdo com resolugdo temporal de ms a segundos e com este processo de maior acuidade

nas medidas, foram encontradas resultados diferentes em 1 A (para o Ry) com relagdo aos

apresentados anteriormente.

Estruturas compactas do MG no desenovelamento da apoMb, induzidas por
temperatura, foram verificadas por espalhamento de raio-X a baixos angulos (SAXS) e por
dicroismo circular no UV préximo e distante Gast e colaboradores (1994). Foram
discutidos os dados com referéncia aos estados quase nativos e altamente desenovelados, e
foi caracterizado o estado intermedidrio da apoMb. Entretanto, menos compacto quando
comparado aos estados de MG do cyt-c e da lactalbumina . As medidas de SAXS,
mostraram que a conformagdo MG da apoMb € constituida de dois dominios estruturais,
um mais enovelado que o outro. Este resultado estd em concorddncia com a existéncia do
sub-dominio formado pelas hélices A, G e H e de uma outra parte essencialmente
desenovelada como observada por DC e NMR descritos pelo grupo de Baldwin.

Dobson e colaboradores (1994) conseguiram importantes informagdes
complementares pela associagdo de diferentes técnicas, incluindo a espectroscopia por
ressonancia magnética nuclear e espectrometria de massa combinadas com experimentos
de fluorescéncia e dicroismo circular para a lizosima. Esta é uma proteina globular
pequena e serviu para mostrar que o refazer da estrutura secunddéria se inicia logo apds o
processo de desnaturacdo em pH = 2. Houve evidéncias de que uma quantidade
significativa de dgua ja era excluida para formar uma estrutura relativamente compacta e

que poderia desencadear a formagao das ligacdes de hidrogénio das estruturas secundadrias.
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Como essas interagdes estabilizam os segmentos estruturais localizados, etapas mais lentas
do enovelamento passam a ocorrer dependendo da especificidade das cadeias laterais em se
tornarem mais firmemente unidas. Somente nesses dltimos estdgios vai existir diminuig¢@o
da entropia conformacional que é compensada pelas forcas ndo covalentes favordveis
dentro do estado nativo ordenado (Dobson et al, 1994).

Por métodos de observagao rapida do enovelamento, Ballew e colaboradores
(1996) seguiram o colapso inicial da apoMb numa escala de tempo de 15 ns a 0,5 ms. O
equipamento foi montado com uma cela especial em que o feixe ultra violeta dirige a
fluorescéncia, um diodo a laser de baixa poténcia monitora as variagdes de temperatura,
cujo aquecimento € feito por um feixe infra vermelho. A nova técnica acompanha a
dindmica do processo de enovelamento da proteina desde os passos mais precoces até o
estado compacto, numa varredura dnica, em tampao aquoso padrdo, que se completa em 20
us. A forma compacta alcancada neste tempo envolve as hélices A(GH) e grande

movimentacdo do esqueleto polipeptidico no solvente.

1.5. A Estabilidade Protéica pela Adicdo de Osmolitos.

Os organismos vivos, que em geral sofrem choques ambientais tais como:
calor, desidratagdo ou variagdes extremas das condi¢des da solu¢do como o aumento da
concentragdo de sais, devem mesmo assim manter a atividade bioldgica. Parece que, nestes
organismos o principal significado da proteg@o contra o estresse, € a produgido de dezenas
ou centenas de milimoles de certos compostos de baixo peso molecular dentro das células,
que sdo conhecidos como osmdlitos (aglicares, polidis, amino 4cidos, etc.). Estudos de

protegcao contra a perda da atividade associada a ocorréncia natural de osmélitos foi

caracterizada através da atividade e estabilidade enzimatica na presenca de até 1 molar de

osmdlito protetor quando o sistema estava sujeito ao estresse térmico ou na presenga de

uréia. (Yancey et al, 1982).
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A ocorréncia natural de osmélitos com habilidade para proteger as proteinas
contra a desnatura¢do, sem perturbar suas fun¢des metabdlicas, parece promover uma
vantagem importante e seletiva na adaptac¢ao dos organismos as modificacdes do meio. Tal
vantagem seletiva reduziria, enormemente, a necessidade de modificagdes genéticas dos
organismos em resposta ao estresse ambiental. Estes estudos parecem suportar a premissa
de que os osmodlitos estabilizam as proteinas contra o calor e os agentes desnaturantes,
sugerindo que uma maior e mais detalhada investigacdo seja realizada para estabelecer o
alcance e as caracteristicas destes fendmenos (Santoro et al, 1992).

As reagoes envolvendo as proteinas € os componentes dos solventes,
investigados nas décadas de 70 e 80, eram colocadas em termos da ligacdo direta deste
componente a proteina ou de uma agao indireta da estrutura e propriedades do solvente
sobre a proteina.

Back e colaboradores (1979) estudaram o aumento da estabilidade térmica
de proteinas na presenga de agucares e polidis por calorimetria. Os fatores estabilizadores
observados que podem ser alterados pela presenga destes solutos sdo: as ligagoes de
hidrogénio, interacdes eletrostiticas e hidrofébicas, e ainda cross-linking, complexagéo
com metais, liga¢es de fons e cofatores. Eles mostraram que havia um “derretimento” da

estrutura cooperativa das “pontes” de hidrogénio em que, sucessivamente, a 4gua competia

tanto como doadora como receptora de H' com o esqueleto e grupos das cadeias laterais da

proteina. Os grupos hidroxilas dos agiicares e polidis poderiam competir, mas nio de
maneira mais eficiente que a dgua, pois o efeito estabilizante do glicerol era menor
comparado ao do sorbitol para uma mesma concentragdo de grupos hidroxilas. A presenga
destes solutos em soluc@o abaixa o valor da constante dielétrica e as interagdes poderiam
ser mais fortes nestes ambientes, porém esta contribui¢do deveria ter um efeito muito
pequeno. O fato dos efeitos estabilizadores da sacarose e glicerol sobre a lisozima terem

sido quase os mesmos a pH 7 e a pH 3, sugeriram que qualquer contribuigao das interagoes
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eletrostaticas para a estabilizacdo protéica deveriam ser minimas. Como mostrado ainda
por estes autores, as interagdes hidrofébicas entre pares de grupos hidrofébicos eram mais
fortes em solugdes de sacarose ou glicerol do que em 4gua pura, sugerindo ser este o
mecanismo pelo qual os agticares e polidis estabilizariam as proteinas em relagdo a
desnaturacdo por calor. Mas, para generalizar, ficaria faltando responder a questdo
seguinte: em que extensdo os aglcares e polidis fortaleceriam as interagdes hidrofébicas?
Os efeitos destes solutos sobre a estrutura da 4dgua vistos por espectroscopia e
termodindmica mostraram que a interagdo com a 4gua iria depender da estrutura molecular
deles.

Estudos termodinamicos e cinéticos do efeito estabilizador da sacarose
sobre a desnaturag@o térmica da quimotripsina-o. e da ribonuclease A foram feitos como
uma fung¢do da concentragdo deste soluto. Foram medidas feitas por densitometria e
analisadas pela teoria termodindmica de multicomponentes que, na presenga de sacarose,
indicaram alteragdes nas interagdes proteina-solvente. Os autores apontaram ainda que: a)
a sacarose nao induziu mudanga conformacional, mostrando apenas pequena variagdo do
espectro DC da RNase A; b) este soluto era preferencialmente excluido do dominio
protéico elevando a energia livre do sistema, significando que o estado desnaturado da

proteina era menos favordvel na presenga da sacarose; ¢) o mecanismo apontado era que a

exclusdo da sacarose do dominio protéico estava relacionado com a for¢a coesiva no

sistema solvente (sacarose + 4gua), pois as observagdes experimentais estavam
relacionadas com o efeito deste soluto sobre a tensdo superficial da dgua (Lee e Timasheff,

1981).

No estudo da estabilizagdo protéica por outros agticares (lactose e glicose),
sobre diversas protefnas (RNase A, lisozima, quimotripsinogénio, lactoalbuminas J,
albumina de soro bovino e ovoalbumina), utilizando densitometria de alta resolugéo, foi

mostrado que as protefnas eram preferencialmente hidratadas, que a variagdo de energia
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livre desfavordvel aumentava com o aumento da drea de superficie protéica sugerindo sua
estabiliza¢ao por associa¢do (agregacdo) entre as proteinas. A correlagdo do parametro de
interacdo preferencial com o efeito dos agticares sobre a tensdo superficial da dgua levou os
pesquisadores a conclusio de que a perturbagdo da energia livre (na superficie)
desempenhava um papel predominante na interagdo preferencial destes solutos com as
proteinas. Outros fatores de contribui¢do foram o volume excluido dos agtlicares e a
natureza quimica da superficie protéica. (Arakawa e Timasheff, 1982).

O efeito do solvente mais polietileno glicol, (PEG), sobre as proteinas foi
também estudado por medidas de densidade e analisado pela teoria de multicomponentes.
Os resultados mostraram que as proteinas eram preferencialmente hidratadas nas condig¢des
do experimento, isto €, o PEG era excluido do dominio protéico. A introdugdo da proteina
desestabilizou termodinamicamente o sistema solvente (dgua + PEG) e a magnitude desta
instabilidade cresceu com o aumento da concentragdo do PEG. Estas observagdes levaram
a conclusdo de que num sistema PEG-dgua, a presenga da proteina acarretava interacdes
termodindmicas desfavordveis que promovia a separagio de fases (Lee e Lee, 1987).

Arakawa e colaboradores (1990) estudaram a reagdo de estabilizagdo para as
proteinas lactoalbumina-f, albumina de soro bovino e lisozima em diferentes
concentragdes do sal MgCl,, e diversos intervalos de pH, por medidas de densitometria a
20°C. Os resultados foram analisados em termos do balango entre a ligagao do sal a

proteina e/ou sua exclusdo preferencial dos dominios protéicos, devido ao aumento da

tensdo superficial da dgua pela adi¢do do sal. Os valores de energia livre de transferéncia

da proteina em dgua para a solugdo salina, e no precipitado, calculados mostraram
dependéncia da concentragdo de sal. Isto indicou, segundo os autores, que a natureza das
interagdes entre a proteina e os componentes do solvente ¢ a mesma em solugdo e no
precipitado, isto €, no estado sélido, o que implica em haver mudangas na estrutura

protéica durante a precipitagdo. Concluiram entdo que quando a liga¢do idnica é fraca, a
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contribui¢do predominante na interagdo proteina-sal € a exclus@o preferencial (Arakawa et
al, 1990).

Liu e Bolen, 1995, mediram a energia livre de transferéncia de amino acidos
individuais em solugdes contendo sacarose e sarcosina e correlacionaram estas dados com
a variacdo de energia livre de desnaturagdo da RNase A, em dgua e em co-solugdes destes
osmolitos. Neste estudo as autores apontaram como principal fator a opor-se a
desnaturag@o protéica 3m co-solventes € a exposicao fortemente desfavordvel do esqueleto
polipeptidico a solugao contendo osmdlitos.

Num estudo comparativo das varia¢des da solvatagdo preferencial durante a
desnaturacdo térmica da lisozima, na presenga de diferentes solutos organicos, medida por
microcalorimetria de varredura, Krovrigin e Potekhin, 1997, encontraram que para 5 dos 6
sistemas estudados (4gua + metanol, etanol, propanol, acetona e p-dioxano, dados da
literatura e dgua + dimetil sulféxido, dados dos autores), a entrada de moléculas do co-
solvente na camada de solvatagao da proteina durante a é responsavel pela variacdo do

pardmetro de solvatagdo preferencial. Nenhum parametro de solvatagdo preferencial da

lisozima em solugdo com o dimetil sulféxido foi observada, indicando que grupos

carregaveis expostos na desnaturagdo ndo contribuem, significativamente, para a interagao
preferencial da superficie protéica com o co-soluto.

A inducdo de intermedidrios do citocromo-c, desnaturado por 4cido, pela
adicdo de acucares de diferentes tamanhos ao meio, foi estudada por Davis-Searles e
colaboradores (1998), por medidas de dicroismo circular. Estes autores caracterizaram a
estrutura e estabilidade do estado intermediario induzido pela presenca dos agicares, e
concluiram que o efeito estabilizador € consistente com o aumento da repulsdo estérica
entre a proteina e os componentes da solug¢do, porém, por um mecanismo distinto dos sais.

Kamiyama et al, 1999, estudaram a indu¢@o de intermediario do citocromo-c

na presenga de osmdlitos (polidis) a pH 2, por medidas de dicroismo circular, volume
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molar especifico e calorimetria de varredura diferencial. Os intermedidrios obtidos
mostraram dependéncia da concentragdo e tamanho do comprimento da cadeia do poliol
utilizado. Os resultados foram interpretados sugerindo que os polidis podem estabilizar o
estado intermedidrio desta proteina valorizando as interagdes hidrofébicas sobre a repulsdo
eletrostatica entre residuos carregados. O mecanismo de estabilizagdo deste estado
intermedidrio foi discutido levando em considerac@o as interagdes preferenciais do soluto

com a proteina e pressao osmoética do meio comparada aquela obtida por sal.

1.6. O_Efeito _do “Stress” Osmoético na Estrutura e Funcdo de

Proteinas.
A contribui¢do energética da hidratagio macromolecular ao potencial
quimico das proteinas pode ser considerada qualitativamente levando-se em conta que a
diminuigdo da atividade de agua desloca o equilibrio conformacional para estruturas menos
hidratadas. Quantitativamente, estas contribui¢des podem ser aferidas como proposto por
Colombo et al, 1992 e Kornblat, 1990, considerando o equilibrio entre duas conformacdes
com hidratagdes diferentes e cuja diferenca de hidratacdo entre elas é dada via equagdes de

“linkage” quimico por:

dln(K)=
din(a_)

(1.6.1)

sendo K a constante de equilibrio, a,, a atividade de 4dgua e An,, 0 nimero diferencial de
moléculas de 4gua envolvidas na reacdo. Esta relagdo € utilizada no estudo da contribuigdo
energética da dgua para a estabilizagdo diferencial de conformagdes protéicas diferentes.
Dado que a 4gua € o solvente, isto €, sempre se encontra em excesso na solugdo, e a dnica
forma de mudar sua atividade € pela adi¢do de solutos a solugdo. Se estes solutos forem
adequadamente escolhidos, de maneira a n@o interagirem diretamente, via ligagdo, com a

macromolécula em estudo, sua utilizagdo € a de um agente tamponante da atividade de
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dgua na solugdo, permitindo observar as mudangas do equilibrio quimico devido as

contribui¢des de hidratacdo macromolecular, através da equagdo 1.6.1. Esta método
proposto em 1992, por Colombo e colaboradores ficou conhecido na literatura como
método do Stress Osmético (osmotic stress). De 14 para cd, o método foi utilizado para a
investigacdo da contribui¢do da hidratacdo em diversas reagdes bioquimicas. Dentre estas,
pode-se citar: a regulagdo alostérica de hemoglobinas humana e bovina (Colombo et al,
1992; Colombo e Bonilla-Rodrigues, 1996; Seixas, 1998; Seixas e Colombo, 1999), e
proteinas a molécula de DNA (Colombo e Ruggiero Neto, 2000), a regulagao enzimatica
da hexoquinase (Parsegian et al,1994) e da RNase (Caetano,1996), a estabilizacdo de
estados intermedidrios do citocromo-c (Neves, 1996) e agora, o enovelamento-
desenovelamento da apomioglobina.

Alguns exemplos mostrando o papel da é&gua na regulagdo de
macromoléculas biolégicas foram consideradas por Colombo (1996a) numa revisdao de
seus trabalhos, que sistematizou a descri¢dao da contribui¢cdo da hidratag@o protéica para o
equilibrio conformacional de hemoglobinas e as conseqiiéncias sobre a func¢do e regulagido
destas proteinas. Discutiu também alguns resultados do efeito de 4gua em reagdes sobre a
estabilidade conformacional de proteinas e DNA, e na atividade enzimaética. Através de
medidas do efeito da varia¢do da atividade de dgua, promovida pela adi¢do de solutos a
solugdo, sobre o equilibrio destas reagdes e das andlises utilizando a teoria de ligagado de
ligantes a macromolécula e das equagdes de Gibbs-Duhen, Colombo e colaboradores
determinaram o numero aparente de moléculas de dgua envolvidas nestas reagdes
(Colombo e Sanches, 1990; Colombo et al, 1992,1994; Parsegian et al,1994; Colombo e
Bonilla-Rodrigues, 1996).

Neves, 1996, estudou a estabilizagdo/desestabilizagdo de estados
intermediarios do citocromo-c (cyt-c), por absor¢do Optica na presenga de sorbitol como

agente tamponante da dgua. Durante desnaturag¢ao dcida da macromolécula na presenga do
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soluto foram observados que os estados conformacionais mais compactos da proteina
foram devidos a diminuicio da atividade de dgua, que deslocou o equilibrio
conformacional para as formas menos hidratadas (mais compactas) da proteina.

As medidas dos potenciais de oxi-redu¢do da hemoglobina (Hb) e
mioglobina (Mb), por titulagcdo potenciométrica e em diversas concentracdes de sacarose
como tamponante da atividade de dgua, mostraram um aumento do potencial de oxi-
redu¢do, para a Hb, com a diminui¢do da atividade de agua. Este resultado estd
concordante com a diminuig@o da afinidade da Hb por O, com a diminui¢@o da atividade
de dgua e indicando a menor hidratagdo da proteina no estado reduzido, a conformagio
deoxi-Hb (Colombo, 1996b).

No estudo do efeito de dgua sobre a atividade da enzima ribonuclease-A
(RNase-A), através das medidas da constante de Michaelis (K,,) e da constante catalitica
(kcar) na clivagem de RNA e na hidrélise do 2°,3’CMP, permitiu propor mecanismos de
acdo da RNase-A sobre estes substratos e dar inicio a quantificagio do papel da solvatacio
desta enzima, particularmente, na caracterizagdo da etapa de formacido de seu estado
ativado. (Caetano, 1996).

Ainda na pesquisa das fun¢des da Hb, e mais especificamente, dos
parametros de oxigenagdo, Cadn Filho, 1997, determinou por método

espectropolarimétrico curvas precisas e continuas da oxigenagdo desta proteina em

diferentes atividades de dgua. Ele utilizou como soluto tamponante da atividade de 4dgua, a

sacarose, encontrando que o nimero diferencial de moléculas de dgua que se ligava a Hb
entre os estados oxigenados e deoxigenados, estavam em muito boa concordincia com
outros métodos utilizados anteriormente pelo grupo de Colombo e colaboradores
(Colombo et al, 1992; Colombo e Bonilla, 1996).

Seixas, 1998, demonstrou existir um intermedidrio estavel da deoxi-Hb

humana em que, na auséncia de anions, liga somente 25 moléculas de 4gua, devido a
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oxigenagdo, contrastando com as 70 moléculas de dgua que se ligavam a Hb com a
oxigenacgao na presenca de anions. Esta variagao de hidratacdo dependente da concentragao
de ions em solugdo sugeriu uma conformagio estavel, diferente dos estados relaxado, R, e
tenso, T, desta proteina. Esta nova proposi¢do permitird explicar, por exemplo, o efeito de
anions sobre o efeito Bohr (nimero de prétons envolvidos) na oxigena¢do da Hb humana
(Colombo e Seixas, 1999),

Colombo e Ruggiero Neto (2000) mostraram os efeitos de solutos neutros
em estudos de intercala¢io da actinomicina-D (act-D) a molécula de DNA. Neste trabalho
observaram que a variagdo da hidratacio na formagdao do complexo depende da
concentragdo e do tamanho do soluto utilizado. Paralelamente, os resultados indicaram que
o namero de pares de base ocupados pela act-D na molécula de DNA também cresce com
o tamanho e concentragdo do soluto. Estes dados foram analisados propondo-se um
mecanismo de regula¢do alostérico do DNA via deformagdo a distancia em sua estrutura
secundaria.

Nesta tese, vamos demonstrar que a cooperatividade do enovelamento da
apoMb induzido pela adi¢dao de solutos, também depende do tamanho destes solutos. O
mesmo ocorre com as variagdes de hidratagdao medidas na transi¢do do estado desnaturado
para o estado intermedidrio (D&I). Procuraremos demonstrar que estes efeitos sdo

conseqiiéncia da combinagdo de interagdes de volume excluido proteina desnaturada-

soluto e do favorecimento da desolvatagdo protéica pela diminuigdo da atividade de dgua

associada a adig@o de solutos a solugdo.




CAPITULO II MODELOS TERMODINAMICOS
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2.1. Introducao

Neste trabalho pretende-se analisar a origem do efeito da adi¢do de solutos
inertes, osmolitos, sobre o equilibrio de rea¢do de enovelamento-desenovelamento de uma
proteina globular, a apomioglobina. Uma série de estudos publicados, alguns deles
mostrados no capitulo anterior, tem apontado que na presenga de osmdlitos, as proteinas
em solucdo sdo protegidas contra a desnaturag@o e que a adi¢ao destes solutos induzem o
re-enovelamento de diversas proteinas desnaturadas em pH 4cido. Estes efeitos tem sido
interpretados segundo duas abordagens do problema: uma, termodindmica que leva tanto a
uma defini¢do de fendmeno de exclusdo preferencial do soluto da superficie protéica do
problema (Eisenberg e Cssaca, 1964 e Timasheff, 1969), quanto ao efeito da atividade de
dgua na energética de solvatagdo de macromoléculas em solugdo e sua contribui¢@o para o
equilibrio de reagdo (Colombo et al, 1992-2000). Uma outra abordagem do problema ¢é
utilizar métodos de mecanica estatistica para calcular coeficientes de atividade de
macromoléculas em co-solucdes dgua / osmélitos (Minton, 1983 e 2000; Wills e Winzor,
1993). A seguir descrevemos estas abordagens e as interpretagdes possiveis do efeito de

solutos na estabilizag¢@o de estados compactos de proteinas.

2.2 Descrigao termodindamica do efeito de solutos no potencial quimico de

macromoléculas.

Vamos considerar uma solucdo terndria, contendo 1 mol de uma
macromolécula, ¢ n; e n3 moles de 4gua e soluto por mol da macromolécula,
respectivamente. A pressdo e temperatura constantes, os potenciais quimicos My, Mo, M3

destes componentes estdo relacionados pela equagdo de Gibbs-Duhen

ndu +du, +ndu, =0
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e a variacdo do potencial quimico da macromolécula com a variagdo da concentragéo do

soluto, expressa através da mudanga de seu potencial quimico é dada por

_dp, dt £

=n,+n——=

du, du,

Esta equacg@o expressa como o potencial quimico da macromolécula muda

(222

quando a atividade do soluto ¢ modificada. O lado direito desta equagao é conhecido como
o coeficiente de interagdo preferencial do soluto com a macromolécula, &, A
interpretacdo de &;,, € imediata. Considere que a concentra¢do do soluto em solugdo é

aumentada. Com isto dus aumenta, dus > 0, e dy; < 0, e o segundo termo do l.d.e. €

negativo. Portanto, dependendo da magnitude de ns, £3, pode ser positivo ou negativo.

Quando positivo, o potencial quimico da proteina diminui com o aumento da concentragdo
do soluto, o que € interpretado como ligagdo preferencial ou incorpora¢do do soluto a
camada de solvatagdo da macromolécula. Quando &3, € negativo, o termo dependente da
concentragdo de moléculas de dgua (n;.dp,/dps) domina sobre nj caracterizando um caso
de exclusdao preferencial do soluto da camada de solvatagdo e eventualmente das
imedia¢oes da macromolécula. Este fendmeno de exclusdo pode ser visualizado na figura
2.2.1, e pode ser comprovado por experimentos de didlise de co-solu¢des de proteinas,
dgua e agucares contra uma solu¢do de dgua — agdcar, que demonstram que, apds o
equilibrio ser estabelecido, hd um déficit na concentragdo do aglicar no compartimento
contendo a macromolécula. Esta situagdo € equivalente a uma ligagao negativa do agticar a
proteina. A interpretacdo dada a este fendmeno € que a interagdo entre o soluto da solugdo
e a superficie protéica € de caracter repulsivo, o que cria uma regido no entorno da proteina
rica em dgua e pobre em soluto.

A descri¢ao do efeito da inclusdo ou exclusdo preferencial do soluto da

superficie protéica sobre o equilibrio de uma reagio macromolecular com a equagdo 2.2.2
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¢ direto. Consideremos, por exemplo, o equilibrio entre dois estados conformacionais de

uma proteina, N e D:

Figura 2.2.1 Caracterizaciao do fenomeno da exclusdo das moléculas
de soluto ( ®* ) das imediacdes da macromolécula, promovendo o entorno da
proteina rico em dgua (¥ ).
Ne—-D
com potenciais quimicos p" e pu°. Se considerarmos ocorrer exclusdo preferencial, os
valores de n; e ns, presentes na equagdo 2.2.1, correspondem, respectivamente, ao niimero
de dguas e solutos associados a proteina em cada estado, na transi¢do de N para D, hd uma

D _ " e uma variagdo no nimero de solutos

variagdo de hidratacdo An; = Any = n
associados An; = Ang = n,” — ng", que acompanham a variagio do potencial quimico da

proteina, Apu, = App. No equilibrio App = 0, temos que:

(up—pl)=(p® —pl )+ RTIn([D]/[N])=0

onde os indices O representam o potencial quimico padrdo e [D)/[N] = K, a constante de

equilibrio da reagdo entre D e N. Portanto: App® = - RT In( K ) que substituido em 2.2.1

fornece:
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_%=Ans +Anw%=§”

du, au,

ou em termos da constante de equilibrio

RTdInK _ An +An, du, _ E 0ah)
du, dp,

A primeira destas expressdes mostra como a partir de medidas
termodindmicas diretas de &3, pode-se obter informagdo de como o potencial quimico da
proteina se modifica com a adi¢do de solutos. Na sec¢@o 2.3 serd mostrado como &sp é
obtido de medidas de densidade de solugdes. Este tipo de medidas ndo dd nenhuma
informagdo sobre o equilibrio quimico, i.€, sobre a fragdo de populagdes da macromolécula
em uma e outra conformagdo. Medidas extra termodinamicas, como espectroscépicas, sao
necessdrias para acompanhar o efeito da adig¢do de solutos sobre a constante de equilibrio
da reagdo. Neste caso, a segunda equagio deve ser utilizada.

Em qualquer um dos casos, se o lado esquerdo for negativo, o termo de
hidratagdo predomina, dApy°/ dus € positivo e dInK/dus é negativo. Isto implica na des-
estabilizagdo da solug@o no primeiro caso, No segundo, implica na diminui¢do da constante
K=D/N, i.€, em deslocar o equilibrio do estado que liga mais dguas, D, para o menos
hidratado, N. Note que apesar de as medidas da constante de equilibrio serem extra-
termodindmicas elas nos fornecem uma interpretagdo molecular imediata. O mesmo nio

ocorre quando &3, é determinado por um método termodindmico, apesar de 0 mecanismo

ue impde Aup® ser o mesmo que aquele que leva a diminuicdo da constante de equilibrio
q q

K.
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2.3 Andlise e interpretacio do efeito de soluto na estabilidade
conformacional de proteinas via determinagdo de &3, por medidas de densidade de
solugdes dgua — macromolécula - soluto (Timasheff).

O pardmetro de interagdo preferencial pode ser determinado
experimentalmente por medidas de densidade do solvente, e das solu¢des com proteina em
concentragdo varidvel, mantido os potenciais quimicos de 4gua e soluto constantes. A

medida da densidade da solugdo agua (1) + proteina (2) em diversas concentragdes permite

determinar o volume especifico parcial aparente da proteina, (), através da relagdo:

c2—i

lim(2P ) =(1-¢.p. ). 23.1)
dc, : '

onde ¢, € a concentragdo em peso do componente 2 (a proteina), p € a densidade da
solu¢do, T € a temperatura absoluta, [, € o potencial quimico do solvente (componente 1),
e po € a densidade da fase da solugdo em que a solugdo protéica entra em equilibrio de
diélise. Se o solvente € suplementado com um soluto nao eletrélito dializavel (componente
3) a correspondente densidade produzird um volume especifico parcial aparente definido

pela equagao:
(1=0,P4 )y =(1-V,p, )+E(1-V,p,)

onde v, € o verdadeiro volume especifico parcial, definido como (aV - |
2

temperatura, pressdo e molalidade m; do soluto constantes. Nesta equagdo &;, € o
parametro de interacdo preferencial, que aparece na equagdo 2.1. &;, pode ainda ser

expresso em termos das taxas de variagdo da molalidade da proteina (m;) em relagdo a do

soluto (mj3) e suas massas molares, M, e M3

Eoa={

)T.y.’._uz‘

M, om,
M, )(am

2
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onde &%, é o valor limite &3, quando ¢, — 0.

Timasheff e colaboradores mediram intensivamente valores de &;,, para
diversas proteinas com diferentes osmdlitos, demonstrando experimentalmente que
diversos osmolitos, como aqueles utilizados neste trabalho, sdo preferencialmente
excluidos da superficie macromolecular. Timasheff (1998) interpreta que os parametros
Ang e An,, que ocorrem nas equagdes 2.3.a e 2.3.b ndo reflete nenhuma propriedade fisico-
quimica do sistema. Isto estd em contra-posi¢do a interpretagdo alternativa que Ang e Any
refletem quantidades estequiométricas de ligagdo de soluto e 4gua a proteina,
respectivamente. (Tanford, 1969; Colombo, 1994). Esta outra interpretacdo serd analisada

a seguir.

2.4 Andlise do efeito de soluto na estabilidade conformacional de
proteinas considerando a contribui¢do da dgua de hidratagdo ao potencial quimico da
proteina.

A energia livre de hidratagdo de uma macromolécula necessariamente
contribui para seu potencial quimico. Portanto, se esta macromolécula assumir diferentes
conformagdes em solug@o, que sdo visitadas ao longo de uma reagdo, o equilibrio de reagao
deve depender do potencial quimico da 4gua em propor¢do a variacdo de hidratacdo
associada as conformagdes final e inicial da reagdo (Colombo et al., 1992). Esta
dependéncia da constante de equilibrio com o potencial quimico da (l,,) pode ser obtida a
partir da equagdo 2.2.3.b, que foi derivada da equag@o fundamental de Gibbs-Duhen (eq.
2.2.1), supondo uma solugdo protéica de dgua + soluto. Para tanto, vamos considerar a
proteina em uma solu¢do com osmdlitos que sejam completamente excluidos da superficie
protéica. Nestas circunstancias a solugdo n3o € mais homogénea do ponto de vista

termodinamico, haja visto que a solu¢do no entorno da proteina € distinta da regido do
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volume da solugdo quanto as concentragdes de dgua e soluto. Assim, na ocorréncia de
exclusdo preferencial do soluto o entorno de um mol de proteina € constituido de n; e n3
moléculas de &dgua € soluto, respectivamente, enquanto no volume da solugdo a
concentragao de agua e de soluto é, respectivamente, N; e N,. Esta diferenca de
concentragdes entre o entorno da macromolécula e o volume da solugdo caracteriza a
existéncia de duas fases termodindmicas distintas e em equilibrio regido pela eq. de Gibbs-
Duhen aplicado a cada fase. Para a fase macromolecular vale a eq. 2.2.1, enquanto que na

fase do volume da solugdo esta equagdo € escrita por:
Ndu +Ndu, =0 (24.1)

Substituindo dus desta equagdo na equagdo 2.3.b, e lembrando que dp; = RT In(a,) temos:

donk —An %“" + An, (2.4.2)

din(a)

Este mesmo resultado foi encontrado por Tanford, ao estender as equagdes
de “linkage” quimico originalmente propostas por Wyman para incluir a contribui¢do da
dgua para o equilibrio quimico em reagdes bio-moleculares. Colombo e colaboradores
(1992, 1994, 1996), propuseram utilizar a adi¢do de osmdlitos a solugdo como forma de
controlar a atividade de dgua da solugdo, e assim determinar o nimero de moléculas de
agua que participam de reag¢des bioquimicas. Para tanto consideraram inicialmente o caso
de exclusdo total do soluto, Ang = 0. Nestas condicOes, a taxa de variagdo da constante de
equilibrio com a atividade de 4gua, a,, expressa pela equagdo acima € igual a An,, a
diferenga entre o nimero de dguas ligadas aos reagentes (conformagéo inicial) em relagéo
aos produtos (conformacgdo final). Esta equagdo é vdlida mesmo para o caso em que a

exclusdo do soluto ndo seja completa, como mostrado anteriormente (Colombo, et.al.,

1994, Colombo e Bonilla, 1996).




N
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Enquanto a equagdo de linkage 2.4.2 permite determinar a contribui¢do da
dgua de hidratagdo para o equilibrio entre duas conformagdes, € de interesse descrever
explicitamente a contribui¢do energética da liga¢do de n,, moléculas de dgua de hidratagdo
ao potencial quimico de uma macromolécula. Colombo mostrou que isto pode ser feito
considerando a teoria de ligacdo de ligantes a espécies macromoleculares, anteriormente,
proposta por Schellman. Considere que um dado estado conformacional de uma proteina
seja hidratado por passos, i.e.,

P, +w <> P, Bi=ki

Pi+we—oP,

Pow1+W > Py Ban=ki. ko ky
onde i representa o nimero de sitios de hidratagido ocupados, k; € a constante de ligacdo da
i-ésima molécula de dgua a proteina, [3; a constante de liga¢do sequencial no i-ésimo passo
de ligacdo, P, € a proteina totalmente desidratada e Py, € a proteina com seus ny, sitios de

hidratagdo saturados. A razdo entre as conformagdes Py, e P,, dada por:

ln(%) —In(S Ba")

Como o potencial quimico da proteina hidratada € dado por
M, =u’+RTInP,

tem-se que:

1, =u’ +RTIn(P)—RTIn(X.Ba’)

Supondo que os sitios de hidrata¢ao sao idénticos, i.€ que a dgua se liga com
a mesma afinidade k,, a todos os sitios, ¢ independentes o logaritimo na equag@o acima

iguala-se a In(Z) = ny.In(a,) + ny.In(ky), onde n,, € o nimero total de sitios de hidratagdo
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da proteina. Substituindo na equagdo acima e reconhecendo que  [In(P,) -
ny.In(ky)]=In(P,y) quando a atividade de dgua tende a 1, temos que o potencial quimico da
proteina totalmente hidratada é dado por:
U, =HU. +RTIn(P,)-RT -n,-In(a,) (2.4.3)

que demonstra que o potencial quimico da proteina\@ concentragdo P aumenta com a
diminui¢do da atividade de dgua. Este resultado reflete o comportamento observado em
medidas de densidade de proteinas na presenca de solutos que demonstram que Aup
aumenta com o aumento da concentragdo daqueles solutos preferencialmente excluidos
pela proteina. Isto ocorre mesmo na auséncia de mudangas de conformagdo protéica e, €
um efeito proporcional a hidratagdo da proteina. Portanto, se considerarmos duas
conformagdes protéicas em equilibrio, com diferentes nimeros de hidratagdo, a diminuigdo
de a, deslocard o equilibrio na dire¢do do menos hidratado. Esquematicamente, se
considerarmos o equilibrio entre os estados N e D, com nyn € nyp dguas ligadas,
respectivamente, teremos:

N«—>D

(1, =, )=0=AG° +RTIn([D]/[N])—(n® —=n" )RTIn(a,) (2.4.4)

cuja derivada em relagdo a In(ay,) retorna a equagao de linkage 2.4.2 para Ang = 0.

Em conclusdo, o efeito da adi¢do de solutos preferencialmente excluidos da
superficie protéica pode ser facilmente interpretado em termos da energia de solvatagdo da
macromolécula em solugdo, e os pardmetros de Ang € An,, que aparecem na eq. 2.4.2
refletem a estequiometria de ligagdo tanto do soluto (se esta ocorrer) quanto de dgua. Nesta
interpretagdo, o pardmetro de interagdo preferencial, &, determinado diretamente das
medidas de densidade parcial molar de proteinas em solugdo contendo solutos, reflete
diretamente a interagdo direta dgua-proteina e soluto-proteina, que pode ser determinada
pela medida da variagdo da constante de equilibrio de qualquer reagdo com a concentragao

de um osmélito adequado.

AVA
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2.5 O Efeito de Ocupagao do Volume na Atividade Termodindmica de
Proteinas:Algumas Conseqiiéncias Bioquimicas (Minton, 1983).

O segundo tipo de abordagem utilizado para interpretar-se o efeito da adig¢do
de solutos sobre o equilibrio de uma reag@o considera o efeito de exclusao de volume
disponivel a proteina em solugdo devido a presenga do soluto. O efeito desta diminuigdo do
volume disponivel 2 macromolécula em solugdo sobre o seu potencial quimico, tem sido
tratado em termos da fuga da idealidade da solug¢ao. Enquanto para uma solugao ideal:

pp=p° +RT In(P)
onde P € a concentracdo da proteina, em uma solugao nao ideal:

up=p° +RT In(y.P)
onde y € coeficiente de atividade responsavel pela fuga do comportamento ideal da
solucdo.

Portanto, se considerarmos o equilibrio entre duas espécies conformacionais N e D, a

diferenga entre o potencial quimico destas espécies é dada por:

AG° =u’ —u’ =RTIn(K)+RTIn v, 2.5.1)

N

onde K=[D]/[N] € a constante de equilibrio aparente da reagdo, e 7; os coeficientes de
atividade de D e N. Minton (1983) e Winzor e Wills (1993) propuseram calcular y com
métodos de mecanica estatistica desenvolvidos na teoria de solugdes de MacMillan Mayer.
Nesta teoria o desvio do comportamento ideal, para as espécies em solugio, € atribuido as
interagdes entre moléculas proteina-soluto, proteina-proteina e soluto-soluto. De maneira
geral, a parte ndo ideal do potencial quimico, In (y;), € escrito como uma expansao do virial

nas concentragdes das varias espécies em solug¢do, como segue:

Iny, =3 B,(T,P)c,+ LY B,(T,P)c, +...
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onde as somas sdo feitas para todas as espécies em solucgdo; os coeficientes Bij, Bij, ...sdo
referentes aos coeficientes de interagdo entre 2, 3, ou mais espécies componentes,
respectivamente. MacMillan e Mayer mostraram que os coeficientes de interagdo podem
ser calculados como fungdo da energia potencial efetiva de interagdo (ou potencial da for¢a
média) para qualquer 2 ou mais moléculas componentes da solugdo num banho solvente.
Se Uj;, a energia potencial efetiva de interagdo entre as moléculas, € dependente somente

da distancia rj; que separa os centros da duas moléculas, entdo:

B, =4rN, [ (1-e U7/ KL )y (2.5.3)

O potencial considerado para descrever os efeitos de volume excluso proteina—osmdlito,

sdo potenciais de esfera rigida, onde a tnica interacdo significativa entre as moléculas de

proteina e solutos pequenos sdo do tipo volume excluso, isto €

oo, parar < (R + R3)

0, parar > (R, + R3)

onde R, e R3 sd0 os raios da macromolécula e do soluto respectivamente (Minton, 1983;
Wills e Winzor, 1993). B»; calculado através da integral acima pode ser descrito por

B,; = 4/3nN(R; + R3)° (2.5:5)
que € interpretado como o covolume molar da macromolécula-solvente. Termos de ordem
superior em B sdo normalmente desprezados no calculo de In (y), de forma que:

In (y) = 4/37N(R; + R3)* (2.5.6)
para cada espécie protéica. Considerando o equilibrio entre duas conformagdes N e D, com
raios médios Ry € Rp em uma solugdo com soluto de raio r esta teoria prevé que a

dependéncia da constante de equilibrio da reagdo com a concentragdo molar Cs do soluto

adicionado € dado por:
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In(K) =In(K,) +4?”[(Rn +r) —(R, +ry]-C, @57

Este tipo de andlise ndo leva em consideragdo, portanto, a contribuigdo
devido a energia de solvatagdo da macromolécula e o efeito da variagdo da atividade da
dgua com a adig¢@o do soluto. Nisto ela € bastante distinta da abordagem termodindmica
baseada na equacdo de Gibbs-Duhen, que considera explicitamente as mudangas
indissocidveis dos potenciais quimicos da dgua e do soluto. Certamente, este tratamento s
€ valido para os casos em que efeitos de volume excluso forem muito maiores que aqueles

origindrios da interacdo direta da proteina com a 4gua e/ou com o osmolito.
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3.1. Material

3.1.1. A Macromolécula

As proteinas globulares sdo adequadas para o estudo de enovelamento
protéico por permitirem a observagdo da formagdo da estrutura nativa tnica de uma
proteina, a partir de sua cadeia polipeptidica desnaturada. Esforgcos consideraveis,
experimentais e tedricos, tém sido feitos na tentativa de estabelecer a natureza dos
intermedidrios que devem existir nas etapas do enovelamento (Levitt e Chothia, 1976). A
idéia de que segmentos da estrutura secunddria, localizados préximos uns dos outros na
sequéncia primdria, interagem para estruturar sub-conjuntos que se associam durante as
etapas de enovelamento da mioglobina (Mb), para formar a estrutura nativa, foi apontado
por Ptitsyn em 1974 (Ptitsyn, 1995).

A mioglobina € uma proteina de estocagem de oxigénio (O9) nas células
dos tecidos musculares dos vertebrados; € uma molécula globular monomérica pequena,
constituida por 153 residuos de amino 4cidos e o grupo heme, um complexo ferro
porfirinico, preso ao seu interior. A estrutura secunddria é composta de oito hélices o,
denominadas pelas letras maidsculas de A a H (figura 3.1.1), conectadas por segmentos

ndao helicoidais de polipeptideos, resultando numa macromolécula elipsoidal de

aproximadamente 44x35x25 A. Sua massa molecular é de, aproximadamente, 17.800

Daltons e € constituida por 1200 dtomos, excluidos os dtomos de hidrogénio (Kendrew et
al, 1960). As hélices de comprimentos diversos (variando de 7 a 26 residuos) englobam
121 residuos. O complexo heme estd ligado as hélices E e F no bolso hidrofébico fazendo
ainda contatos com as hélices B, C, G e H e com as algas DC e FG. O dtomo de ferro no
centro do grupo heme faz quatro ligagdes com atomos de nitrogénio da porfirina; uma
quinta ligacdo € feita covalentemente com a histidina proximal, HisF8, da proteina.

Quando esta macromolécula estd na forma ligada, a sexta ligacdo do 4tomo de ferro é
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completada com o ligante (que pode ser: HyO, 05, CO, NO, CO») através de uma “ponte”
de hidrogénio com a HisE7, a hitidina distal. A ligagdo de ligante, por exemplo o Oy,

desloca o atomo de ferro central para fora, numa posigdo perpendicular ao plano do grupo
heme. Outras variagdes estruturais que podem ocorrer devido a proteina estar ou nio
ligada, sdo movimentagGes em seus segmentos e rearranjos nas suas cadeias laterais

(Mathews e van Holde, 1990; Voet e Voet, 1995).

Figura 3.1.1 Representacio da molécula de Mioglobina suas oito
hélices e o grupo heme (fonte PDB cod:2MM;).

Ainda hoje continuam os estudos com esta proteina, na sua forma holo ou

apo e, por métodos cada vez mais sofisticados, busca-se entender o processo de

enovelamento de proteinas. A estrutura da apoMb nio esta ainda determinada por métodos

cristalograficos de R-X e tem sido considerada como tendo estrutura semelhante & da Mb.
Os resultados de uma grande variedade de estudos espectroscopicos indicam que a apoMb
nativa mantém muito de sua estrutura secundaria comparada a estrutura em cristal da Mb
(Fontana et al, 1997).

Em nossos experimentos utilizamos a apomioglobina (apoMb) obtida pela

remogdo do grupo heme (descrito adiante). As variagdes estruturais induzidas na proteina
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pela retirada do grupo prostético podem ser recuperadas com a sua reincorporagao em pH
fisiolégico e portanto a apoproteina pode ser considerada como precursora da sua forma
nativa. As propriedades estruturais e termodinamicas da apoproteina sob condi¢Ges nativas
compdem uma descricdo acessivel de provédveis intermedidrios do processo de
enovelamento (Hirst e Brooks III, 1994).

A remog¢ao do grupo heme diminui sua estabilidade, mas sua estrutura
permanece ainda compacta, com um interior hidrofébico com extensa estrutura helicoidal,
mantendo conformagdo final unica (Griko et al., 1988). Com relagdo a influéncia do
numero de residuos nas hélices sobre o espectro DC de proteinas, Hirst e Brooks III (1994)
sugerem que somente os residuos pertencentes as hélices devem contribuir e portanto
serem levados em conta.

Obtencao da apoMb: a partir da mioglobina de corag@o de cavalo, obtida
da USB Corporation, seguimos o método de extragdo do grupo heme pela metil-etil cetona
(Merck) em meio acido (Teale, 1959). Uma solugdo de Mb, (~1mM), em dgua ou tampéo
diluido, € trazida a pH ~ 2,4 por adi¢do de aliquotas de HCI 0,1 M. Adiciona-se igual
volume de metil- etil cetona e agita-se vigorosamente. Deixa-se descansar por alguns
minutos para a separagdo das fases: uma fase organica, cetonica, escura e que contém o

grupo heme e, outra fase aquosa, clara, onde estd a apoproteina. Todas as etapas acima

descritas foram feitas em banho de gelo, para manter a temperatura de ~ 4C (Ascoli et al.,

1981). A fase contendo a apoproteina € entdo filtrada numa coluna Sephadex G-25, da
Pharmacia, previamente equilibrada com solu¢do 50 mM de KCI. Apés correr o volume
morto, coleta-se a fragdo contendo a apoproteina que estara livre de residuos cetonicos e
impurezas ¢ num pH de aproximadamente 5 (Hughson et al, 1991). A solugdo de apoMb
obtida deve ter uma cor amarelada e transparente; para ser estocada é conveniente elevar
seu pH para 7.0 (Teale, 1959).

3.1.2. Os Solutos
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Foram utilizados agiicares, polialcodis e polietileno glicéis de diversas
massas moleculares como solutos e a escolha obedeceu aos seguintes critérios: sdo solutos
inertes no que se refere a ligagdo com a proteina, sdo de grupos funcionais distintos e t€ém
massas moleculares (MM) que abrangem um intervalo bastante amplo.

As solugdes contendo solutos foram preparadas nas concentragdes descritas
na Tabela 3.1, em dgua bidestilada e desionizada, filtradas e estocadas sob refrigeracao até
o uso. Os polidis sdo caracterizados pela presenca de diversas hidroxilas em suas
moléculas. Os polietileno glicéis (PEG) sdo polimeros de fémula geral:

H(COCH»CH7),OH, onde n > 4. Estes compostos sao liquidos viscosos e claros ou sélido

branco que se dissolvem em 4gua formando solugdes transparentes. O PEG400 tem n
variando entre 8,2 ¢ 9,1 e com MM média entre 380 e 420 Da. O PEG600 tem n que varia
entre 12,5 e 13,9 com MM média entre 570 e 630 Da (The Merck Index, 1996).

As solugdes de KCl, NaCl, NaOH e HCI foram preparadas em dgua pura a
partir de solugdes padrao como o caso do HCI IN, da Merck, ou do NaOH, da Reagent,
padronizada neste laboratério, ou ainda, por dissolucio de uma certa massa em volume
adequado, no caso dos sais, sendo que essas concentragdes eram sempre verificadas no

osmometro.

3.2. Os Equipamentos de Medidas

3.2.1. De pH

As medidas de pH foram feitas num analisador de pH Corning 350,

ou num Micronal B-375, com eletrodo de vidro e calomelano para fons H*, devidamente

calibrado com solugdes padronizadas para diversos valores. Estes eletrodos, devido a sua

alta especificidade ao fon, tém caracteristicas muito estdveis para medidas do pH inclusive

em solventes orgénicos e sistemas nio aquosos (Willard et al, 1974).
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TABELA 3-1. Apresentacio dos solutos utilizados com relacdo a forma
de preparacio, suas densidades medidas e tabeladas, suas massas moleculares e os
laboratorios fornecedores. Os dados tabelados foram tirados de CRCPress, 1978, e
The Index Merck, 1996).

Soluto

Neutro

Concentra-

¢do estoque

Densidade
Medida

(g/cm3)

Densidade

Do CRC ou

Index Merck

Massa
Molecular em

Da

Origem dos

produtos

Sacarose

C12H22011

Glicose

C6H1206

Ribose

C5H1005

1,2561

1,2965

1,2654(56 %)

1,3162(64%)

1,1945(44%)

Arabitol

C5H1205

Manitol

C6H1406

Sorbitol

C6H1406

1,0884

1,0548(15%)

1,2879(70%)

Calbioche-

mical

PEG400

PEG600

PEG1000

1,072

1,128(80%)

1,128(80%)

3.2.2. Das Concentragoes
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Um espectrofotdmetro CARY UV-Visivel Varian, modelo 3E, foi utilizado
para a determinagdo da concentragdo das preperagdes de apoMb e para detectar a possivel
presenga de Mb. Os picos de absor¢@o caracteristicos da apoMb, em 280 nm e do grupo

heme em 410 nm, com os coeficientes de absor¢ao respectivos, € =14,3.10'4 M-lem-le

280

E4m=l,59.10‘5 M-lem-1, (Goto e Fink, 1994; Pace et al, 1990) aplicados a lei de Beer-

Lambert nos fornece a concentracdo das duas formas. A razdo das absorbéncias nas duas

regides (A410”A ) deve ser < 0,1, indicando a existéncia minima de heme residual e

280
considerada boa condigdo de trabalho (Ascoli et al, 1981).

Um osmodmetro automatico OSMETTE da Precision Systems, INC., foi
usado para a verificacdo das concentragdes em Osmol/Kg das amostras medidas pelo
nimero de particulas em solugdo que este equipamento fornece. A calibragdo do
osmometro € verificada periodicamente utilizando o seguinte procedimento: verificar o
nivel do liquido do banho; aquecer durante 15 a 20 minutos até que sua temperatura esteja
equilibrada; usar apropriadamente as solu¢des padronizadas de 500 mOsm seguida da de

100 mOsm, obtidas da Precision Systems, INC.

3.2.3. Das Alteracdes Estruturais na Macromolécula. Medidas de
Dicroismo Circular (DC).

Em grande parte, as moléculas sintetizadas pelos organismos vivos sdo
assimétricas e as medidas de dicroismo circular sdo sensiveis as variagdes conformacionais
destas macromoléculas. O DC mede a diferenga na absor¢do, por moléculas assimétricas,
entre as suas rotagoes da luz circularmente polarizada (Johnson, 1996). As variagdes nos
espectros de proteinas que sofrem mudangas conformacionais em sua estrutura secundéria
s@o devidas aos efeitos elétricos e magnéticos em sua origem. Estes espectros sao sensiveis

aos efeitos de cargas sobre os estados eletrbnicos padrdo e excitado, influenciando as
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mudancas na distribui¢do de cargas localizadas, na constante dielétrica, nas interagdes tipo
ponte de hidrogénio e na ressondncia acoplada as diferentes partes da molécula (Tinoco et
al, 1995). As reagdes de desnaturag@o induzidas por dcido e as reagdes de reenovelamento
promovidas pelas crescentes concentragdes de solutos foram acompanhadas em um
espectropolarimetro JASCO-710, calibrado para as intensidades, com solugdo aquosa de
10-sulfonato D-canforato de aménia preparado a 0,6% peso/volume, em celas de 1 mm de
espessura, € com cristal de neodimio para a calibragdo do comprimento de onda (Manual
da JASCO).

Muita discussdo existe em torno da melhor andlise dos espectros DC de
proteinas e de outros polimeros, no sentido de determinar os percentuais das estruturas de

hélices o, cadeias B e de random coil. Muitos pesquisadores ressaltam sobre a boa precisdo
nas medi¢oes dos contetidos de hélices o, mas também a pequena certeza na determinagio
das quantidades das outras estruturas (Beychok, 1966; Greenfield e Fasman, 1969; Hirst e
Brooks III, 1994; Eftink, 1995).

Para calcular o conteiido de hélices o € necessario assumir que todas as
partes da macromolécula que ndo pertencem as hélices tém caracteristicas rotatérias de um
polipeptideo aleatério. Os espectros de DC na regido do UV para a mioglobina e um
copolimero helicoidal (com hélices a direita) estdo relacionados de maneira clara quanto ao
conteido de hélices o para a elipticidade em 222 nm, e para a Mb € aproximadamente,
67% (Beychok, 1966).

Como mostrado por Fasman em estudos de DC da poli-L-lisina: a) as

medidas de DC de um homopolimero sdao uma boa aproximagdo para os espectros de DC

de segmentos curtos de hélices o de proteinas; b) que a forma aleatéria deste polimero é

um modelo razodvel para segmentos irregulares de uma proteina, mesmo nao estando esta

totalmente desnaturada e contendo alguma estrutura rigida repetitiva; c) a regido de 208 a
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240 nm € a melhor regido de estudos, por parecer menos sensivel a variagdes das cadeias
laterais nao cromoféricas e dos solventes (Greenfield e Fasman, 1969).

Uma estimativa feita por DC para este tipo de estrutura contidos na Mb €
comparada aos valores obtidos de estudos cristalograficos por raios-X e por dindmica
molecular, (MD), estdo resumidos na Tabela 3.11.

Para estimar os conteiidos das estruturas helicoidais e aleatérias, neste
trabalho, foi feito estudo comparativo dos espectros de hélices oo em 222 nm e das
estruturas aleatérias em 217 nm das seguintes macromoléculas: mioglobina nativa e
desnaturada, apomioglobina nativa e desnaturada e da poli-L-lisina em sua conformagio
helicoidal e aleatéria. Os dados estdo apresentados na figura 3.2.1.

Tabela 3.II- Comparacio de conformacdes helicoidais obtidas para a Mb por
diferentes técnicas. (DC e R-X, por Greenfield e Fasman, 1969"; Nishii et al, 1994"; dinAmica
molecular, por Hirst e BrooksIII, 1994°).

método Hélice o Estrutura Est. aleatdria

DC lit? 67% 0-13% 20-30%
Nishii® Mb 66% 22-23%

apoMb 55%
nossos Mb 70%

apoMb 56%

65-72% 23-32%

72%

Segundo Johnson e colaboradores (1990) os espectros DC podem ser bem
aplicados as proteinas que tenham sua estrutura secubddria e estabilidade conhecidas, mas

alguns cuidados devem ser tomados para melhorar a precisdo das medidas de DC: a) a

calibrag@o rotineira do espectropolarimetro; b) a concentragao da biomolécula em questdo
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ndo deve ultrapassar uma densidade optica de 0,3 além de estar adequada ao caminho
optico da cela a ser usada; c) a concentragdo do tamp@o, em geral néo deve exceder 20mM
(Exemplos: tampo fosfato, maximo de 10 mM; EDTA ndo pode ser usado além de

0,1mM).

[6] 10° (graus.cm?/dmol)

T L 5.3 Y T 4 T
210 220 230 240
comprimento de onda (nm)

Figura 3.2.1 Espectros de DC da mioglobina e da apoMb nas formas
N e D, e da poli-L-lisina na forma aleatéria e helicoidal.

3. 3. Titulacdes

As diversas titulagdes utilizadas nos experimentos realizados para os
estudos da desnaturagdo e do reenovelamento da apoMb na presenga de solutos ou anions
estdao descritos abaixo.

3. 3. 1. Experimentos de titulagiio acida: diversas amostras com volumes
mantidos constantes ¢ com as mesmas concentragdes de proteina, mas com diferentes
concentra¢des de sacarose, foram titulados com microvolumes de acido cloridrico 0,1M.
Os valores de pH foram anotados e os espectros DC registrados num PC para posterior

analise de dados. As leituras no DC eram realizadas com aliquotas de ~ 300 pL de solugéo,

em celas de 1 mm de espessura, que eram posteriormente devolvidas a solugdo antes da
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préxima adigdo de 4cido. O intervalo de variagdo de pH foi de 7 a 1 e a concentragdo da
proteina igual a 5 pM. Para todas as concentragdes do soluto foi subtraida a absorgdo
devida ao soluto na auséncia de proteina, nos diferentes valores de pH.

Das curvas obtidas destes dados, foi escolhido o pH = 2,46 para a realiza¢ao
de outro tipo de experimento, descrito mais a frente. Este pH foi o que apresentou maior
variagdo entre os estados desenovelados (para concentra¢cdes nulas ou muito baixas de
soluto) e os estados mais enovelados ou nativos (para concentragdes elevadas de soluto)
(ver figura 4.2.3. na pagina 52).

3.3.2. Experimentos de titulacio com solutos: para cada soluto foram
preparados 16 tubos com 4 mL de solucdo, em diferentes concentragdes de soluto. Cada
uma destas amostras foi homogeinizada e levada ao pH de interesse (2,46), para entdo
serem separadas aliquotas de 3 mL em tubos numerados e acrescentar a eles iguais
volumes de apoMb, no mesmo pH, para obter uma concentragdo protéica final de 5 pM.
Novamente foi feita a homogeinizagao das solugdes e retiradas aliquotas de 300 uL para a

leitura no DC, ap6s o que cada tubo era levado para as medidas no osmoémetro. A leitura

das amostras “controle” no DC foram feitas para cada concentragdo daquele volume

restante (~1,0 mL) da separagdo das amostras antes de acrescentar a proteina.

3. 3 .3. Experimentos com o ion Cloreto, (CI'): Foram feitas diversas
titulagdes acidas da apoMb em ambiente rico em cloreto, numa concentragio de 0,5 M de
cloreto de potassio. As titulagdes com cloreto a pH 2,46 foram feitas da mesma maneira
descrita para os solutos (na se¢do 3.3.2).

3. 3. 4. Experimentos com controle de temperatura: para as diversas
concentracbes de glicose e sacarose a pH = 2,46 foram realizadas medidas com a

temperatura variando entre 10° e 30° C, utilizando-se um banho Neslab RTE 221 com
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sensibilidade de 0,1°C. A cela de medida no DC foi adequadamente mantida a temperatura
do banho.

3. 3. 5. Experimentos de Reversibilidade: com a finalidade de mostrar que
as reacdes acima estudadas sdo reversiveis, foi realizado o caminho inverso para as
titulagGes acidas e para as titulagdes com solutos, bem como nos estudos com variagdo de

temperatura.

3. 4 Métodos de Analise e Tratamento dos Dados

Um método usual para estimar a cooperatividade de uma transi¢do ¢ medir a
inclinagdo da curva desta transi¢cdo em seu ponto médio. Esta inclinagio € proporcional a
variagdo da quantidade termodindmica associada com a varidvel que provocou tal
transi¢do, seja a diferenca no grau de ionizagdo para as transi¢des induzidas por pH, seja a
diferenca de nimero de moléculas do agente desnaturante associadas a macromolécula
entre um estado e outro da transig¢do ( Pace et al, 1990).

A constante de equilibrio para a transi¢@o entre os dois estados € obtida de:
Kobs = fo/ (I - fp), onde fp € a fracdo de macromoléculas no estado desnaturado.
Considerando que: fn + fp = 1, onde fy € a fragdo de macromoléculas no estado compacto
da apoMb, e que a propriedade fisica que mediu a variagdo conformacional da proteina
acompanhadas pela elipticidade seja dada por: 6, = fp.Op + fn.On, onde 0, é a medida da
elipticidade em um ponto qualquer da transi¢do, 6p e Oy sdo as elipticidades medidas nos

estados desnaturado e nativo, respectivamente; o valor da constante de equilibrio, Kgps, €

calculado da maneira descrita abaixo, partindo das relagdes descritas acima (Schmid,

1990):

—_ (GY B f.‘lg.'l )
0

N

Ly =1=F, & &
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(BX — f!leﬂ )
0

N

fﬁ':]_ ff)ah':e.\f _-91+ff)6.']

_(6,-6,)
" (6,-6,)

que rearranjando da:

Como: K = Iy —

ST

Teremos:

GN_BX

GN_BD =6N_6X* en.r

Ox=6pfp 6y-6, 6,-6,fp
Oy

Kobs =

que com arranjos e substitui¢des fica:

k, ={0:76:)
(6, -6,

_(6,-6,)

oy = (3.4.5)
' (6,—40. )

Num sistema cooperativo, quando corrigido para os efeitos estatististicos, a
constante de dissociagcdo aparente para uma ou mais etapas sucessivas diminui quando a
saturagio progride. E comum na pratica, usar métodos semi-empiricos e interpretar o
significado fisico dos pardmetros assim obtidos. Esta aproximagdo estd baseada na
afirmacdo de que a ligagdo durante o intervalo de saturagdo pode ser descrita pelas
equacdes dadas por um sitema de cooperatividade infinita. O caso extremo de
cooperatividade infinita de ligagdo € representada por uma reagao tudo ou nada.

M, + nL & M, K"= ([M,][L]")/[Ma] (3.4.6)

onde K" é a constante de dissociagdo aparente para sitios interagentes. Para este caso o

pardmetro v € dado por:
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(n[L]")
M] g
([M,]+[M,]) (H[IL({)

que dividida por [L] fica:

V[L]:_...L{.__

[L]
1
(+K )

n[L]"'

e a fragdo de satura¢do y = v/n é:
[L]

K

[L]
T4+ —
(1+ T )

y:

Todas estas equagdes estdo baseadas na afirmacdo de que a ligagdo €
infinitamente cooperativa para todos os n ligantes. Na prtica, cooperatividade infinita ndao
€ observada e os dados de interagdes cooperativas sdo descritos para uma parte do intervalo

de saturacio, de 25 a 75%. Estas relagdes semi-empiricas sao:

(3.4.10)

Ly
LT
(L] [LT"
Km’z"

(LI
1
(4 o )

(3.4.11)
)
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sendo 1 < oy < n. O parametro oy, conhecido como a constante de Hill, representa um
indice da cooperatividade. Quando oy = n, o sistema se comporta como, perfeitamente,
cooperativo; quando oy = 1, indica ndo cooperatividade. Da equagdo de y , o parametro oty

¢ dado por:

U
d{in[ ——
) {n[(Hy)]}
a, = (3.4.13)
d(in[L])

que € uma defini¢dao conveniente da constante de Hill ( Cantor e Schimmell, 1980; van
Holde, 1985).

A medida da cooperatividade na transicdo D <> N € dada pelo nimero
diferencial de moléculas do desnaturante “ligadas” aos estados inicial e final da proteina no

processo estudado e € dado por:

_dln(K, )

e T , (3.4.14)
din(a_)
como mostrado anteriormente.

As concentragdes das diferentes misturas de dgua e soluto foram calculadas
da seguinte maneira:

(w;p,V; / MM,,)
[(A-w,)p,V;+V, ]

m =[molal] ,,, = { }1000 (3.4.15)

sendo: m, a concentragdao molal final do soluto em cada tubo; @, a concentragdo do soluto

na solug@o estoque, em peso por volume, (g/mL); ps, a densidade da solucdo estoque de
soluto preparada; V,, o volume de solugao de soluto em cada tubo; V,, o volume de dgua
acrescido a cada tubo; MM a massa molecular do soluto, e o fator 1000 é devido a

concentragdao molal ser dada por kilograma, pode-se escrever para a atividade de dgua a,,:

In(a_ )= - ——=— osmolal (3.4.16)
33,5 55,5
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Calculados Kyps € In(ay,), constrdi-se o grafico de In(Kys) em fungdo de
In(ay,) para cada soluto para determinar o nimero diferencial de moléculas de 4gua

envolvidas no processo pela inclinag@o da curva, dada por:

din(K, )
din(a_)

—An_ (3.4.17)

AVA
AVAVA
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Resultados

4.1 APRESENTACAQO

Neste capitulo estdo apresentados os resultados obtidos por dicroismo
circular, para caracterizar o equilibrio de enovelamento/desenovelamento da apoMb em
fun¢do do pH, da temperatura, da concentragdo de cloreto de potassio e de solutos inertes
adicionados ao meio. O efeito da concentragdo do sal e dos solutos inertes (sacarose,
glicose, ribose, sorbitol, arabitol, polietileno glicol 400, 600, 1000 e 2000) sobre o grau de
enovelamento da apoMb a diferentes valores de pH e temperatura, foi acompanhado por
medidas da elipticidade da proteina em 222 nm. O efeito da adi¢do de solutos sobre a
estabilidade térmica da apoMb a pH 2,46 foi investigado na presenga de diferentes
concentragdes de glicose e sacarose.

Os resultados experimentais estdo descritos da seguinte forma:

4.2. Dados obtidos dos experimentos sobre o efeito do pH na estrutura
secundaria da apoMb, medidos na auséncia e presenca de solutos, ou seja, em agua pura,
KCI e sacarose. Estes experimentos constituem a referéncia para o estudo da agdo de
solutos neutros e idnicos sobre o equilibrio do enovelamento/desenovelamento da apoMb.

4.3. Os resultados apresentados discorrem sobre o efeito da ligacdo de
prétons aos estados desnaturados e intermedidrios da apoMb, medidos na presenga de
sacarose 3 molal.

4.4. O efeito da concentrag@o de sacarose e do ion cloreto sobre o grau de
enovelamento da apoMb a pH 2,46 é descrito, evidenciando que estes solutos re-enovelam
a proteina por mecanismos distintos, porém levam a um mesmo estado intermedidrio, I,
estruturado e estavel.

4.5. Resultados de medidas com a apoMb focalizando a correlagdo entre a

constante de equilibrio na transi¢@o entre os estados D e I com as crescentes concentragdes




Resultados .49

de sacarose e sorbitol e com as atividades de prétons e de dgua para valores de pH entre
24¢28.

4.6. Resultados demonstrando o efeito das diferentes concentragbes de
diversos solutos sobre o grau de enovelamento da apoMb, medidos a pH 2,46 estdo
apresentados nesta se¢do. Esta base de dados € utilizada para discutir os possiveis
mecanismos de estabilizagdo do estado parcialmente enovelado da proteina por adigdo de
osmolito. Os mecanismos considerados sdo fundamentados: 1- no conceito de exclusdo
preferencial do soluto; 2- na contribui¢do do termo de volume excluso para o coeficiente
de atividade da proteina; e 3- na contribui¢io da hidratacdo protéica ao potencial quimico
da proteina através da atividade de dgua.

4.7. Resultados do efeito das concentragdes de glicose e sacarose a pH 2,46
sobre a estabilidade térmica da proteina foram determinados, para estimar a variagdo da
entalpia de desnaturagdo e sua dependéncia com a variag@o da concentragio e tamanho do
soluto.

4.2 Desnaturagao dcida da apoMb na auséncia e presenca de solutos
neutros e do ion cloreto.

As modificagdes na estrutura secunddria da apoMb, devidas a diminuigéo

do pH, da regido de pH neutro para a regido de pH 4cido, foram acompanhadas por DC.

Estes espectros consecutivos da transi¢do do estado nativo para o estado desnaturado estdo
apresentados na figura 4.2.1. Os espectros a pH 7 e 2 correspondem aos espectros tipicos
dos estados nativo e desnaturado da apoMb, respectivamente. Para valores intermediérios
de pH, os espectros sdo uma composi¢do de fragdes de estados N e D e de um estado

intermedidrio a ser definido
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Figura 4.2.1. Espectros da elipticidade molar residual obtidos durante
desnaturaciio dcida da apoMb na presenga de glicose 3 molal. Volume de 20
mL da solu¢io numa concentraciio protéica de S pM foram titulados com
aliquotas de HCI 0,1 M, usado para baixar o pH.
Os valores da elipticidade molar em 222 nm (0,2;) medidos nos espectros
mostrados na figura 4.1.1, em diferentes valores de pH, sio mostrados na figura 4.1.2.
Curvas deste tipo sdo utilizadas para acompanhar a reagdo de desnaturagdo acida da
apoMb. Nesta figura esta mostrado também a dependéncia de 02;; com o pH, medidos na

presenga de 0.5 M de cloreto de potassio.

A curva de desnaturagdo da apoMb em agua deionizada, representada por

circulos na figura 4.2, ¢ caracteristica da desnaturagdo acida desta proteina e mostra que a

quantidade maxima de estrutura secundaria da apoMb ocorre entre os valores de pH 7 e
5.5, regido caracteristica da conformagdio compacta nativa (N) desta proteina. Com a
diminui¢ao do pH abaixo de 5.5 observa-se o desenovelamento protéico em duas etapas,

envolvendo o estado intermediario, 1.
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Figura 4.2.2. Razao entre os valores da elipticidade em 222 (8,;,)
nm medidas para um determinado valor do pH e o valor da elipticidade em

222 nm para o estado nativo (0™,22) em funcao do pH para a titulacio acida
da apoMb (S pM) em 4gua pura (o) e em cloreto de potassio 0,5 M (A), onde
se destacam os estados nativo (N), intermediario (I), desnaturado (D) assim
como o estado re-enovelado (A).

A primeira etapa deste processo corresponde a transi¢ao entre os estados N
e I e ocorre aproximadamente entre os valores de pH 5,5 e 4,0. A segunda etapa de
desnaturacdo correspondente a transi¢do I para D, para os valores de pH entre 4,0 e 3,0.
Qualitativamente, a formagdo do estado I pode ser notada pelo aparecimento de um ombro
na curva de titulagao para valores de pH entre 3,5 e 4,0. Deste ponto até o pH préximo a
3,0 ocorre a desestabilizagdo do estado intermedidrio com a formac¢do do estado
desnaturado, D. O valor constante da elipticidade entre os valores de pH de 3,0 e 1,5
indicam que, nesta faixa de pH, a proteina encontra-se em seu estado de estrutura
maximamente desenovelada. Até o valor de pH 1,5 o processo de desnaturagido da apoMb €

induzido pela ligacdo diferencial de prétons (Barrick e Baldwin, 1993).
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Este grifico também mostra o aumento da elipticidade para valores de pH
menores que 1,5, indicando o re-enovelamento da apoMb. Goto e Fink, 1990,
demonstraram que esta transi¢do de re-enovelamento se deve ao aumento da concentrag@o
de fons CI na solugdo. A pH 1,5 a concentragdo deste ion em solucdo é ~32 mM, oriunda
do 4cido titulante, ¢ aumenta com a diminui¢do do pH. O estado intermediério € entdo
estabilizado em relagdo ao estado desnaturado. Note que 50% da transicdo do estado D
para A ocorre a pH = 1. Nas condi¢des do experimento, a concentragdo de fons Cl” neste
pH € de aproximadamente 100 mM e corresponde ao valor da constante de dissociagdo do
anion do estado A da apoMb. O mecanismo de estabilizagdo proposto por Goto e Fink
(1990) € que a ligagdo do anion diminui a repulsdo eletrostdtica responsavel pelo completo
desenovelamento da proteina.

Para melhor caracterizar o mecanismo de estabilizacdo do estado
intermedidrio por anions, medimos a curva de desnaturagdo dcida da apoMb em solugdo
0,5 M de KCI. Estes dados estdo mostrados na curva formada por tridangulos no grafico da
figura 4.2.2. O efeito do anion na estabilidade relativa entre as espécies N e I, e entre as
espécies I e D, € tal que a adi¢do do 4nion promove, em relagdo a curva de desnaturagdo
medida na sua auséncia (curva em circulos na figura 4.2.2), uma diminuig¢do da elipticidade
da proteina em valores de pH acima de ~ 3,8 e o aumento de sua elipticidade em valores de
pH inferiores a este valor. Portanto, a interagdo da proteina com CI” aumenta a estabilidade

do estado intermedidrio tanto em relagdo ao estado nativo quanto em relagdo ao estado

desnaturado. Assim, o aumento da concentragio de KCl na solugdo facilita o

desenovelamento parcial do estado N a valores de pH acima de ~3,8 e facilita o re-
enovelamento do estado D a valores de pH menores que 3,8. Estes resultados confirmam
estudos anteriores do efeito da adi¢do de KCl na estabilidade da apoMb publicados na

literatura (Goto et al, 1990a e b).
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O efeito da adi¢@o de solutos neutros sobre as caracteristicas de estabilidade
a desnaturagdo acida da apoMb foi determinado por medidas da elipticidade molar da
apoMb em func¢do do pH em diversas concentragdes de sacarose. Os grificos das curvas de
desnaturag@o 4cida de apoMb, isto €, da elipticidade molar em 222 nm em fun¢do do pH,
determinados em solugdes de 0,0; 1,0; 1,8; 2,0 e 3,0 molal de sacarose sao mostradas na
figura 4.2.3. Estas curvas apresentam na ordenada a razdo da elipticidade para um dado
valor de pH pelo valor da elipticidade no estado nativo em fun¢@o do pH. Estes graficos
demonstram que o aumento da concentragdo de sacarose na solu¢do produz, a qualquer
valor de pH, o aumento da elipticidade protéica em relagdo a elipticidade da proteina em
solugdo sem sacarose. Este efeito da sacarose, de aumentar a estabilidade dos estados mais
enovelados da apoMb em todo o intervalo de pH investigado, € distinto do efeito
observado na presenga KCl. Na presenca deste sal, o que se observa é que o estado
parcialmente enovelado (I) € estabilizado em relagdo aos estados mais enovelado (N) e
mais desenovelado (D). Estas comparacdes, podem ser visualizadas na figura 4.1.4, onde
as curvas de desnaturag@o 4cida da apoMb, medidas na auséncia de KCI e sacarose, em 0.5

M KClI, e em 3 molal sacarose, estio mostrados. Note que, para valores de pH entre 7,0 e

4,5, o grau de enovelamento da proteina em agua € maior que o observado em solugéo com

KCl, e menor que o observado em solugdo com sacarose.
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Figura 4.2.3. Curvas de titulacio acida da apoMb (5 uM) em
diferentes concentracdes de sacarose [0 (0), 1 (V), 1.8 (A), 2 (0) e 3 () molal],
mostradas através da razido entre 0,; num determinado ponto e emN do
estado N versus pH. Entre os valores de pH 7,0 e 5,5 observa-se o estado
nativo e em pH < 4 diferentes graus de desnaturacao indicando a presenca de
estados intermediarios para valores crescentes da concentracao do soluto.

Os dados mostrados na figura 4.2.4 permitem concluir, portanto, que a
adic@o de sacarose acentua a estabilidade do estado N enquanto a presenca de KCl diminui
a estabilidade deste estado. As curvas de desnaturag@o apresentadas nesta figura mostram
que ambos, KClI e sacarose, contribuem para a desestabilizagdo do estado desnaturado via

o aumento da estabilidade do estado intermedidrio, indicando que ambos os solutos levam

a proteina a adotar estruturas similares quanto a quantidade de hélices o, a pHs baixos. Na

saturagdo, tanto KCI quanto sacarose, desestabilizam completamente o estado totalmente

desnaturado a qualquer valor de pH na regido de pH baixo.
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Figura 4.2.4 Isolando-se as curvas de titulagio acida da apoMb (5 pM)
em agua pura (D), em sacarose 3 molal (o) e em 0,5 molar de KCI (A);
observa-se, entre os valores 7,0 e 4,5 do pH, o estado N é altamente
desestabilizado pela acio do cloreto e estabilizado pelapresenca de sacarose
comparados a agua pura. Para valores de pH abaixo de 4 o estado I
apresenta-se estabilizado pelo cloreto e o estado N, ainda pouco
desestabilizado pela sacarose com relacao a agua.

O aumento da estabilidade conformacional de estados parcialmente
enovelados de proteinas, pela adicdo de sais como KCI, NaTCA, (Goto e Fink, 1990;
Nishii et al, 1995) e de osmdlitos (sacarose, sorbitol, polietileno glicéis, amino-acidos, etc),
tem sido observado para vérias proteinas (Back et al, 1979; Lee e Timasheff, 1981;
Arakawa e Timasheff, 1982; Lee e Lee, 1987; Liu e Bolen, 1995). Por exemplo, as

condi¢des i06nicas, quanto aos tipos de sais e concentragdes necessdrias para estabilizar o

estado intermedidrio I da apoMb em pH 4cido estdo bem estabelecidas. Isto tem permitido,

entre outras, estabelecer as caracteristicas estruturais deste estado tanto por dicroismo
circular (Barrick e Baldwin, 1993; Goto et al, 1994) quanto por NMR (Englander et al,
1993). Estes estudos tém demonstrado que o estado I, com relag@o ao estado N da apoMb,

apresenta um conteido de aproximadamente 75% de hélices oo € a quase auséncia de
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contatos tercidrios. A comparagdo entre os espectros de dicroismo circular medidos na
presenga de 0,5 M de KCl e na presenca de 3 molal sacarose, que serd apresentada adiante,
mostra que o contetido de estrutura secundéria do estado I estabilizado por 4nions ou pelo
osmolito a pH é4cido, sdo muito similares. Caracteristicas semelhantes de estabiliza¢do de
estados intermedidrios de citocromo-c por sais e diferentes solutos neutros a pH ~ 2 tém
sido observadas (Neves, 1996; Davis-Searles et al, 1998; Kamiyama, et al, 1999).

A exemplo do que acontece com a desnaturagio da apoMb em 4gua,
observa-se na figura 4.2.3 a formac¢io de um ombro nas curvas de titula¢do, indicando
quantitativamente a presenga do estado intermedidrio, que com o aumento da concentragdo
de sacarose € mais pronunciada. Outra indicagdo do estado intermedidrio aparece para
valores de pH abaixo de 1,5, em que ocorre a transi¢ao de re-enovelamento do estado D
para um estado intermedidrio que aqui é devido ao aumento da concentra¢do de Cl" em
solugdo. E necessério ressaltar que os estados A e I sdo considerados conformacdes
semelhantes, pois ambos apresentam o mesmo contetido de estrutura secundaria medidas
por DC (Goto e Fink, 1994). Uma inspe¢do mais detalhada dos gréficos de elipticidade da
apoMb versus pH, para valores de pH menores que 1.5, mostrados na figura 4.2.3, mostra
que a transi¢do do estado D para o estado A (ou I), induzida s6 pela ligagao de CI na

auséncia de sacarose, € facilitada na presenga de sacarose, pois: 1) a curva da transi¢do D

< A desloca-se para valores de pH maiores; 2) a um dado pH fixo nesta regido, o aumento

da concentracdo de sacarose induz o aumento da elipticidade da proteina. Portanto, o

aumento das concentragdes de ClI' e de sacarose contribuem sinergisticamente na
estabilizacao do estado intermedidrio, o estado A (ou estado I).

Os resultados até aqui apresentados demonstram claramente que a sacarose
dificulta a desnaturagdo da apoMb. O aumento da concentragdo deste soluto estabiliza
tanto o estado enovelado (N) quanto o estado parcialmente enovelado (I) e esta

estabilizacdo parece seguir uma hierarquia segundo a compactagdo protéica, pois a

AVA
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sacarose aumenta a estabilidade do estado nativo em relag@o ao estado intermediario e do
estado intermedidrio em relagdo ao estado desnaturado. Contrariamente, o CI* atua

desestabilizando o estado nativo (N) a favor do estado intermediério (I).

4.3. Determinagdo da diferenca de niimero de prétons ligados aos estados
Desnaturado e Intermedidrio em relagao ao estado Nativo.

Um parametro que pode ser obtido ainda das curvas da figura 4.2.3 € o
nimero de prétons que se ligam no processo de desnaturagdo da apoMb na auséncia ou
presenca da sacarose, através da equagdo de “linkage” de Wyman (1964) para ligagado de
ligantes e posteriormente expandido por Tanford (1969) para incluir o efeito de
componentes de baixo peso molecular em altas concentragdes no equilibrio das reagdes

com macromoléculas. Para o ligante H* tem-se:

dlog(K) _
J( pH )

(4.3.1)

onde K € a constante de equilibrio entre os estados final e inicial da reagdo, e

final inicial

; S 4 € adiferenca entre o nimero de prétons ligados ao estado final e
inicial da transicao.

O inserto da figura 4.3.5 mostra o gréfico da elipticidade molar em 222 nm
medida para apoMb, em solu¢do 3,0 molal de sacarose, em fungdo do pH. Conforme
discutido acima, nestas condi¢des a apoMb coexiste em duas conformagdes em equilibrio,
anativa e a intermedidria.

A figura 4.3.5 mostra o grafico do logaritmo da constante de equilibrio entre
os estados I e N, isto €, K=[I]/[N], calculadas a partir dos resultados mostrados no inserto,

em fungdo do pH. A inclinagdo desta curva fornece Any, = 1,10 £ 0,08 moles de H*/mol de

apoMb. Este valor indica que o estado intermedidrio € estabilizado pela liga¢do de




Resultados .58

aproximadamente 1 H" a mais em relagdo ao niimero de prétons associados a proteina no

estado nativo.

An,, =1,1+-0.08

(6],,, 10 (dg/enf.dm)

Figura 4.3.5. Dependéncia da constante de equilibrio observada
log(Kps), onde: Kyps = [NJ/[I] com o pH em sacarose 3,0 molal, cuja inclinacio,
representada pelo ajuste linear, indica que -1,10 + 0,08 moles de H" se dissociam
por mol de apoMb (5 uM) na transicdo do estado I < N. O inserto desta figura
traz a relacao da elipticidade 0,;; em funcao do pH, para esta solucio de

sacarose.

Este valor estd de acordo com o valor determinado por Barrick ¢ Baldwin
(1993) em experimentos de desnaturagdo dcida da apoMb em diversas concentragdes de
uréia e a 0°C. Esta concordancia reforga a sugestio de que o estado intermedidrio

estabilizado por sacarose, em pH é&cido e desnaturante, é equivalente ao estado

intermedidrio de desnaturagdo 4cida da apoMb observado em outras condigGes

experimentais. A comparagio de dados obtidos em condig¢des tdo distintas chama a atengdo

para resultados tdo semelhantes, sugerindo que a passagem pelo estado intermedidrio estd
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obedecendo a uma seqiiéncia de conformagdes estruturais na reagdo enovelamento-
desenovelamento.

Deste ponto em diante, a estratégia adotada para o estudo do efeito
estabilizante de estruturas mais enoveladas da apoMb, pela presenca de diferentes solutos
serd investigar o equilibrio entre os estados D e I, a um valor de pH constante € igual a
2,46, no qual, na auséncia de solutos, a apoMb encontra-se totalmente desnaturada. A
escolha deste pH € justificada pelo fato de que a maior variagdo do conteido de hélices o
da apoMb com a adi¢@o de KCI ou sacarose (ver figuras 4.2.2 e 4.2.3) ocorre em torno do
pH 2,5. O segundo motivo é que a valores de pH em torno de 2,5 a concentragdo de
cloreto dissolvido na solug@o é menor que 10 mM, insuficiente para a indugdo da transi¢ao
do estado desnaturado D para o estado intermedidrio I. Portanto, o enovelamento da
apoMb induzido pela adi¢dao de solutos neutros, nestas condigdes experimentais, reflete

essencialmente o efeito destes solutos sobre o equilibrio conformacional (energética de

enovelamento).

4.4. Experimentos de titulacdo com sacarose e ion cloreto a pH fixo em

A figura 4.4.6 mostra o grafico da dependéncia da elipticidade molar da
apoMb em 222 nm, medidos em solugdes a pH = 2,46 como fungdo das concentragdes de
sacarose € KCl em tampdo citrato de sédio 10 mM. Estas curvas demostram que o KCl é
muito mais efetivo que a sacarose, em promover o reenovelamento da apoMb para o estado
intermediario, uma vez que a concentra¢do de sacarose necessdria para induzir 50% de re-
enovelamento € bastante maior que a concentragdo requerida com KCl, e valem 2,36 molal

de sacarose e 0,07 molar de CI". Entretanto, os valores méximos da elipticidade molar em

222 nm obtidos pela adi¢do de Cl” ou de sacarose convergem para um mesmo valor ([8]22,

13800 107 graus.cm*dmol). Isto sugere que o conteiido de hélices o do estado
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intermedidrio estabilizado pelo 4nion ou pela adi¢do do agente osmdlito € o mesmo. A
similaridade entre as conformagdes do estado intermedidrio da apoMb a pH = 2,46
estabilizado pela agdo de KCl ou pela agdo de sacarose € refor¢ada pela comparacédo entre

os espectros de dicroismo circular da apoMb nestas duas condigdes.

[cloreto] (Molar)

0.2 04
T i T

bg

0.0
I
fa
b ©o
o,
¢]

[6] ,, 10 ° (dg/cm M)

(o)

T ¥ T
2 4

[sacarose] (molal)

Figura 4.4.6. Dependéncia da elipticidade molar residual da apoMb
(S pM) medida em 222 nm a pH 2,46 em funcdo da concentracio molal da
sacarose (0O) escala inferior, e da concentracao molar de CI' (o) escala
superior. Note que a escala de concentrac¢iao de sacarose é 10 vezes maior do
que a escala da concentracgio de KCL
A figura 4.4.7 mostra os espectros de DC para a apoMb na regido de 200 a
250 nm medidos em tampao citrato de sédio 10 mM a pH 6,85 (N), em tampZo a pH 2,46
(D), em solugdo de sacarose 5 molal a pH 2,46 (I) e em solugédo de cloreto de potéssio 0,5 M

a pH 2,46 (I). Os espectros do estado Nativo e do estado desnaturado foram medidos na

auséncia de solutos e a pH 6,85 e 2,46, respectivamente, sao apresentados como termo de
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comparacdo. Os espectros registrados a pH 2,46, na presenga de KCl e de sacarose sdo
praticamente iguais. Nota-se, portanto, que ambos o0s solutos estabilizam um estado
confomacional intermedidrio com quantidades de hélices o semelhantes, embora os
mecanismos de acdo desta estabilizagdo parecam ser bastante distintos. Estes resultados
sugerem que este estado I € um estado estruturado tnico e termodinamicamente estavel da

apoMb, uma vez que ele pode ser alcangado por diferentes caminhos termodinamicos.

Nativo pH 6.85

o Desnaturado pH 2.45

- - - - Intermediario 0.5 M KCI pH 2.45
Intermediario 3 Molal Sacarose pH 2.4

o

L
o
1

[
&
©
o
=
o
~
o
)
L=
~—
52
o
~-—
jen]

T Y T T T - T v T
210 220 230 240 250

wavelength (nm)
Figura 4.4.7. Espectros de DC expressos em elipticidade molar
residual para a apoMb a uma concentracdo de 5 uM, em condicdes nativas

em tampao citrato de sédio 10 mM a pH 6.85 ¢ ); os estados
intermediarios em solucoes a pH 2,46 de sacarose 5 molal (....), de cloreto de

potassio 0,5 molar ( ); e 0 estado desnaturado em tampao citrato de sédio
10 mM, também a pH 2,46 (—. —).
A distin¢d@o entre 0 mecanismo de estabilizagdo do estado intermedidrio da
apoMb por KCIl e o mecanismo de estabilizagdo deste estado por sacarose pode ser

investigada supondo-se, inicialmente, que estes solutos ligam-se preferencialmente ao

estado intermedidrio da proteina, deslocando o equilibrio conformacional do estado D para
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o estado I. Esta possibilidade pode ser analisada através do grafico do logaritmo da
constante de equilibrio conformacional, K=[I]/[D], em fung¢do do logaritmo da

concentragdo destes solutos e via equagio de “linkage” de Wyman resulta em:

gioglk™ ) )—An‘ =(n -n’) (4.4.1)

dlog(a,) B

onde a, é a atividade do soluto, n’s e n°, representam os nimeros de solutos ligados ao

estado I e D, respectivamente.

T T T J T
-1.0 -0.5 0.0

log([soluto])

Figura 4.4.8 Das curvas de titulacio da apoMb por cloreto de
potassio e sacarose, a pH 2,46 (figura 4.3.6), foi determinada a constante de
equilibrio K para a determinaciio das curvas do log(K) como funcio do
log([soluto]), que fornece, da inclina¢ao da curva para o cloreto por ajuste
linear, que 1,7 moles de Cl- (®) se ligam por mol de apoMb.

Na figura 4.4.8 sdo apresentados os graficos de logK versus log([CI]) e
logK versus log([sac]), onde K foi calculado dos dados apresentados na figura 4.4.6.

Observa-se que log(KD']) varia linearmente com log([ CI']), com uma inclinagdo dada por
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Anc.=1.7 moles de CI" que se associam por mol de apoMb. A linearidade entre log(K) e
log([CI']) tem sido interpretada como decorrente da ligac@o preferencial de CI ao estado I
da proteina, que pode ser definida por uma reag@o por passos:
ki
D + CI' & I(CI'),

k2
I(CI), + CI' = I(CI),

k:1[
I(CI)y + CI' & I(Cl )y
Em que n = f(k;,Cl'), com n'a e n°q fungdes das constantes de afinidade

deste fon com a proteina. Caso a concentragdo de Cl seja muito maior que as constantes de

dissocia¢do, n' e n® ndo dependem desta concentra¢io e sdo constantes. Isto explica a

linearidade de log(K) com log([CI']).

Entretanto log(K) € nao linear para sacarose e esta ndo linearidade pode
indicar que: 1) se a estabiliza¢do do estado I ocorre por ligagdo preferencial do soluto ao
estado I, entdo a afinidade do soluto pelos sitios em I € muito baixa, ou 2) o mecanismo de
estabilizagdo € outro que ndo o de ligagdo do soluto. A possivel distin¢do entre este e

outros mecanismos estdo apresentados a seguir.

4.5 Dependéncia da Constante de Equilibrio Aparente para a Transi¢do
entre os Estados D e I com a Concentragio do soluto, Prétons e a Atividade de Agua.

Com o objetivo de elucidar sobre a estabilizagdo do estado I, por adig¢do de
solutos inertes ao meio, estudou-se a dependéncia da constante de equilibrio aparente para
a transicdo entre os estados D e I variando-se a concentragdo e o tamanho do soluto e
também a concentragdo de prétons. Os graficos mostrados na figura 4.5.9 mostram que o
equilibrio entre as diversas conformagdes assumidas pela apoMb em solugdo € deslocado

tanto pela mudanca de pH quanto pela adi¢ao de sacarose ou sorbitol. Os detalhes da ag¢ao
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destes agentes sobre a estrutura da apoMb sdo obtidos medindo o equilibrio entre as
espécies D e I em fungdo da concentrag@o de sacarose e de sorbitol em dois valores de pH
fixos. Assim, as medidas de elipticidade da apoMb, registrados em 222 nm para a
concentragdo de sacarose nos valores de pH 2,46 e 2,61 e para a concentragao de sorbitol
nos pH 2,46 e 2,75, permitiram calcular a constante de equilibrio aparente observada (Kops)
para a desnaturagdo-renaturagdo protéica, supondo um modelo de transicdo entre dois
estados, o estado desnaturado e o estado intermedidrio. Esta suposi¢do se justifica pelas
seguintes observagdes: 1) o estado nativo € maximamente instavel no intervalo de pH que
varia de 2,0 a 3,0; 2) neste intervalo de pH e na auséncia de solutos, o estado desnaturado
encontra-se maximamente estabilizado; e 3) neste intervalo de pH a concentragdo de ions
cloreto devido a adi¢cdo de HCI a solugdo € sempre menor que 10 mM, concentragao esta
insuficiente para induzir a formag@o do estado A (Goto e Fink 1990). Portanto, a adi¢do
destes solutos neutros desloca o equilibrio entre os estados desnaturado (D) e intermedidrio
(I). A constante de equilibrio aparente K, determinada nas condig¢bes descritas acima,
refere-se, portanto, ao equilibrio entre os estados D e 1.

Uma andlise das curvas dos grificos a e b da figura 4.5.9 sobre a
dependéncia do logaritmo de K, em fungdo do logaritmo da concentragdo de sacarose e

de sorbitol para os dois valores de pH medidos pode ser feita através da equagdo de

“linkage” de Wyman:

dlog(K"")
dlog(a, )

=An =(n —n) (4.5.1)

para fornecer a diferenca entre o nimero de ligantes ligados ao estado I e o nimero de
ligantes ligados ao estado D, quando se considera o reenovelamento da proteina devido 2

ligacdo preferencial do soluto a uma destas espécies conformacionais.

AVA
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UTO
log([SUCROSE))

T T b4 T b T
-O.ICIZ -0'01 ; -0.015 -0.010

log[ aw] log(a,)

Figura 4.5.9. Medidas feitas em sacarose a pH 2,46 () e 2,61 (¢) (aec)e
em sorbitol a pH 2,46 (o) e 2,75 (m) (b e d) para estudar a dependéncia da constante
de equilibrio aparente na transicio da apoMb entre os estados D e I acompanhadas
por DC. As curvas a e b mostram a variacido de log(K,,s) versus log([soluto]) para
ambos os solutos e as curvas ¢ e d apresentam a variacdo de log(K,ys) x log(ay). A
relacio linear destas indicam que para os valores de pH utilizados, a mesma
inclina¢ao ou 0 mesmo nimero de moléculas de agua envolvidas no processo.

As curvas destes gréficos, caracterizando o aumento da inclinagdo com o
aumento da concentrag¢@o dos solutos, sugerem que: 1) ambos, sacarose ou sorbitol ligam-
se preferencialmente ao estado I da apoMb, e 2) a diferenca entre o nimero de solutos
ligados ao estado I a mais que ao estado D cresce indefinidamente com o aumento da

concentragdo destes solutos. Este aumento indiscriminado no nimero de solutos ligados

implicaria em uma energia de interag@o proteina-soluto bastante baixa, tanto para sacarose
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quanto para sorbitol. Ademais, o fato de o enovelamento da apoMb ocorrer para altas
concentragdes de soluto, se o re-enovelamento € induzido por ligacdo de soluto, esta
ligacdo deve ser inespecifica; de outra forma n3o haveria como a proteina “adsorver” um
nimero crescente de solutos ligados. Se este fosse o caso, entretanto, seria de se esperar
que o estado desnaturado fosse de fato aquele estabilizado por liga¢do inespecifica e
crescente do soluto, € ndo o estado intermedidrio que é o estado mais enovelado. Esta
interpretagdo esta coerente com aquela formulada para explicar a desnaturagdo promovida
por uréia e cloreto de guanidinio. Estes agentes cldssicos t€ém agdo desnaturante somente
em altas concentragdes ([GdnHCI] > 2M e [uréia] > 6M). Apesar do mecanismo de agdo
destes sais serem ainda desconhecidos, hi um conscenso que estes interagem fraca e
inespecificamente com a cadeia polipeptidica e a estabiliza¢do do estado desenovelado em
relacdo ao estado enovelado ocorre porque o tltimo apresenta um maior nimero de sitios
de ligagdo que o primeiro. Esta andlise sugere, portanto, que € pouco provavel que o
enovelamento observado se deva a interagdes especificas e diretas entre os osmdlitos e a
apoMb.

A andlise alternativa a interagdo direta soluto/proteina foi considerar o efeito
da adicdo do soluto nas propriedades coligativas do solvente. Dentre estas, o efeito da
adic@o do soluto sobre a atividade de dgua (Colombo et al,1992). Com o desenovelamento
da proteina, a superficie protéica estd exposta ao solvente e consequentemente hidratada.
Portanto a dgua € um ligante nesta reagdo e as mudangas na atividade de dgua devem
alterar o equilibrio conformacional da macromolécula através da energia de solvatag@o.

Esta possibilidade pode também ser analisada pela equagéo de “linkage” de Wyman:

dl
08 Ko ) o
dlog(a_)

(4.5.2)
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em que, a contribui¢@o da ligacdo de dgua a proteina € dada quantitativamente por Any, 0
nimero de moléculas de dgua ligadas ao estado mais compacto na transi¢éo para o estado
menos compacto da proteina.

Os griéficos ¢ e d da figura 4.5.9 mostram a dependéncia do logaritmo de
Kobs em funcdo do logaritmo da atividade de 4gua para a sacarose e para o sorbitol,
respectivamente. Como os sitios de hidratagdo expostos ao solvente devem estar sempre
ocupados (hidratados), An,, deve ser constante e independente da atividade do solvente.
Portanto, log(Kqs) deve variar linearmente com log(ay). Esta relagdo linear € observada
nos graficos mostrados nas figuras 4.5.9 c e d. Nota-se ainda que a variagdo na hidratagao,
calculadas pela inclinagdo destas curvas, € maior para a sacarose que para o sorbitol e ndo
depende do pH, dentro desta faixa de valores utilizados.

Outro aspecto a ser ressaltado na figura 4.5.9 € a inter-relagdo entre o efeito
da atividade de dgua e do pH sobre o equilibrio dos estados D e I para a apoMb. Nota-se
que com o aumento do pH de 2,46 para 2,61 o valor da atividade de d4gua em que 50% da
transi¢do ocorre € menor. Portanto, quanto menor o pH da solugdo maior € o trabalho
osmotico necessério para atingir 50% da transicdo. A origem deste efeito estd em que o
trabalho necessério para transferir um préton ligado a proteina de volta a solugdo € tanto
maior quanto menor o pH da solugdo.

Este balanco entre os dois trabalhos quimicos pode ser quantificado,
considerando explicitamente a dependéncia da constante de equilibrio Kg,s com o pH e
com a atividade de dgua, isto €, que Kqps = Kops(pH,ay,).

Considerando-se o diferencial:

dlog(K, )

‘w H E alog(Km) |p"
opH dlog(a_ )

dlog(K, )= dlog(a,)

reconhecendo as equagdes de “linkage”:
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alog(K)= alog(K)ZAn

—An

opH = dlog(a,)

dlog(K, )=—An,.dpH + An_dlog(a, )
A um dado valor fixo de Kgps, por exemplo a 50% da transi¢do a equagado

acima, apds rearranjo, pode ser escrita:

dlogla (50%)] _ N An,
dpH An

pois, An_ <10 e An, <0 implicam em

dlog(a,) 0
opH

e portanto o aumento do pH (dpH>0) levam a 9 log( a_ )b 0 e assim numa transigao

2

com a_’ maior.
Tabela 4.5 A tabela mostra os valores calculados dos
resultados da figura 4.4.9. Estio apresentados os valores de

Any, log(a,) a 50% e Any, calculados pela equacdo 4.5.1, para
os diferentes solutos e valores de pH utilizados.

soluto pH Any, log(ay) (50%) |Anys

sacarose ; 109 +7 -0,013 1,4340,08

sacarose 106 + 4 -0,011

sorbitol 75+ 10 -0,0124

sorbitol 80 + 8 -0,0081 1,1540,15

Esta equagdo demonstra que a taxa de variag@o no valor de log(ay), onde
50% da transi¢do ocorre devido a mudanga no valor do pH da soluc@o, € diretamente

proporcional a razdo entre a diferenga do nimero de prétons associados aos estados D e
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I (-Any,) e a diferenga do niimero de moléculas de dgua (Any,) associados aos estados D
8 b
O ajuste linear dos graficos mostrados na figuras 4.5.9 ¢ e d fornecem tanto
o valor de Any, quanto de log(a,) a 50%, para cada soluto e cada valor de pH. Este valores
estdo mostrados na tabela 4.5.1, onde também se observa os valores estimados para Any a
partir da equag@o 4.5.1. Estes resultados mostram que na transi¢do do estado totalmente
desenovelado da proteina para o estado parcialmente enovelado I, induzida pela
diminui¢do da atividade de 4gua, a apoMb libera entre 1 e 1,5 H para a solugdo. Com o
pequeno nimero de valores de pH, nos quais An,, foi medido, é dificil dizer se estes
nimeros encontrados sdo distintos ou ndo. Entretanto, estas medidas de Any, na transi¢ao
D1 estdo compativeis com aquela medida por Barrick e Baldwin (1993).
Nota-se também que, a varia¢@o de hidratagdo medida com a diminuic@o de
a para a sacarose € maior que aquela medida para o sorbitol. Apesar disto os espectros de
dicroismo circular do estado I estabilizado com concentragdes saturantes de sacarose sao
iguais aqueles estabilizados por concentragdes saturantes de sorbitol. Para ambos os
solutos a fragdo de hélices o formada € a mesma, sugerindo que o estado intermedidrio € o
mesmo, independente do soluto utilizado para sua estabilizagdo e que Any, pode ser igual

para estes solutos. Anteriormente notamos que o espectro de DC do estado intermedidrio

estabilizado por sacarose também néo difere do estado I estabilizado em alta concentragdo

de KCI. Portanto, diferentes condig¢des experimentais, propiciando diferentes tipos de
interagoes soluto/solvente/proteina, parecem estabilizar um mesmo estado intermedidrio da
apoMb. Neste caso, o estado intermedidrio I da apoMb é certamente um estado
termodinamicamente estdvel (representa um minimo energético), com caracteristicas

conformacionais bem definidas do ponto de vista das interagdes que o estabilizam. Esta
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conclusdo € mais uma evidéncia que o re-enovelamento da proteina por estes solutos nao

ocorre devido a interagdes diretas proteina-soluto.

4.6. Experimentos com diferentes osmdlitos a pH 2,46.

Solutos de grupos quimicos funcionais diferentes tal como os agicares
ribose, glicose e sacarose, os polialcodis sorbitol e arabitol, e ainda polietileno glicéis de
diferentes massas moleculares foram usados para induzir a transi¢do do estado desnaturado
(D) para o estado parcialmente enovelado (I) a pH 2,46. Em comum, todos estes solutos
sdo preferenciamente excluidos do dominio protéico como indicam medidas de densidade
especifica da proteina em solugdo como fung@o da concentragdo destes solutos publicados
na literatura [Timasheff e colaboradores (1981, 1982, 1990, 1992, 1993, 1995, 1998)].
Apesar destas evidéncias de exclusio, a realiza¢do de experimentos com solutos distintos
quanto a composi¢do quimica e tamanho teve como objetivo discriminar entre diferentes
mecanismos de a¢do do soluto na indugdo do re-enovelamento protéico para valores de pH
nos quais, na auséncia destes, a apoMb se encontra desnaturada. Um mecanismo, de agdo
direta do soluto, na estabilizagdo do estado intermedidrio através da ligacdo preferencial
deste ao estado I. Outro, de agdo indireta, via diminui¢do da atividade de dgua com o
aumento da concentragdo do soluto. A comparagao inicial entre os efeitos da sacarose e
sorbitol, discutidos anteriormente, favorece a segunda interpretagdo, ou seja, o efeito
devido a variagdo da atividade de dgua. Neste ponto, a comparagdo de efeitos diretos e

indiretos € estendida para outros solutos. Um terceiro mecanismo de enovelamento,

também indireto, € considerado analisando efeitos de volume excluso proteina-soluto sobre

o potencial quimico da proteina (Minton, 1983, 2000; Wills e Winzor, 1993).
Os espectros de DC caracteristicos da transi¢cdo entre os estados D e I, da
apoMb a pH 2,46, induzidos pela adi¢ao de PEG600 estdo mostrados na figura 4.5.10. O

méximo re-enovelamento da apoMb alcangado com a adigdo de PEG600, tem um espectro
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de DC igual aos espectros mais enovelados da proteina, neste pH, estabilizados por KCl,
sacarose e sorbitol ja mostrados. A mesma elipticidade molar residual maxima em 222 nm
foi encontrada para concentragdes saturantes dos demais solutos utilizados: glicose, ribose,
arabitol, PEG400, PEG1000 e PEG2000. Estes resultados sugerem que o estado I
estabilizado por qualquer destes solutos tem pelo menos a mesma quantidade de estrutura
secundaria. O ponto isodicréico em ~ 204 nm permite ressaltar a maior probabilidade de

existéncia de dois estados presentes em solugdo durante o processo.

I . T L I . I
210 220 230 240
Comprimento de onda (nm)

Figura 4.6.10. Espectros obtidos em DC para a apoMb (5 pM) em
solugio a pH 2,46 durante a titulacio por PEG600. A seta na figura indica
a transicio de estados desnaturados (em dAgua) para estados
intermediarios (em concentracdes maiores de soluto). O espectro a pH 6,8
do estado nativo foi incluido para comparacio.

As curvas de elipticidade observada para a apoMb em 222 nm em fungéo da

concentragdo molal de soluto, estdo apresentadas nas figuras 4.6.11 até 4.6.13 para os

diferentes grupos de osmolitos: os agucares sacarose, glicose e ribose, na figura 4.6.11; os

polidis sorbitol e arabitol, na figura 4.6.12; e os polietilenos glicois 400, 600, 1000 e 2000,

na figura 4.6.13.
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O aspecto sigmoidal destas curvas indica que, como observado com a
sacarose (figura 4.4.6), o efeito do aumento da concentragdo destes solutos promove a
compactagdo protéica com algum grau de cooperatividade. O célculo de Ky da transi¢ao
D&l a partir das curvas que nao indicaram, claramente, a méxima estabiliza¢@o do estado
final foi realizado, utilizando valores caracteristicos da elipticidade molar destes estados
publicados na literatura (Griko e Privalov, 1988; Goto e Fink, 1990; Barrick e Baldwin,
1993; Fink et al, 1994; Nishii et al, 1994 e 1995; Gast et al, 1994). Os valores da
elipticidade molar da apoMb completamente desnaturada e do estado intermediério aqui
determinados, para os agucares e os PEG 600, 1000 e 2000, atingiram valores estaveis e

bastante concordantes com os valores publicados.

w
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conc. molal glicose

T, S, S s e Sew e |
00 05 10 15 20 25
conc. molal ribose

Figura 4.6.11 Curvas de (0,2), em funcao da concentragao molal dos

solutos sacarose, glicose e ribose, na titulacao da apoMb (5 uM) a pH fixo em 2,46
medida por DC.




Resultados

T T v T T T T T
1.0 15 | £ 1 2
conc. molal sorbitol conc. molal arabitol

Figura 4.6.12 As curvas representam as elipticidades observadas (0,,;) para

a apoMb (5 pM) versus as concentracoes do sorbitol e arabitol a pH fixo em 2,46
durante as titulagoes por estes solutos.

T i b T v T T T
05 10 15 L 05 10 15
conc. molal peg400 conc. molal peg600

T * T T v T T T e T
05 10 15 f ! 02 0.4 06
conc.molal peg1000 conc.molal peg2000

Figura 4.6.13 Resultado das titulagdes da apoMb (5 uM) em pH 2,46 por
polietilenos glicéis de diferentes pesos moleculares (PEG400, PEG600, PEG1000 e PEG
2000), medidas da elipticidade em 222 nm. As curvas apresentam a variagdo de 0.,
versus a concentracao molal dos solutos .
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Como anteriormente, os dados nestas figuras foram analisados
considerando:

1) uma possivel ligacdo preferencial do soluto através da relagdo da
constante de equilibrio com a concentragido molal de soluto;
o reenovelamento induzido pela diminui¢do da atividade de d4gua com o
aumento da concentragdo de solutos, facilitando a liberagdo de
moléculas de d4gua que acompanha a transi¢do do estado D para o estado
I. Esta andlise € mostrada através dos graficos do logaritmo da constante
de equilibrio com o logaritmo da atividade de agua, log(K) x log(ay),
mostrados nas figuras 4.6.15 a 4.6.17.

A exemplo do que ocorre com a sacarose e sorbitol, as curvas do logaritmo

da constante de equilibrio versus o logaritmo da concentra¢do de soluto, para a reag@o de

re-enovelamento/desenovelamento de D ¢ I, determinadas para estes outros solutos siao

ndo lineares (figura 4.6.14).

log(conc.molal)

Figura 4.6.14 Apresentacdao das curvas do logaritmo da constante de
equilibrio, log(K"") versus os logaritmo da concentracio molal de alguns dos solutos
utilizados nas titulacoes da apoMb (5 uM) a pH 2,46. Sao eles: PEG1000 (v),
PEG400 (a), ribose (o) e sacarose (0).
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Como antecipado, a ndo linearidade dos grificos do log(K) versus
log([soluto]) poderia indicar que, se o reenovelamento € induzido pela ligagdo dos solutos,
esta ligac@o seria muito fraca, inespecifica e preferencial ao estado I. A inespecificidade da
ligacdo observada com todos estes solutos é incompativel, entretanto, com a estabiliza¢do
preferencial de estados mais compactos em relag@o aos estados menos estruturados. Desde
que uma ligagdo seja inespecifica espera-se que quanto maior a drea da proteina exposta,
maior o nimero de solutos ligados, o que estabilizaria preferencialmente o estado
desnaturado e ndo o estado intermediario, como foi observado. Portanto, € muito pouco
provédvel que o reenovelamento, da apoMb a pH baixo e induzido por solutos neutros,
ocorra via interagdes diretas proteina-soluto.

Outra maneira de analisar a estabilizagdo de estados mais compactos da

apoMb, na presenga de osmolitos, € indireta e parte do estudo das propriedades

termodindmicas de solugdes terndrias de proteina e soluto em meio aquoso. Um nimero
bastante significativo de estudos de densidade (Timasheff e colaboradores, 1981-1995) e
de espalhamento de luz (Gast et al, 1994; Nishii et al 1995) de proteina em solugdes
terndrias, com agucares, polidis, polietileno glicéis e sais, para diferentes proteinas, levou a
conclusdo que estes solutos sdo preferencialmente excluidos pela macromolécula; ou
ainda, que as macromoléculas em solugdo aquosa de osmdlitos estdo preferencialmente
hidratadas. Isto sugere que o re-enovelamento da apoMb observado decorre do
deslocamento estequiométrico da reagdo para o estado conformacional menos hidratado
com a diminuigao da atividade de dgua (Colombo et al, 1992-2000).

A hipétese de que o re-enovelamento induzido pela adigdo de solutos se
deve a diminuigao da atividade de dgua € analisada para estes solutos a seguir. O efeito de
hidratacdo preferencial foi analisado das relagdes entre a constante de equilibrio de
reenovelamento/desenovelamento da apoMb em valores baixos de pH, e a diminui¢do da

atividade de 4gua devida a presenga de concentragdes crescentes de solutos a solucao.
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Utilizou-se entdo a equacdo de “linkage” de Wyman considerando, agora, a varia¢ao do
log(Kyp) como fungdo do logaritmo da atividade de dgua para a determinagdo de Any,, que €
a diferenga do nimero de moléculas de dgua envolvidas entre as conformagdes inicial e
final da transi¢do. Nas figuras 4.6.15 até 4.6.17, mostra-se a dependéncia da constante de
equilibrio aparente para a transic¢do entre os estados desnaturado (D) e estado intermedidrio
() com a atividade de dgua e os respectivos valores calculados de An,, dados pelas
inclinagdes destas curvas. Estes resultados apontam para a estabilizagdo das formas mais
compactas da proteina, dificultando a agdo desnaturante do 4cido.

O comportamento linear das relagdes de log(K) versus log(ay) refor¢a a
sugestdo de que os solutos utilizados sdo excluidos da superficie protéica, e que esta agdo é
resultante das variagdes na atividade de dgua. No intervalo de atividade de dgua estudados

(0,95 < ay < 1) todo sitio exposto ao solvente deve estar hidratado, isto €, para uma dada

conformagéo, o niimero de hidratag@o ndo varia com a atividade de dgua, o que implica em

An,, constante.
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Figura 4.6.15 Graficos da varia¢ao do logaritmo da constante de equilibrio nas

reacoes de titulacdo da apoMb (5 uM) a pH 2,46 por aciicares, versus o logaritmo das
atividades de agua. Para a sacarose (0), o valor da variacao de hidratagio (An,)
calculado da inclinacdao da curva é de 107 moles de agua/mol de proteina. Para a
glicose (m), o valor de An,, foi de 66 moles de agua/mol de apoMb e para a ribose (a),
An,, = 57 moles de agua/mol de apoMb.

T T T T T
-0.020 0.015 0010 -0.008 0,000
log(a )

Figura 4.6.16 A variacao do log(K) x log(a,), para a titulacao da apoMb (5
uM) a pH 2,46 na presenca de sorbitol (o) e arabitol (o). Das inclinacoes foram
obtidas as respectivas variagoes de hidratagao da proteina: sorbitol, An,, = 75 moles
de dgua/mol de proteina; arabitol, An,, = 60 moles de agua/mol de proteina.
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an, =163

log(a,)

0004 2002
log(a,)

Figura 4.6.17 Para os polietileno glicois usados na titulagao da apoMb (5
uM) a pH 2,46, log(K) versus log(a,) forneceram: PEG400 (0), An,, = 163 moles de
agua/mol de proteina; PEG600 (0), An, = 194 moles de agua/mol de proteina;

PEG1000 (), Any, = 405 moles de agua/mol de proteina, e PEG2000 (v), An,, = 590
moles de Agua/mol de proteina.

Em resumo, estes resultados sugerem um efeito indireto do soluto, atuando
como um agente modulador da atividade de dgua, com conseqiiéncias diretas sobre a
energética de ligacdo preferencial das moléculas de dgua de hidratagdo aos diversos
estados conformacionais da macromolécula em solugéo.

Os valores de An,, obtidos pelo ajuste linear dos graficos de log(K) versus

log(ay) para os diversos solutos empregados estdo apresentados na Tabela 4.6.II. Estes

dados demonstram que o nimero de moléculas de dgua liberadas na transi¢do do estado D

para o estado I da apoMb cresce com o aumento do tamanho do soluto utilizado para
modificar a atividade de dgua da solugdo. Este comportamento ja havia sido notado nos

experimentos com sacarose e sorbitol, para induzir o enovelamento da apoMb a dois
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valores de pH, onde se observou um aumenro do nimero de moléculas de dgua liberadas

na transi¢ao com o aumento do tamanho do soluto.

Tabela-4.6.I1 O nimero de moléculas de agua envolvidas no processo de
enovelamento promovida pela adi¢io de solutos neutros, os valores do logaritmo da
atividade de agua a meia transicao [In(aw)50%] para cada soluto, seus volumes
molares e suas massas moleculares.

Soluto An, * SD In(a,,) Vol. MM
a 50% molar (Da)
Ribose -0.056 95,3 150,13

Glicose -0.051 111,9 198,16

Sacarose -0.041 211,5 3423

Sorbitol 75+ 11 -0.051 117,0 182,17

Arabitol 60+6 -0.056 100,6

PEG400 164 £ 10 -0.029 336

PEG600 196 + 12 -0.018 504

PEGI1000 | 405 + 34 -0.012

PEG2000 | 595+ 38 -0.006

A relagao entre a variagdo do nimero de moléculas de 4gua (An,)
envolvidas entre os estados inicial e final do processo de enovelamento promovido pela

presenca dos solutos neutros e os respectivos volumes molares estd mostrada na figura

4.6.18. Este grafico, de Any, versus o volume molar dos solutos (Vs) mostra uma relagéo

linear entre o nimero das moléculas de dgua deslocadas no processo e o tamanho dos

solutos para provocar tal enovelamento.
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Figura 4.6.18. Correlacdo entre o nimero de moléculas de agua
(Any) envolvidas no processo de estabilizacdo da apoMb a pH 2,46 com o
volume molar parcial dos solutos utilizados. O ajuste linear da curva é dado
por: Any, = -(24+13) + (0,3710,02)V, com r = 0,99.

A interpretagdo imediata do aumento de Any, com o tamanho do soluto é
sugerida quando se entende An,, como um coeficiente de Hill. No formalismo de Hill pode-

se descrever o processo de ligagdo de moléculas de dgua na transi¢do Ie<>D como:

Kw
I +n,H,O&D (4.6.1)

Onde K, € a constante aparente de ligagcdo das moléculas de dgua a proteina e vale:

_[D]

= 4.6.2
= T1]a" (4.6.2)
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K amr — fﬂ

C I_fn

onde f, ¢ afracdo de proteina ligada (desnaturada). Tomando-se o logaritmo, tem-se:

log( = f“f )=log(K,6 )=Ilog(K_+n_log(a,)

n

dlog(K, )—n
dlog(a, )

(4.6.3)

No contexto da ligacdo de um ligante a inimeros sitios de ligagdo em uma proteina, ny, é
interpretado como o grau de cooperatividade da reacgdo. Estatisticamente o coeficiente de
Hill representa a extensao da distribui¢@o de estados (Gill e Wyman, 1990).

O tamanho de Any, com o tamanho do soluto sugere fortemente que a
cooperatividade na transi¢dao DI € determinada pelo tamanho do soluto. Efeitos devidos
a diminui¢do do volume disponivel a proteina na solucdo pela presenca do soluto de
tamanho Vs, favoreceria o aumento do tamanho médio das hélices que formam a unidade
cooperativa da transi¢do. Paralelamente, a diminui¢cdo da atividade de 4gua propicia a
estabilizag@o destas estruturas mais compactas, pois favorece a estabilizagdo das pontes de
hidrogénio intramoleculares (cadeia principal) em relagdo a formagdo de pontes de
hidrogé€nio com a agua (solvente).

A interpretagdo acima sugerida pressupde entretanto a saturag@o do efeito
do soluto sobre a cooperatividade da transi¢do, uma vez que o nimero de peptideos
envolvidos na formagao de hélices € limitado ao nimero de hélices tipicas da conformagao
I da apoMb. Como o grafico de Any, versus V; (figura 4.5.18) ndo mostrou sinais de
saturagdo, a anélise da existéncia ou ndo de saturagdo pode ser realizada considerando que

o aumento de cooperatividade de ligacdo de um dado ligante tem como conseqiiéncia a
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diminui¢@o do trabalho quimico para saturar o sistema. Este trabalho € calculado levando
em conta a variagdo de energia livre de Gibbs para transferir dn,, moléculas do ligante do
sistema de referéncia p°y, e ligd-lo a proteina no potencial quimico p, que é dado por (Gill
e Wyman, 1990):

dG=(u—u’ )dn,_ (4.6.4)

O trabalho para saturar a proteina com N ligantes, AGgaragao, € dado por:

aG,,.. = J‘I( f—u' )dn=RT [In(a, )dn, 4.6.5)

onde N, corresponde a diferenga entre o niimero total de moléculas de 4gua associadas ao
estado D e Ir. Este valor ndo deve ser com o valor de An, determinado pela pela

dependéncia de In(K) versus In(ay). Como demonstrado por Wyman (1964) a integral

acima iguala-se a

. =+N_RTIna, 4.6.6)

onde a_ € o valor da atividade média do ligante. Para curvas de ligagdo simétrica em torno

do valor de 50% da saturagdo, a_= a'”, o valor de a, na metade da transicdo.

O valor AG = Ny RTIn(a_ ) corresponde a variagdo da energia livre padrdo

para converter 1 mol de moléculas da conformagdo I na conformagdo D completamente
hidratada (Gill e Wyman, 1990, pag.70), isto é, N,RTIn[a,(50%)]. A demonstragdo desta

afirmag@o é obtida escrevendo-se o potencial quimico da protefna em cada estado, p' e p°,
tendo-se em conta a contribui¢do em termos da energia livre da ligagdo de N e N’

moléculas de dgua aos estados I e D da proteina. Em qualquer valor de ay, Up € L sdo

dados por:

u,=u’ +RTIn(D)-N'RTIn(a,)
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K, =u +RTIn(1)-NRTIn(a,)

onde (' e [ sdo os potenciais quimicos no estado padrdo. No equilibrio pup = pye:

(u, —u, )=—RTln[?] +(N”+N!)RTIn(a_) 4.6.7)

1/2

Na metade da transi¢ao D/I = 1 e In(ay) = In[a,, “], portanto:

ln(ahf)):(u{)_uf )

, (4.6.8),
' N_RT

onde N, = N,,” — N,,". Esta expressdo demonstra que /n( a'” ) é uma medida da variagdo
da energia livre padrdo por mol de dgua para converter 1 mol de proteina da conformagao I
para a conformagao D.

Quando consideramos a 4gua como o ligante na transi¢do entre um estado
enovelado e o estado desenovelado, o aumento da cooperatividade deve implicar na
diminui¢ao da distribui¢do média entre as espécies conformacionais envolvidas na
transi¢ao. Consequentemente, a diferenca de energia livre entre os estados inicial
(minimamente saturado pelo ligante) e o final (saturagdo méxima) diminui, portanto,
AGguragio deve diminuir com o aumento da cooperatividade e com a varidvel

termodindmica associada a esta.

Isto pode ser observado no grafico da figura 4.6.19 onde AG oop/NyRT =

142

In(a'” ) em fungdo da razdo entre o volume molar do soluto e da dgua. Este grifico
demonstra que o aumento do tamanho do soluto promove a diminuig¢@o da diferenca entre a
energia livre padrdo do estado desnaturado (mais hidratado) com relagdo ao estado
intermedidrio (menos hidratado). Note que U 5 — [’ é sempre negativo, mostrando que

para qualquer valor de Vs o potencial quimico padrido da espécie I € maior que o potencial
da espécie D. Isto reflete que neste pH, e na auséncia de outras interagdes estabilizantes e

para a,, = 1, a proteina encontrar-se-4 com o equilibrio conformacional favorecido para D.
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Com o aumento de Vs, entretanto, esta diferenca diminui assintoticamente.

172

Fenomenologicamente o comportamento assintético de In(a’” ) com Vs/Vw (figura

w

4.6.19) pode ser descrito pela seguinte equagao:

_(up — 1)

In(a'?
i 2 N ,RT

W

V V
=a+b—=In(— 4.6.9
o (V ) (4.6.9)

k) w

O ajuste desta equagdo aos dados experimentais fornece a =0,003010,0016 e

b = — e estd mostrado pela linha continua no grafico da figura 4.6.19.

¥

vng

Figura 4.6.19. Grafico da variacido do logaritmo da atividade de dgua
a 50% da transicao em funcao da razdo entre o Volume molar dos solutos
usados e o Volume molar da agua.

A diferenga entre o potencial quimico padrdo dos estados D e I medida por

In(a’” ), na presenga de solutos de tamanho Vs tem valor méximo para Vs/Vw=2,72

(mais estdvel) e diminui (torna a transicdo de I<D menos favordvel) a medida que Vs
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aumenta. Este efeito praticamente satura para valores V¢V, maiores que 100. Isto
demonstra a saturagdo do efeito do tamanho do soluto no enovelamento da apoMb que
desejdvamos encontrar.

Para fins de comparag@o convém escrever a diferenga do potencial quimico
padrdo entre os estados D e I em termos do coeficiente de atividade de cada estado
protéico. Portanto, vamos considerar que a transferéncia da proteina da dgua para a co-

solugdo pode ser descrita em termos de um coeficiente de atividade 1, isto é:
U =u +RTInP dgua
M, =M, +RTIny,P co-solugdo
AG, =u’ —u" =RTIny, (4.6.10)

Fazendo uso do ciclo termodinidmico:

AG’y,,

co-solugao
AG’yq
onde AG’vs= () — u! )=Infa’* (V. )]. Nociclo:
AG’vy +AG®; = AG'y+ AG'ys

Infa” (V. )] +In(y, )=In[a (V )] +In(y, ), 4.6.11)

Infa” (V. )]—In[a (V )]=In(y,/7,) 4.6.12)

Substituindo a expressdo encontrada no ajuste tem-se que:

V. V
£
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€ portanto:

v ¥
dina” =inYooc e jp e 4.6.14)

. Y Y

ou seja, a dependéncia encontrada entre [n( a:” ) e o tamanho relativo do soluto (V¢/V,,)

sugere uma expressdo fenomenoldgica para a razdo entre os coeficientes de atividade da
apoMb no estado desnaturado e no estado intermedidrio. A forma desta fungdo indica que
Yo/Y1 sdo alterados por contribui¢des entrépicas que surgem devido a diferenga entre Vs e
Vw. Uma melhor andlise desta contribui¢do vai requerer um estudo apropriado do efeito do
tamanho do soluto nos termos de atividade da macromolécula em solu¢do.Varios estudos
neste sentido tém sido publicados na literatura partindo de teorias do volume excluso. Até
0 momento, no entanto, ndo encontramos nenhuma expressdo para g que se assemelhe ou
possa estar relacionada a expressao fenomenolégica aqui descrita.

A seguir passamos a analisar o efeito de volume excluso sobre o equilibrio
de desnaturagao/renaturagdo da apoMb, segundo as teorias de volume excluido e da teoria
que deriva os coeficientes de atividade da proteina considerando estados protéicos e o
soluto como esferas rigidas.

Anadlise dos Dados em Termos do Volume Excluso.

Estudos recentes do efeito de solutos neutros na intercalagdo da
actinomicina-D a molécula de DNA (Ruggiero e Colombo, 2000) e na estabilizacdo do
estado intermedidrio do citocromo-c em estudos de DC (Kamiyama et al, 1999) mostram, a
exemplo do estudo aqui apresentado, que para determinados sistemas a perturbagdo do
equilibrio da reagdo, devido a adi¢gdo de quantidades equivalentes de solutos distintos, é
tanto maior quanto maior o tamanho do soluto.

Uma interpretacdo proposta para descrever mudancas de reatividade

protéica (Minton, 1983; Wills & Winzor, 1993) sugere que na presenca de osmdlitos, o
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potencial quimico da proteina aumenta devido ao aumento do volume excluido desta
macromolécula em solug¢do terndria quando relacionada a solug¢@o da proteina em solvente
puro. O aumento do potencial quimico da proteina € tanto maior quanto maior é o
covolume U de cada conformacado protéica. Segundo o modelo de Wills e Winzor (1993)

este covolume ocupado para cada estado é dado por:

U= ;::N( R +r ) (4.6.15)

em que N € o nimero de Avogadro, R, € o raio da esfera que representa a conformagdo
protéica e r, € o raio do osmdlito. A taxa de variacdo da energia livre de desnaturagio

(AGp) com a concentragdao molar do soluto (Cs), € dada por:

K
(X
4G, e?

K
b R R N, (4.6.16)
Tol aC : )

5

onde K foi calculado para a concentragdo zero de soluto e (U; - Up) = AU € a diferenga
entre os covolumes ocupados pelos estados I e D, respectivamente. Esta relagdo sugere a
construgao de graficos de In(K/Ky) em fungdo da concentragdo molar dos solutos (Cs) em
que o valor da diferenga entre o covolume ocupado pela proteina no estado I e o estado D
(AU), pode ser obtido da inclinagdo destes graficos. Estes gréficos, para os diferentes
solutos utilizados neste trabalho, estdo mostrados nas figuras 4.6.20 a e b, e os valores de
AU obtidos do ajuste linear de In(K) versus Cs estdo apresentados na Tabela 4.6.1I1 para os
diferentes solutos. Nota-se que AU € negativo e aumenta com o tamanho do soluto.
Segundo esta interpretagdo para o volume excluido, o sinal implica em que o estado
desnaturado ocupa um co-volume maior que o do estado intermedidrio, em acordo com as

expectativas para estas estruturas protéicas.
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Figura 4.6.20 a e b. Grifico da variacdo da energia livre (a menos de
uma constante) em funcio das concentracoes molares para os diferentes
solutos usados. Em a estao representados os dados para a glicose, sacarose e
sorbitol e em b para os polietileno glicéis. Destas inclina¢des foram calculados
os valores dos volumes exclusos segundo Winzor e Wills, 1986. Estes dados
estdao apresentados na tabela 4.6.111.

Se tomarmos os valores dos raios de giragdo, determinados por SAXS (Gast

et al, 1994) para a apoMb nos estados desnaturado (Rp) e intermedidrio (R;) podemos
calcular os valores da diferenga dos covolumes ocupados por estas conformagdes em

diferentes solutos. Estes dados estdo apresentados na Tabela 4.6.1I1. Nota-se que os valores

de AU calculados sdo bastante menores que os valores observados.
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Tabela-4.6.III Os volumes exclusos (AU”"") experimentais e tedricos (I/mol), o
nimero de moléculas de agua envolvidas no processo de enovelamento promovida
pela adi¢ao de solutos neutros e seus volumes molares.

Soluto AU AQPe? Any,+SD | Vol

VE.Teér. | VE. Exper. molar
1/mol 1/mol

Ribose -2.43 £0.21 al+5 95,3

Glicose -2.42 +£0.09 66+ 6 111,9

Sacarose -2.56+0.14 107 +8 2115

Sorbitol -1.19+0.06 75+ 11 117,0

Arabitol -1.27+0.07 60+ 6 100,6

PEG400 -4.52 +£0.15 164 £ 10 336

PEG600 -490+0.26 196 %12 504

PEG1000 -11.25+£0.60 | 405+ 34 804

PEG2000 -16.61 £ 1.31 [ 595+ 38

A Figura 4.6.21 mostra o grafico de AUgps versus AUyiculado, que demonstra
a grande diferenca entre o valor de AU ycylado € AUqps. Especialmente para os solutos de
menor tamanho a diferenca entre AU yjcunado € AUops indica que para estes solutos o raio de

giracdo para o cédlculo de Uj deveria ser bastante menor que aquele raio obtido das medidas

de espalhamento de raio-X a baixos angulos (Gast et al, 1994). Os valores experimentais

de AUgs indicam que para os solutos menores, o raio de giragdo da espécie enovelada é

bastante préximo do raio de gira¢do do estado desenovelado e esta diferenca aumenta com

o aumento do tamanho do soluto.
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Figura 4.6.21 Grafico da variacido de volume observado, AU, em
funcao da variacdo do volume calculado teoricamente, AU,aiculados

indicando que o raio da proteina no estado I varia com o tamanho do
soluto e que se aproxima do raio da macromolécula no estado D a medida
que o volume molar do soluto cresce. O ajuste linear mostra os
parametros: r = 0,961; Y = (34,3 + 4,4) + (0,81 + 0,09)X.
Isto sugere que o tamanho dos segmentos de hélices formadas na transi¢do
de D para I, deve variar com o tamanho do soluto. Esta observagdao ¢ compativel com a
sugestdo feita aqui de que o tamanho da unidade cooperativa da transi¢do deve aumentar
com o tamanho do soluto. Esta proposi¢do também é compativel com a observagio de que
Any, aumenta com o tamanho do soluto (figura 4.6.18). E ainda pode-se dizer que o
tamanho destes solutos atinge um patamar para os solutos maiores, como se observa na

figura 4.6.19.

A possivel correlag@o entre AU e Any, acima sugerida, foi analisada através

dos graficos de An,, versus AU mostrados na figura 4.6.22. A correlag¢do linear pode ser

observada pelos pardmetros fornecidos pelo ajuste que foram os seguintes: Y = 2,24 + 9,34

+ 35,88 + 1,31 (moles de 4gua/mol), com r = 0,995.
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Figura 4.6.22 Correlacdo dos parametros An, e AUy, calculados

neste trabalho, utilizando o modelo da variacdo da atividade de agua para
calcular An,, (Colombo et al, 1992) e o modelo de volume excluido para
calcular AU, (Winzor e Wills, 1993).

Provavelmente, os efeitos de volume excluso sejam responsiveis pelo
aumento de cooperatividade. A formagdo de vérios segmentos de hélices de tamanho
compativel ao tamanho do soluto propicia um ganho entrépico no sistema em relagdo as
estruturas muito desenoveladas.

Restou ainda verificar a influéncia da temperatura sobre as transigdes da

apoMb em meio é4cido ou neutro e na presenca de osmélitos, experimentos estes que estdo

descritos a seguir.
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4.7. Desnaturagdo térmica do estado Intermedidrio da apoMb a pH 2,46 e
estabilizado pela adigao de solutos.

A estabilidade do estado parcialmente enovelado (I) da apoMb a pH 2,46 ¢
estabilizado pela adi¢do de diferentes concentragdes de glicose e sacarose foi estudada em
diferentes temperaturas. Na auséncia de solutos, e neste pH, a apoMb encontra-se no
estado completamente desnaturado. Com a adi¢do de solutos, o equilibrio conformacional
€ favorecido para o estado intermedidrio. Portanto, as variagdes de temperatura estdo
deslocando o equilibrio exclusivamente entre as espécies D e I, uma vez que o estado
nativo estd completamente desestabilizado nestas condigdes experimentais. Osmdlitos de
diferentes tamanhos, como por exemplo a glicose e sacarose, ¢ em diferentes
concentragdes foram utilizados para estabilizar o estado I. As amostras de apoMb em
solucdo com diferentes concentracdes de solutos foram submetidas a variagdes de
temperatura entre 10° e 30°C.

As figuras 4.7.23 e 4.7.24 mostram os gréaficos da elipticidade relativa da
apoMb a pH 2,46 em funcdo da concentragdo molal de glicose e de sacarose,
respectivamente, medidos para as diferentes temperaturas. A temperatura constante, o
aumento da concentra¢do do soluto aumenta o grau de elipticidade da proteina, como

anteriormente observado. Estes grificos também mostram que o aumento da elipticidade

da apoMb, induzido pela presenga do soluto, € tanto maior quanto menor a temperatura,

indicando que esta reagdo de re-enovelamento é um processo exotérmico. Estes dados,
analisados a temperatura constante e osmolalidade varidvel fornecem a variagdo de
hidratagio na reagao de re-enovelamento; analisados a osmolalidade constante e

temperatura varidvel fornecem a entalpia de van’t Hoff da reac@o.




1 2
conc. molal glicose

Figura 4.7.23 Razio de 02; num ponto qualger e 022" do estado
nativo, em funcio das diferentes concentracgdes de glicose para a apoMb (S
nM) a pH 2,46 medidos para as temperaturas de 10, 15, 10, 25 e 30 °C.

1 ) I i LB
10 15 20
conc. molal sacarose

Figura 4.7.24 Graficos de elipticidade relativa da apoMb (S pM) a
pH 2,46 em 222 nm em funcio da concentracio molal de sacarose, medidos
para as temperaturas de 10, 20 e 25 °C.
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A figura 4.7.25 mostra os graficos de In(Ky), o logaritmo da constante de

equilibrio de renaturag@o, calculadas a partir dos dados a temperatura constante, versus

In(aw), o logaritmo da atividade de 4gua para a glicose (grafico a) e para a sacarose (grafico

b). A inclinagdo d(InK,)/d(Ina,) destes graficos fornece o niimero aparente de moléculas de
agua liberadas na reagdo de re-enovelamento da apoMb, An,. Para cada soluto, a
inclinagio destes graficos é a mesma para todas as temperaturas. Na presenga de sacarose,
o valor médio de An,, determinado em trés valores de temperatura € de 94 + 13 moléculas
de agua, enquanto que em glicose o valor médio de An,, para cinco valores de temperaturas
¢ de 64 = 10. Estes valores s3o, dentro do erro experimental, iguais aqueles calculados com
os experimentos realizados a temperatura ambiente (20 °C), descritos anteriormente. A
nova informagdo contida nestes dados é que o mimero de moléculas de agua liberadas na

transi¢do D <> I, independe da temperatura de medida no intervalo utilizado.

Figura 4.7.25. Relaciio entre o logaritmo da constante de equilibrio In(K,) e
o0 logaritmo da atividade de 4gua In(a,) medidos para a apoMb (5 pM) a pH 2,46 em
diversas concentragdes de glicose (a) e de sacarose (b), e com variagio de
temperatura entre 10 e 30°C. Os ajustes lineares para as diversas curvas forneceu os
seguintes valores de An,,: para a glicose 71 + 12 a 10°C; 60 + 8 a 15°C; 61 £ 7 a 20°C;
65+ 11 a 25°C; 61 + 10 a 30°C; e para a sacarose 91 + 15 2 10°C; 96 + 14 a 15°C; 93
+14a20°Ce 9 +10a25°C.




Resultados .95

A constancia dos valores de An,~64, obtidos na presenca de glicose ¢ de
An,~94 na presenga de sacarose, representa a variagdo de hidratac@o entre os estados I € D.

Os célculos de An,, a pH 4cido constante a diversas temperaturas, mostrados
na figura 4.7.25, demonstram que o valor de varia¢do de hidratagdao, medido pela adi¢do de
solutos, independe da fragdo inicial relativa de proteina no estado desnaturado em relagdo
ao estado enovelado. Equivalentemente, ndo importa em que ponto da curva de
desnaturagdo a proteina se encontre, a variagdo de hidratagdo relativa entre os estados
reenovelado e desenovelado, medida por uma variagado diferencial do potencial quimico da
dgua (ou da concentragdo do soluto), € a mesma em qualquer ponto da curva. Isto sugere
que: 1) a transi¢do entre a estrutura desenovelada e a enovelada é, em qualquer ponto da

-

curva de desnaturag@o-renaturagdo, um processo de dois estados, isto €, entre duas

estruturas que diferem pela mesma variacdo de hidratagcdo; 2) como esta diferenca de
hidratacdo € muito menor que aquela esperada entre os estados I estruturado e N nativo, o
enovelamento prot€ico deve ocorrer pela formagao de segmentos de hélices o, com
tamanho definido pela unidade cooperativa. Este modelo, sugerido pelas medidas de
variagdo de hidratacdo impde, portanto, uma hierarquia para o enovelamento protéico. O

papel do tamanho do soluto seria o de favorecer o enovelamento protéico num primeiro

estdgio da formagdo de segmentos de hélices o, cujo tamanho seria proporcional ao

tamanho do soluto. Posteriormente, quando ocorrerem algumas interagdes tercidrias entre
as hélices o quase nativas formadas no passo anterior, ocorreria a estabilizagdo do estado
intermediario estruturado Ig.

O tamanho dos segmentos de hélice a, isto é, o tamanho da unidade
cooperativa na transi¢dao do estado D para o estado I da apoMb induzida pela adigdo de
solutos neutros € linearmente dependente do tamanho do soluto utilizado para mudar a,,.

Este resultado foi demonstrado anteriormente para os estudos a temperatura constante

AVA
cm 1 2 3 4 5 6 i unespw-l 12 13 14 15 1e¢ 17 18
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(vide Figura 4.6.18). Com o intuito de obter uma estimativa da variagdo de entalpia de

enovelamento em sacarose e glicose e comparar estes valores quanto ao tamanho do soluto,

os dados apresentados nas figuras 4.7.23 e 4.7.24 foram também analisados em fungéo da

temperatura, mantida a concentragio fixa de soluto. Os valores do logaritmo da constante
de equilibrio, In(K;), calculados com os dados destas figuras estdo apresentados em fungdo
do inverso da temperatura absoluta (1/T) nos graficos de van’t Hoff mostrados para
diferentes concentragGes de glicose na figura 4.7.26, e de sacarose na figura 4.7.27.
Observa-se das inclinagdes destes graficos que a variagdo da entalpia de re-enovelamento
(AH) aumenta com o aumento da concentragdo do soluto, para cada soluto. Observa-se
também que a taxa de variagdo de AH com a concentragdo do soluto € maior para sacarose
que para glicose. Isto indica que o valor aparente de AH de renaturagdo, medido na

presenga de solutos, também aumenta com o aumento do soluto.

InK1.86
InK2.47
InK3.33
InK1.6

Figura 4.7.26 Grifico do logaritmo da constante de equilibrio In(Kc) em
fun¢dio do inverso da temperatura absoluta (1/T) para diversas concentragdes de
glicose. Os ajustes lineares destas curvas fornecem valores da variagiio da entalpia
de van’t Hoff (AH,s;) de renaturacgiio da apoMb a pH 2,46, que siio os seguintes, em
kJ/mol: 1,6 molal do soluto: AH,;; = -15,242,1; 1,86 molal: —25,543,1; 2,47 molal: —
32,542.4; 3,33 molal: —40,111 4.
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Figura 4.7.27 Grifico do logaritmo da constante de equilibrio, In(Kc) em
fungdo do inverso da temperatura absoluta (1/T) para diversas concentragdes de
sacarose. Os ajustes lineares destas curvas fornecem os valores da variacdio da
entalpia de van’t Hoff (AH,y) de renaturacio da apoMb a pH 2,46, que foram os
seguintes, em kJ/mol: 0,86 molal do soluto: AH,y =-19,242,5; 1,56 molal: -26,613,1;
2,01 molal: —46,2+1,7; 2,41 molal: —48,4+1,5.

Os valores de AH determinados a diversas concentragdes de sacarose e glicose
estdo mostrados no grafico da figura 4.7.28. Mesmo levando em conta os erros
experimentais na determinagdo de AH, existe uma diferenga na taxa de variagdo da entalpia
com estas concentragdes. Os valores das inclinagdes OAH,u/0C, obtidos pelo ajuste linear
foram : -12 kJ/mol/mol de glicose e -21 kJ/mol/mol de sacarose, ou seja, dAH,u/0C para
sacarose € cerca de duas vezes maior que aquela observada com glicose. Embora AHyy
tenha sido determinado em apenas estes dois solutos, e a despeito dos erros intrinsicos a
estas medidas, pode-se concluir que o calor liberado no enovelamento induzido por solutos
¢ proporcional ao tamanho do soluto.

A proporcionalidade de AH e Any, com o tamanho do soluto implica que AH

seja proporcional a Any,. Isto indica que a quantidade de calor liberado na transigdo estado
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aleatério-segmentos de hélice o é proporcional ao nimero de moléculas de 4gua liberadas

nesta transicdo. Este resultado é compativel com a proposi¢do de que o tamanho do soluto

ird determinar o tamanho da unidade cooperativa na transi¢ao.

AH., (kJ/mol)

1.5 2.0 2.5
conc.molal soluto

Figura 4.7.28 Variaciao da entalpia da van’t Hoff (AH,4y) em funcao da
concentracdo molal de glicose e sacarose. Os ajustes tirados da figura sio:
glicose Y = 2,1 - 12X, e sacarose: Y = 0,350 - 21X, sugerindo novamente um
efeito do tamanho do soluto sobre a unidade cooperativa proposta antes.
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Discussdo e Conclusdes

5.1 Introducao

Como vem sendo destacado na literatura recente, os mecanismos de
enovelamento de proteinas globulares passam pela formacdo de estados intermediérios
estdveis, em geral chamados de “molten globule” (MG) (Ptitsyn, 1993 e 1995). A
determinagd@o das caracteristicas estruturais e energéticas destes estados tem sido objeto de
intensas investigacOes, com o objetivo de evidenciar as principais contribui¢des
energéticas ao processo de enovelamento-desenovelamento destas macromoléculas.

Durante as décadas de 70 e 80 as investigacdes sobre a origem da
estabilizag@o de proteinas no estado nativo pela adi¢do de solutos neutros, como agucares,
polidis e polietileno glicéis, e diversos sais como cloreto de sédio e de potassio,

tricloroacetato de sédio entre outros foram, exaustivamente, conduzidas por Timasheff e

colaboradores. A estratégia utilizada nestes estudos foi baseada principalmente em

medidas de densidade molar parcial, para estudar a estabilizacdo de proteinas em solugdo
de 4gua, soluto e proteina. Estes estudos revelaram que varios solutos neutros, conhecidos
como osmdlitos, sdo preferencialmente excluidos da superficie protéica, indicando que as
proteinas na presenca de solutos estdo preferencialmente hidratadas (Timasheff, 1993;
1995). Embora estes estudos tenham estabelecido cabalmente o fendmeno da exclusio
preferencial de osmolitos na superficie protéica, o uso desta estratégia experimental ndo se
desenvolveu ao ponto de fornecer termodinamicas especificas sobre a estratégia de
interagdo das moléculas de 4gua com a superficie esposta ao solvente.

Outras propostas foram descritas para explicar o efeito da adi¢io de solutos
sobre o equilibrio de oligomerizagdo de proteinas, sobre a cinética enzimaética e sobre a
estabilizagc@o do estado protéico nativo. Entre elas Minton (1983, 2000), e Wills e Winzor
(1993) sugeriram que reagdes que envolvem o aumento de volume da macromolécula, sdo
desfavorecidas na presenga de solutos devido ao efeito do volume excluso, e que este

efeito pode estar relacionado com o tamanho do soluto usado como substancia

AVA
cm 1 2 3 4 5 6 i unespw-l 12 13 14 15 1e¢ 17 18



Discussdo e Conclusdes .100

preenchedora de espacos na solucdo. A analise considerando efeitos de volume excluso, da
dependéncia do equilibrio quimico entre os estados D e I da apoMb, em pH écido, com a
concentragdo e tamanho do soluto, foi realizada neste trabalho. Demonstramos que a
variacdo do logaritmo da constante de equilibrio € linear com a concentragdo molar dos
solutos utilizados, em acordo com o que € previsto na literatura. Foi mostrado também que
a taxa de variacdo de log(K) com a concentra¢do do soluto (Cs) que formam a diferenca
entre os covolumes (AU) dos estados D e I sdo: a) muito menores que aquela prevista pela
teoria, se consideramos os raios de giragdo experimental destas conformagdes; c¢) que AU
cresce linearmente com o tamanho do soluto, e ¢) que AU estd linearmente correlacionado
com a variagao de hidratagdo medida na presenca de cada soluto. Isto nos levou a propor
que o re-enovelamento da apoMb na transi¢do DI ocorre com a formacao de segmentos
de hélices a de tamanho proporcional ao soluto uitlizado, como esta rediscutido a frente.

Mais recentemente, o interesse em estudar o efeito de solutos
preferencialmente excluidos da superficie protéica em reagdes bioldgicas ressurgiu,
motivado pela proposi¢do de que € possivel determinar a variagdo de hidratagdo associada
a reagdes envolvendo macromoléculas, verificando a dependéncia do equilibrio de reagdo
com a atividade de dgua em co-solugdo. A andlise quantitativa proposta para o efeito do
soluto € que a constante de equilibrio como uma fungdo da atividade de dgua fornece, a
partir das equacdes de “linkage” de Wyman, a variagdo de hidratacdo da macromolécula na
reacdo (Colombo et al, 1992). Esta andlise rapidamente ganhou popularidade e o equilibrio
de diversas rea¢des em fungdo da atividade de dgua passaram a ser estes dados.

Em nosso laboratério, Neves (1996) obteve um estado intermedidrio

distinguivel do citocromo-c, durante desnaturagio 4cida na presenga de sorbitol usado para

modificar a atividade da dgua, medidos por absor¢do Optica. Esta estabilizagdo foi

explicada sugerindo que a diminui¢do da atividade de 4gua desloca o equilibrio para
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estados mais compactos da proteina e foi determinada a medida da variagdo de hidrata¢do
que acompanha este processo. Em 1998, Davis-Searles e colaboradores, estudaram
alteragdes do estado MG do citocromo-c a valores baixos de pH induzidos pela presenga de
agucares, através de medidas de DC. Estes autores propuseram que o favorecimento do
estado intermedidrio se deve a repulsdo estérica entre os componentes da solugdo.
Kamiyama e colaboradores (1999) induziram a formagao do estado MG do citocromo-c
estabilizado por sorbitol e discutiram o mecanismo e a estrutura do estado MG em termos
da interagdo preferencial do soluto com a proteina, mas aventam a possibilidade que este
efeito apareca do aumento da pressdao osmética do meio. Esta tltima possibilidade nao foi

quantificada pelos autores.

5.2 Caracterizacao dos Estados D, I, e N para a apoMb no Processo de

Desnaturagio Acida na Presencga Diversos Osmdlitos.

O efeito de diversos solutos inertes sobre a rea¢do de reenovelamento da
apoMb em diferentes pH, foi mostrado através de medidas de DC, na regido do UV
distante. Nesta regido, os espectros de DC permitem seguir as variagdes da estrutura
secundédria de proteinas. A apoMb em seu estado nativo ou parcialmente enovelado é
essencialmente constituida por hélices o e algumas algas.

Os experimentos de titulagdo dcida demonstraram que a sacarose estabiliza os
estados mais compactos da apoMb, isto €, estabiliza o estado nativo em relagdo ao estado
intermedidrio e o estado intermedidrio em relag@o ao estado desnaturado (figura 4.2.4). Foi
observado também que este efeito € proporcional a concentragdo do soluto. Para valores de
pH < 3,0 o maximo enovelamento da apoMb pela adi¢do de sacarose, corresponde a um
valor de elipticidade equivalente a ~ 70% da elipticidade da proteina nativa. A indugdo da
formagdo de um estado intermedidrio (I) foi observada a pH 2,46 em concentragdes

saturantes de sacarose (figura 4.2.4, 4.4.6, e 4.6.11) e de diversos outros solutos (figuras
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4.6.10, 4.6.11, 4.6.12, 4.6.13). Demonstramos que, a pH baixo, independente do soluto
utilizado (sacarose, glicose, ribose, arabitol, sorbitol, e polietileno glicol de massas
moleculares 400, 600, 1000 e 2000) concentragdes varidveis destes solutos estabilizam um
estado conformacional parcialmente enovelado da apoMb. A caracteristica comum nestes
experimentos € que o estado Ir da apoMb apresenta 0 mesmo contetido de hélices o em
todos os solutos utilizados. Portanto, a estrutura secundaria do estado Ir estabilizado nestes
soutos € equivalente e apresenta 0 mesmo valor para a elipticidade molar residual de ~
13.200 mgraus.cm’/dmolar.

Anteriormente, Fink e colaboradores (1994) demonstraram que em pH 4cido
a apoMb estabiliza um estado intermedidrio (I) na presenga de anions. O conteiido de
hélices o deste estado € equivalente ao medido neste trabalho na presenca de diferentes
solutos. Com o objetivo de comparar o efeito de osmdlitos com o efeito de dnions na
estabilizagcdo do estado I, foram realizados experimentos de desnaturagdo 4cida da apoMb
na presenca de 0,5 M de KCI (figura 4.2.2) e experimentos de renatura¢io da apoMb a pH
fixo em 2,46 e na presenca de variadas concentragdes do sal (figuras 4.4.6 € 4.4.7).

Para o anion, no caso o cloreto (CI), encontrou-se que ele desestabiliza o
estado nativo (N) estabilizando o estado intermediario (I) (figura 4.2.2) confirmando os
resultados de Fink e colaboradores (1994). Este efeito desestabilizante do Cl” sobre o
estado N contrasta com o efeito estabilizante da sacarose sobre este estado mais enovelado
N da apoMb, aqui observado. Isto indica que o mecanismo de indug@o do enovelamento da
proteina por CI” € distinto daquele observado por sacarose e outros solutos neutros. A

despeito disto, tanto o CI” quanto os outros solutos investigados estabilizam o estado I da

apoMb em valores de pH dcido, ou melhor, para pH < 5,0 para o Cl" e pH < 3,0 para a

sacarose. A comparagao, entre o estado I estabilizado por CI" e aquele estabilizado por

solutos, foi feita em primeira instancia através dos espectros de DC (contetido de hélices o)
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de suas estruturas. Como mostrado nas figuras 4.4.6 e 4.4.7 o conteido de hélices o € o
mesmo para os estados (I) finais alcancados e independem do agente estabilizador. Isto
indica que independentemente do mecanismo de estabilizagdo do estado I da apoMb, a
estrutura final deste estado é a mesma.

Outros estudos demonstraram que para variagdes na temperatura € na
presenca de diferentes solutos o estado intermedidrio desta mesma proteina € estabilizado
em um valor de elipticidade caracteristica de ([0]222 ~ 13x10 grau.cmz.r’dmol) (Griko e
Privalov, 1988; Barrick e Baldwin, 1993; Fink et al, 1994; Nishii et al, 1994 ¢ 1995; Gast
et al, 1994) que € igual ao valor obtido na presen¢a dos solutos inertes aqui utilizados.
Estes resultados sugerem que, independente do caminho termodindmico tragado para
alcangar o estado I, este estado mantém sempre as mesmas caracteristicas estruturais (pelo
menos no que se refere a sua estrutura secunddria). Portanto, I deve ser considerado um
estado termodinamicamente estdvel com caracteristicas estruturais bem definidas. Em
estudos similares de indugdo do estado “molten globule” do citocromo-c pela adi¢ao de
soluto em pH baixo, Davis-Searles e colaboradores (1998) observaram que as taxas de
troca H-D sdo as mesmas para o estado I estabilizado por CI" e por sacarose. Esta
observacdo reforca nossa proposi¢cdo de que o estado Ir estabilizado na presenga de
osmolitos representa um estado termodinamicamente estdvel da apoMb.

A medida do parametro de ligagdo dos prétons, Any, = d(logK)/o(pH),
calculado para a transi¢do de desnaturagdo-renatura¢io na presenca de sacarose 3 molal e
mostrado na figura 4.3.5, foi de aproximadamente 1,1 mol de prétons ligados por mol de
proteina. Este nimero de prétons liberados na transicdo N<I estdo compativeis com

aqueles determinados por Barrick e Baldwin (1993) em estudo da indugdo de

intermedidrios da apoMb por uréia em meio 4cido a temperatura de 0°C (na transi¢do

-

N«I). Esta €, portanto, mais uma evidéncia de que o estado I € um estado com
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caracteristicas conformacionais bem definidas do ponto de vista das interagcdes que o
estabilizam.
5.3. Sobre o0 mecanismo de estabilizacdo do estado parcialmente enovelado

da apoMb a pH dcido e alta concentragdo de solutos neutros.

Tendo concluido que a estrutura do estado I maximamente estabilizada pela
presenca de solutos, deve ser a mesma que aquela estabilizada em outras condig¢des
experimentais, deve-se perguntar qual o mecanismo pelo qual os diferentes osmélitos aqui
investigados estabilizam este estado.

A primeira possibilidade analisada para explicar o re-enovelamento da
apoMb envolvendo o deslocamento do equilibrio do estado D ao estado I na presenca de
solutos, foi a de que o soluto liga-se preferencialmente ao estado I, isto €, com maior
afinidade e em maior nimero do que ao estado desnaturado D. Esta possibilidade parece,
entretanto, pouco provavel. Primeiro, porque os resultados de medidas de densidade de
proteinas em solugdes dgua-proteina-soluto demonstraram que os mesmos solutos

utilizados neste trabalho sdo preferencialmente excluidos do entorno protéico (Timasheff,

1993 e 1995). Segundo, porque se estes osmolitos se ligassem a proteina, a ligagdo seria

muito fraca, em vista de que o efeito destes solutos é freqlientemente observado a alta
concentragdo. Esta observacdo sugere que a ligagdo, se existisse, seria inespecifica o que,
portanto, deveria favorecer a ligagdo em maior nimero ao estado desnaturado, que € o
estado com maior superficie exposta ao solvente.

Alternativamente, o deslocamento do equilibrio do estado D para o estado 1
induzido pela adi¢do de osmdlitos foi analisado em termos da hidratagdo diferencial entre
estes dois estados: o D mais hidratado e o I menos hidratado. Com a adi¢do de osmdlitos, a
atividade da dgua diminui e desloca o equilibrio de reagdo para o estado menos hidratado.

A anilise deste efeito foi analisada conforme proposto por Colombo e colaboradores
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(1992) utilizando-se as equagdes de “linkage” quimico propostas originalmente por
Wyman (1964). Esta descrigdo pressupde que a variagdo da energia livre da reacao [-RT
din(D/N)] varia proporcionalmente com a variacdo do potencial quimico de agua
[RTdIn(ay)], onde a constante de proporcionalidade € igual a diferenga de hidratagdo entre
o estado final e inicial da reag@o. Esta linearidade foi observada com todos os solutos
neutros utilizados neste trabalho, (figuras 4.5.9 c e d, 4.6.15, 4.6.16, 4.6.17). A inclinag¢ao
dos gréficos do logaritmo da constante de desnaturagdo versus logaritmo da atividade de
adgua mede a quantidade de moléculas de dgua de hidratag@o liberadas na reagdo do
enovelamento protéico (Colombo e colaboradores, 1992-2000). O deslocamento do
equilibrio para o estado I estd, portanto, coerente com a mudanga do valor da atividade de
agua. A linearidade destas curvas reflete o fato que em solug@o aquosa, todo o sitio de
hidratagcdo exposto ao solvente deve estar saturado, independente do valor especifico da
atividade de 4gua (Colombo e Bonilla, 1996). Portanto, os dados ora apresentados

permitem descrever a contribui¢do de agua ao potencial quimico de cada estado da

proteina como: U,=U, +RTIn[P]—n_In(a,)

Esta expressao foi derivada por Colombo (1996a) considerando a contribui¢do do potencial
quimico do ligante ao potencial quimico da macromolécula, a partir da teoria de ligagdo de
ligantes, originalmente, desenvolvida por Schlemann (1975). Esta expressdo prevé que
com a diminui¢@o de ay, o potencial quimico da proteina deve aumentar em propor¢ao ao
nimero de hidratagdo. Este aumento do potencial quimico tem, portanto, um caréter
desestabilizador da proteina em solug¢do, com maior desestabilizagdo para o estado mais
hidratado. Medidas de densidade especifica de proteinas em co-solugdo com osmdlitos
demonstram o aumento do potencial quimico da proteina com o aumento da concentragdo
de solutos neutros. Estes dados levaram Timasheff (1998) a concluir que o aumento da

estabilidade de estados mais enovelados de proteina na presenga de solutos neutros se deve
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a maior desestabilizagdo dos estados com maior drea de superficie protéica exposta a
solucdo. Segundo Timasheff, a origem deste efeito estd no fato que os solutos, tipicamente
excluidos da superficie protéica, aumentam a tensdo superficial da dgua no entorno da
proteina, desfavorecendo portanto as reagdes que levam a expansdo destas estruturas.
Mesmo que a compactagdo protéica tenha origem fisica priméria no aumento da tensao
superficial, ou em qualquer outra causa como por exemplo efeitos de volume excluso a
serem discutidos a seguir, esta estruturagio serd acompanhada por mudangas de hidratagao.
Consequentemente, como a liberagdo de dgua ligada a proteina para o volume da solugdo
ocorre sempre acompanhado da reestruturacio da camada de hidratagdo protéica, a
varia¢do da energia livre de enovelamento deve aumentar com o aumento da atividade de
agua e diminuir com sua diminui¢do. Em vista desta argumentagdo, conclui-se que a
inclinag@o medida nos gréficos de In(K) versus In(ay) reflete a variagdo da energia livre de
transferéncia de um nimero de moléculas de d4gua da proteina para a solugao.

Por que, entdo, An,, € tanto maior quanto maior o tamanho do soluto? No
grafico da figura 4.6.18, mostramos que An,, varia linearmente com o tamanho do soluto
utilizado para modificar a atividade de dgua, para um intervalo de variagdo de volume
molar do soluto bastante significativo (100 ml/mol ate 1600 ml/mol). Este efeito pode ser
explicado considerando-se inicialmente os fatores, relacionados ao tamanho do soluto, que
podem desestabilizar o estado desnaturado e, em seguida, os fatores relacionados a
presenca de solutos (isto €, das propriedades da solu¢do) que podem estabilizar estados
mais enovelados. Em seu estado desnaturado em solug@o, a proteina pode assumir uma
infinidade de possiveis conformagdes aleatérias, que ndo diferem energeticamente entre si.
Em 4gua, na auséncia de solutos, este nimero estd possivelmente limitado por efeitos de

volume excluso entre grupos enddgenos, que limitariam o mapa configuracional como

descrito por Ramachandran (Cantor e Scchimmel, parte I cap. 5, 1980). A adi¢do de

solutos neutros com tamanho maior que o tamanho do solvente, mesmo estando ausentes
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interagdes proteina- soluto de caracter atrativo e/ou repulsivo que ndo de corpo rigido, deve
diminuir o nimero de estados conformacionais disponiveis ao polimero desnaturado por
efeitos de volume excluso proteina-soluto. Uma andlise quantitativa que leva em conta este
efeito foi realizada e mostrada nos graficos de In(K/Ky) versus a concentragdo molar do
soluto (Cs), In([molar]) (figura 4.6.20 a e b). Segundo os modelos propostos por Minton
(1983 e 2000) a inclinagdo destes graficos deveria fornecer uma medida da diferenca de

volume ocupado pela proteina no estado D em relag@o ao volume ocupado pela proteina no

estado I, AU = U' - UP. Entretanto, observamos que os valores de AUgpservados SA0 menores

que aqueles inferidos por cédlculos (AU qculado) @ partir dos valores do raio de giragdo da
apoMb no estado I e no estado D, determinados por SAXS por Gast e colaboradores
(1994). Observou-se também, que os valores desta inclinag@o, obtidos dos gréficos de
In(K/Ky) versus In([molar]), sdo proporcionais ao volume molar do soluto. Alem disto,
demonstramos que a taxa de variacdo de AU medida com o volume molar do soluto é
idéntica a taxa de variacdo de hidratagdo Any, medida dos graficos de In(K) versus In(a,)
(figuras 4.6.15, 4.6.16, 4.6.17). Estes resultados indicam que, diferente do proposto pelas
teorias de volume excluso aplicadas ao enovelamento protéico, o estado final, a ser
considerado na reagdo D < I (MG), induzido pela adi¢do do soluto neutro, ndo
corresponde ao estado I final, estabilizado em concentragdes saturantes do soluto. Ao
contrério, os dados sugerem que o processo de formagdo de hélices o, medidos por DC,
com o aumento do soluto, ocorre com a formagdo de motivos estruturais (segmentos de
hélice o) menores que aqueles encontrados no estado I final estruturado (Ir). Os resultados
indicam que o tamanho destes segmentos helicoidais nos estados intermediérios entre D e
Ir sdo formados em unidades de tamanho proporcional ao tamanho do soluto utilizado para
induzir o re-enovelamento. Esta hipétese explica o aumento de Any, e de AU com o

tamanho do soluto, e sugere que a transicdo entre o estado D e I final ocorra com a
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formagdo de segmentos de hélice o de tamanho proporcional ao tamanho do soluto.

Esquematicamente:
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O colapso do estado desnaturado com a adi¢do de solutos e sua dependéncia
com o tamanho do soluto, como este sugerido pelo esquema acima, foi observado ocorrer
em experimentos atérmicos com cadeias poliméricas, por simulagdo de Monte Carlo da
rede (Luna-Barcenas et al, 1996). Esta colapso € responsavel portanto pelo aumento da
cooperatividade da transi¢do D<1. Evidentemente, o aumento de cooperatividade da
transicdo com o aumento do volume do soluto deve atingir assintoticamente um valor
méaximo de cooperatividade. Esse maximo de cooperatividade € alcangcado quando a
transi¢do D& ocorre num processo verdadeiro entre dois estados. Ao analisarmos o efeito

do volume do soluto sobre o valor de ay no qual ocorre metade da transi¢ao entre D e I

para cada soluto [In(a)’?)] podemos demonstrar que este efeito de tamanho atinge

assintoticamente um valor mdximo. Tao importante quanto, foi definir, quantitativamente,
o efeito do soluto sobre o valor da diferenga entre os potenciais quimicos no estado padrao

da protefna desnaturada e na conformagio intermedidria. A inspegdo do gréifico de In(a''?)

w

versus V¢/V,, demonstra que a pH = 2,46 a diferenca (U, — ;) € sempre negativa e

diminui com o aumento de V¢/V,,. Na auséncia de outras intera¢des, moduladas pela adi¢ao

de solutos que possam dar estabilidade extra ao estado I, o estado desnaturado é o mais

favordvel em qualquer soluto. Entretanto, esta diferenca (i, —iy) diminui com Vj e

facilita a transicdo de D<>I induzida por outroa fatores, como o abaixamento da atividade
de 4gua.

Enquanto o conceito de volume excluso pode explicar a formagao de hélices
de tamanho (entropicamente) compativel com o tamanho do soluto, este conceito por si s6
ndo explica a razdo pela qual as hélices formadas sdo estabilizadas. O efeito de volume
excluso atua no sentido de diminuir o espago configuracional disponivel para a proteina
desnaturada, aumentando consequentemente o nimero de contatos de curto alcance

possiveis entre grupos da cadeia polipeptidica desnaturada. Entretanto, este efeito de
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volume excluso por si s6 (sem considerar mudangas em outros pardmetros termodinamicos
do sistema causados pela adicdo do soluto) ndo permite explicar a estabilizacdao dos
contatos nativos que ocorrem em maior freqiiéncia na proteina desnaturada na presenca do
soluto do que para a proteina desnaturada na auséncia dele. Esta estabiliza¢do vai ocorrer
porque o aumento da concentragdo do soluto estd associado a diminuic¢@o da atividade de
agua. Esta diminuicdo de a,, segundo a interpretagdo aqui apresentada, diminui a energia
livre de transferéncia das moléculas de 4gua que hidratam o esqueleto protéico para o
volume da solugdo favorecendo, consequentemente, a formagao de hélices a.
Recentemente, Bolen e colaboradores (1997) determinaram a energia livre
de transferéncia de todos os amino é4cidos e do esqueleto protéico de um meio em solvente
puro para solugdes com sarcosina e sacarose. Estes autores encontraram que a exposi¢ao
do esqueleto protéico € muito desfavorecida na presenga de solutos, o que explicaria a
estabilizacdo de estruturas mais compactas na presenga destes osmolitos. Portanto, na
presenca destes solutos, a quebra das pontes de hidrogénio do esqueleto protéico e sua
exposicao ao solvente € desfavorecida energeticamente em co-solugdo cpm osmdlitos.
Anteriormente, Back e colaboradores (1979) ja propunham que a dgua competiria na
formagao-ruptura das pontes de hidrogénio na construg@o de estruturas secunddrias entre o

esqueleto e os residuos laterais da molécula protéica, na presenca de agicares e polidis.

Estes resultados dao sustentagdo a nossa interpretagio, de que o efeito do soluto € tal que a

diminui¢do da atividade da 4gua favorece a estabilizagdo das hélices o formadas.

Os resultados obtidos, a temperatura ambiente, permitem ampliar a
discussdo dos efeitos entrépicos devidos a presenca dos solutos para estimar o
comportamento termodindmico do processo de enovelamento-desenovelamento estudado.
Neste raciocinio, € importante ressaltar que o pardmetro de hidratagao medido, Any,, deve
estar relacionado com um aumento de entropia que acompanha a macromolécula durante a

reagdo, pois existe uma mudang¢a conformacional desta. A formacdo de segmentos de
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hélices de tamanho compativel ao tamanho do soluto promove uma variagéo entropica no

sistema em relagdo as estruturas mais desenoveladas.

An

Figura 5.3.2 Representaciio esquemética das unidades cooperativas sugeridas neste trabalho
para formagdo das hélices a na presenca de diferentes tamanhos de soluto, envolvendo
diferentes valores de hidratacdo.

Este efeito entropico sugerido aqui, pode estar relacionado as chamadas
interagdes hidrofobicas? Este é o argumento de estudos recentes com o citocromo-c
apresentado por Kamiyama e colaboradores (1999). Eles reconhecem o efeito da pressdo
osmotica do meio como a principal for¢a promotora da interagdo do solvente a proteina
nao nativa. Ja Nishii e colaboradores (1994) apontam que as interagdes hidrofobicas no
estado MG s3o muito fracas comparadas aquelas que ocorrem na estrutura mais compacta
da proteina nativa da apoMb, mesmo comparando somente o subdominio formado pelas
hélices A, G e H dos estados MG e N.

Os experimentos de desnaturagdo térmica da apoMb a pH 2,46 e na
presenga de concentragdes variadas de sacarose e glicose apontaram que: a) a transigdo D

<> I em diferentes temperaturas tem a mesma variagio de hidratacdo encontrada




Discussido e Conclusdes .114

anteriormente para estes solutos a temperatura ambiente; b) esta variagdo deve portanto
ocorrer pela formagdo de segmentos de hélices por unidades cooperativas dependentes do
tamanho do soluto. Desta maneira pode-se supor que a variagdo de hidratagdo impde um
processo hierdrquico para a reagdo de enovelamento-desenovelamento protéico. O papel do
tamanho do soluto seria o de forcar o enovelamento nos passos iniciais na formagao do
processo. A variagao da entalpia de van’t Hoff de renaturagdo aumenta com o aumento da
concentragdo de solutos (figuras 4.7.26 e 4.7.27), indicando maior estruturacdo da
macromolécula. Observou-se ainda que a taxa de variagdo da entalpia € maior para a
sacarose do que para a glicose, confirmando a influéncia do tamanho do soluto (figura
4.7.28). O que nos levou a concluir que o aumento do calor liberado no re-enovelamento

da apoMb, induzido por solutos, € proporcional ao tamanho do soluto e é compativel com a

proposicdo de que o tamanho do soluto determina o tamanho da unidade cooperativa na

transi¢ao.

Concluimos portanto que a cooperatividade de formagdo de hélice o é
modulada pelo tamanho do soluto e estabilizada pela diminuicdo da atividade de 4gua
associada ao aumento de sua concentragdo. Isto sugere que a transi¢do do estado D < 1

ocorre entre diversos intermedidrios (I;) estabilizados fundamentalmente pelas liga¢des de

hidrogénio formadas dentro da unidade cooperativa.
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Apéndice

Funcionamento do Espectropolarimetro: a atividade 6ptica de moléculas

pequenas surge da falta de simetria, isto €, da presenca de dtomos de carbono assimétricos
e de seus efeitos sobre os croméforos ao seu redor.

ApO0s atravessar uma amostra com atividade 6ptica, a luz serd modificada:

- no plano de propagacdo de sua amplitude méaxima, isto €, a forma eliptica
de propagag¢do de E é projetada perpendicularmente ao plano xy de maneira a se enxergar
uma elipse (com o observador em z). A elipticidade serd entdo definida como sendo o
angulo cuja tangente € dada pela razdo do eixo menor pelo eixo maior desta elipse, e;

- na orientagdo da elipse que € dada pela rotagdo 6ptica e € uma fungdo do
comprimento de onda, pois o eixo maior da elipse ndo € paralelo a dire¢ao da luz incidente
(figura 3.2).

O dicroismo circular, ou elipticidade, resulta da absor¢do diferencial, a

esquerda (AE) e a direita (Ap), da luz circularmente polarizada que atravessa uma amostra
contendo moléculas assimétricas em solugdo. A elipticidade (B) é o sinal registrado

diretamente como a diferenga na absorbancia, AA = Ag - Ap, e € expresso por:

0 = In(10)(AE - Ap).180/47 = 32,98(AE - Ap) (graus)

; : W ; +
Os equipamentos de DC podem medir rotagdes inferiores a 10 graus, e

para comparar resultados de amostras diferentes € comum calcular a elipticidade em base

molar e/ou molar-residual que sao, respectivamente:

[0] = 1006/ C.I = 3298(AE - Ap)/C.1 (mgraus.cmzfdmol), ou

[6], = 1006/C.LN, = 3298(AE - Ap)/C.IN (mgraus.cm2/dmol.res),
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sendo: 0 a elipticidade medida em graus ou miligraus; C a concentragao molar da molécula

alvo em moles/litro; / o comprimento Optico dado em cm; e Ny o niimero de residuos que

compdem a proteina (Schmid, 1990; Cantor e Schimmel, vol.2, 1980).

Figura A-1. Luz polarizada elipticamente: formada da desigualdade
entre a intensidade da luz polarizada circularmente a esquerda e a direita. A
elipticidade (0) é a tangente da razido entre o raio menor e raio maior da
elipse. A rotacgio optica € o angulo entre o eixo maior da elipse e o plano de
polarizacao da luz inicialmente plano-polarizada.

A produgdo do ambiente eletronico de uma hélice, como origem do sinal de

DC, € resultado do fato de a luz induzir uma circulag@o helicoidal de cargas ao redor da

dire¢do do momento dipolar que s6 ocorre em moléculas assimétricas (figura A-2). A forca
rotatéria das transi¢des T — ©* e n — m*de uma hélice oo em 222 nm € fortemente

dependente do tamanho da cadeia (Woody e Tinoco, 1967).
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Figura A-2. A figura a mostra o0 momento de dipolo elétrico na
transicio m—n* num grupo carbonila. O produto de seus orbitais tém um
momento de dipolo resultante dirigido ao longo do grupo carbonila,
correspondendo a um movimento linear de cargas nesta direcdo. A figura b
representa o momento de dipolo magnético da transicio n—n* num grupo
carbonil. Multiplicando os dois orbitais resulta num produto que tem um
momento quadrupolar e corresponde ao movimento circular de cargas ao redor da

ligacao carbonila, correspondente ao momento dipolar magnético ao longo da
direcdo da ligacao.

As leituras de DC, ou de elipticidade, realizadas nos comprimentos de onda
do ultra violeta longinquo, regido de 180 a 250 nm, detectam transi¢des (n = 7*)
envolvendo variagdes da estrutura secunddria das proteinas (Yang et al., 1986; Schmid,

1990). As transi¢des observaveis na regido do ultra violeta préximo, de 250 a 330 nm,

revelam contribui¢des dos amino dcidos aromdticos das proteinas, isto €, variagdes no

ambiente dos croméforos aromaticos e o sentido da assimetria do ambiente destes residuos,

que podem estar ou nao encerrados no cerne protéico durante o processo de enovelamento

(Schmid, 1990; Hirst e BrookslII, 1994; Eftink, 1995).
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