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“A ciéncia é fundamentada em fatos tal como uma casa é

fundamentada em tijolos, mas um conjunto de fatos ndo é uma

ciéncia da mesma maneira que uma pilha de tijolos ndo é uma

casa’.

Henry Poincaré (1854-1912)
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Resumo

E sabido que a variagdo da energia livre no processo de enovelamento e
desenovelamento de proteinas tem uma componente que advém da ligagdo de
moléculas de dgua aos grupos expostos da proteina. Estudos calorimétricos,
publicados na literatura tem mostrado uma mudanga significativa na capacidade
térmica durante a transi¢do estado desnaturado <=>gl6bulo derretido, mas uma
variagdo da capacidade térmica nula na transicdo globulo derretido<=>estado
nativo. Estes resultados sdo evidéncias de um possivel papel de hidratagdo
diferencial no enovelamento de proteinas.

O objetivo deste trabalho € investigar esta contribui¢do da 4gua de hidratag¢do
da proteina para a energética que regula o equilibrio conformacional do
polipeptidio, determinando a dependéncia da varia¢do da energia livre de Gibbs da
reacdo de enovelamento/desenovelamento do Citocromo-c com o pH e a atividade
de dgua da solugdo. Nestes experimentos, a atividade de dgua é tamponada por
sorbitol, um soluto que ndo participa diretamente da reagdo.

A desnaturagdo do Citocromo-c induzida por pH em solugdes a diferentes
atividades de dgua é monitorada opticamente na regido do visivel, entre 380-700
nm. O espectro de absor¢do nesta regido se deve a absorgdo pelo grupo heme do
Citocromo-c e reflete o estado conformacional da proteina.

Na sequéncia, foram realizados experimentos de reenovelamento de

Citocromo-c em pH fixo, e desnaturante para a proteina em 4gua, diminuindo-se a
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atividade de 4gua com a adi¢do de sorbitol. A andlise dos espectros Oticos
indicaram a existéncia de pelo menos um estado intermedidrio entre as
conformagdes nativa e desnaturada.

A caracterizagdo do equilibrio realizado a partir da analise da varia¢do da
absorbancia em comprimento de onda fixo, permitiu determinar que tanto o estado
nativo, quanto o intermedidrio sdo estabilizados com a diminui¢do da atividade de
agua em relag@o a desnaturacio acida.

Com o objetivo de melhor caracterizar o processo de desnaturagdo 4cida do
Citocromo-c e definir criteriosamente o numero de estados intermediarios da
desnaturagdo, propusemos analisar as variagdes espectrais medidas utilizando a
técnica numérica de decomposigdo de valor singular (SVD) seguida da anélise de
ajuste ndo linear de modelos de desnaturagdo. Esta andlise permitiu estabelecer trés
estados, N, I e D, para descrever o processo de desnaturagdo do Citocromo-c
acompanhado por absorg¢do otica.

Com este modelo, determinamos as constantes de equilibrio entre os
estados N-I e I-D e, o numero aparente de protons e de moléculas de dgua que se
ligam ao Citocromo-c em cada passo deste processo. Estes dados permitiram
determinar as curvas de distribuigdo das espécies nativa, intermedidria e

desnaturada em fun¢do do pH e da atividade de agua. Finalmente, foi possivel

determinar que a cada proton ligado ao Citocromo-c no processo de

desenovelamento, cerca de 30 moléculas de dgua ligam-se & proteina.
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ABSTRACT

The free energy change associated with the folding unfolding reaction of
proteins has an energetic component that is due to the macromolecular hydration.
Recent calorimetric studies published in literature has shown a significant heat
capacity change during the re-folding of the denatured to the molten globule state
of some proteins while a null heat capacity change in the transition from the
molten globule to the native state suggesting a role for protein hydration on the
folding reaction. The goal with this work is to explore this hydration contribution
to the folding unfolding reaction of citocrome ¢ induced by pH by studying the
dependence of the equilibrium parameters on the chemical potential of water and
on pH.

The unfolding of cytochrome ¢ induced by pH have been followed by
optical absorption measurements in the range of 380 to 700 nm. Within this region
the absorption spectra of cytochrome c are due to the absorption of the heme group
and reflect the equilibrium of different conformational states of the protein at each
pH. In addtion, the refolding of cytochrome-c at fixed and low pH was induced by
changes in water activity due to the addition of sorbitol to the buffer solution. The
analyses of the dependence on the spectra on pH indicate the existence of at least

one intermediate state between Native and Denatured state of cytochrome-c. From

the analyses of the absorbance change measured at fixed wavelength we could
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determine that both the Native and the Intermidiate state of the protein are
stabilized against acid denaturation.

With the goal to better characterize the mechanism of acid unfolding of
cytochrome ¢ we have also analysed the spectra obtained as a function of pH and
water activity by Singular Value decomposition. This numerical technic allowed
us to conclude, criteriosly, that only on spectral intermediate is envolved in the
unfolding of cytochrome C. Ouor further analyses of the SVD data, using a model
of three conformation states in equilibrium with pH and water activity, allowed to

determine the equilibrium distribution plots of each conformacional state of

cytochrome c as a function of pH at various values of water activity. Finally, we

have also determined that about 30 water molecules binds to protein per each one
of the six protons that bound during the unfolding is reaction . In conclusion, we
have shown that the deacrease of the water chemical potential stabilize
preferentialy the more compact states of cytocrome ¢ and have determined

quantitatively the hydration changes associated with these processes.
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Capitulo-1

1.1-Introducio

Entre as varias classes de moléculas bioldgicas de grande importancia para os
seres vivos, estdo as proteinas; haja visto que elas constituem uma grande parte da
estrutura de todas as células além de desempenhar fungdes cataliticas como as
enzimas, que controlam e regulam o conjunto do metabolismo celular, fungdes de
defesa do organismo como os anticorpos, dentre tantas outras.
termo proteina provém do grego (npoteloc — proteios) que significa “de primeira
magnitude”. As proteinas sdo quimicamente polimeros de unidades monoméricas
contendo um grupo amina (-NH7), um grupo é4cido carboxilico (-COOH) e um
radical R ligados a um é4tomo de carbono, mondmeros estes denominados
aminoacidos. Desta forma, podemos definir uma proteina como uma cadeia de
aminoacidos ligados covalentemente uns aos outros semelhantes as contas de um
colar, sendo que esta ligagdo ocorre entre o grupo amina de um aminoacido e o
grupo carboxila do aminoacido seguinte, denominada liga¢do peptidica.

Na natureza, ha vinte tipos de aminoéacidos que diferem pelo radical R e que

compdem cada tipo de proteina. Diferentes proteinas apresentam diferentes
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sequéncias de aminodcidos constituindo o que € conhecido como sua estrutura
primaria.

As proteinas podem ser classificadas em trés tipos: fibrosas, de membrana e
globulares onde cada tipo de proteina apresenta sub-estruturas estaveis designadas
por a-hélice, B—folhas e fita aleatéria que constituem motivos estruturais que

formam a estrutura secundaria da proteina. Esta estrutura de motivos se rearranja

espacialmente, enovelando-se na chamada estrutura tercidria da proteina, definindo

a conformagdo dos mondmeros protéicos. Estes mondmeros protéicos podem por
sua vez associarem-se formando dimeros, trimeros, tetrameros, etc..., dando origem
a estrutura quaternaria da proteina.

As proteinas geralmente mantem a estrutura nativa (estado biologicamente
ativo) em solugdes com pH préximo do pH neutro e temperatura entre 20-40 °C,
sendo estas as condi¢des tipicas no ambiente celular (Chan & Dill, 1993). Sob
condigdes ndo fisioldgicas as proteinas perdem sua conformagdo, desenovelando-se,
processo este conhecido como desnaturag@o.

Estudos de conformagdo protéica vem sendo realizados desde o inicio deste
século. Em 1902, Emil Fisher e Frans Hofmeister concluiram independentemente e
de forma inédita, que proteinas sdo cadeias de aminoacidos ligados uns aos outros
por meio de interagdes covalentes (Haschemeyer & Haschemeyer, 1973; apud Dill,
1990). Em 1911, Chick e Martin foram os primeiros a descobrir o processo de

desnaturagdo e distingui-lo do processo de agregagdo (Dill, 1990). Por volta de
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1925, o processo de desnaturagdo protéica era atribuido a hidrélise da ligagdo do
peptidio (Wu & Wu, 1925; Anson & Mirsky, 1925; apud Dill, 1990) ou entdo a
desidratagdo da proteina (Robertson, 1918; apud Dill, 1990).

Foram levantadas entdo, varias hipdteses a fim de explicar o processo de
desnaturagdo protéica. O fisiologista chinés Wu prop0s a hipétese de que a proteina
nativa envolve um padrdo de enovelamento da cadeia regular e repetido em uma
rede tridimensional estabilizado por ligagdes covalentes, um tanto semelhante a um

cristal. Wu afirmou: “Desnaturagdo ¢ a quebra de ligagdes frageis. Em vez de a

proteina estar compacta, torna-se uma estrutura difusa. A superficie € alterada e as

moléculas do interior sdo expostas” (Wu, 1929). “Desnaturagdo ¢ a desorganizagado
da estrutura da molécula de proteina, ocorrendo uma mudanga de um arranjo regular
rigido para um arranjo irregular difuso, de cadeia flexivel e aberta” (Wu, 1931).

O interesse pelo processo de desnaturagdo fez com que alguns pesquisadores
estudassem conformag¢des de proteinas em solugdo aquosa. Eles supunham que
neste tipo de solugdo, que € o habitat natural da maioria das proteinas, a afinidade
das moléculas de agua por pontes de hidrogénio endégenas a proteina arrebentaria
as a—hélices e levaria a cadeia polipeptidica ao estado de fita aleatéria.

Esta afirmac¢do foi investigada por Poul Doty e seus colaboradores na
Harvard University, em conjunto com E.R.Blout, da Children’s Cancer Research

Foundation, em Boston, na década de 50.
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Nessa investiga¢do foram empregados polipeptidios sintéticos como modelos
de laboratorio para as proteinas mais complexas e sensiveis. Quando Blout e
colaboradores aprenderam a polimerizé-los em um comprimento suficiente (de 100
a 1000 unidades de aminoacidos) e analizaram através de polarimetria seu
comportamento em solug¢do, imediatamente puderam observar que os polipeptidios
podiam conservar suas o—hélices. Observaram também que podiam desenovelar a
o—hélice ajustando a acidez da solugdo, sendo este um processo que podia ser
revertido fazendo os polipeptidios, de novelos desordenados (random coil),
enrolarem-se novamente em hélice (Doty, 1957).

Destes experimentos, puderam confirmar que polipeptidios em solugdo
aquosa, apresentam duas conformagdes naturais que transitam reversivelmente de
uma para outra, dependendo das condi¢des do meio.

As mudangas conformacionais dos polipeptideos em solugdo aquosa levaram
os cientistas a questionar quais sdo as forgas que induzem o enovelamento de

proteinas e estabiliza o estado nativo. Para achar este estado nativo estavel da

proteina, dever-se-ia calcular todas as possiveis conformag¢des da cadeia

polipeptidica e fazer-se-ia o somatdrio da energia livre de todas as intera¢des
interatdmicas da proteina e interagdes da proteina com o solvente. Mas isto ndo é
possivel, devido ao fato do numero de conformagdes estatisticamente possiveis (N)
de uma cadeia crescer exponencialmente com o comprimento desta cadeia: N~un;

onde n € o nimero de mondmeros da cadeia e u ~ 2-6 € o nimero de isdmeros
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rotacionais, determinado para cada tipo de mondémero que compde o polimero
(Chan & Dill, 1990). A fim de exemplificar o grau de dificuldade em encontrar o
estado nativo estavel, suponhamos uma proteina com cerca de 170 aminoacidos e
apenas um tipo de ligagdo entre eles, formando uma cadeia linear, na qual
calculamos todos os possiveis isomeros variando apenas a posi¢do na cadeia de

qualquer dos vinte aminoacidos. O nimero de possibilidades para este polipeptidio

é tal que teriamos moléculas suficientes para encher um cubo de aresta 1050 anos-

luz (Raw & Colli, 1967) ! Considerando que esta proteina leve um tempo minimo
da ordem de 10-9s para atingir cada conformagdo, o tempo necessério para que ela
passe por todas as conformagdes é da ordem de 1034 anos, tempo este equivalente a
1024 vezes a idade estimada do universo fisico conhecido. Esta escala de tempo € o
numero de conformagdes ndo € compativel com as observagdes experimentais, na
qual a cadeia polipeptidica flutua entre conformagdes alternativas e colapsa para
uma estrutura uUnica numa escala de tempo variando desde nanosegundo até
segundo. Ha, portanto, uma discordancia em relag@o a escala de tempo e a0 nimero
de conformagdes estatisticamente possiveis previstos pelo modelo de enovelamento
aleatdrio. Esta discordécia ¢ conhecida como “paradoxo de Levinthal”, nome dado
em homenagem a Cyrus Levinthal, quem primeiro levantou esta questdo (Levinthal,
1968).

Portanto, na tentativa de explicar quais sdo as for¢as e qual a natureza dessas

forgas que direcionam o colapso da cadeia polipeptidica, modelos vem sendo
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propostos. Linderstrom-Lang, em 1924, foi quem propds o primeiro modelo

quantitativo das interagdes eletrostaticas na proteina nativa. Neste modelo, baseado
na teoria de Debye-Huckel, se demonstra que os processos eletrostaticos sdo fungédo
do pH e/ou da forga ionica do meio (Linderstrom-Lang, 1924; apud Dill, 1990). A
partir de novas descobertas sobre enovelamento de proteinas, o modelo de
Linderstrom-Lang foi aperfeicoado e complementado a tal ponto que, na década de
30, o pareamento de ions (interagdes eletrostaticas) foi considerado o fator
dominante para a estabilidade de proteinas (Mirsky & Pauling, 1936; Eyring &
Stearn, 1939 & Cohn et al, 1933; apud Dill, 1990).

A partir do final da década de 30, percebeu-se que ndo s6 as forgas de longo
alcance (interagdes eletrostaticas) mas também as forgas de curto alcance (interagdo
do tipo ion-dipolo, dipolo-dipolo, dipolo-dipolo induzido, London-Van der Walls e
as pontes de hidrogénio) contribuiam para estabilizar a estrutura protéica. Hoje,
considera-se que as forgas eletrostaticas e o efeito hidrofobico (tendéncia que alguns
grupos quimicos apresentam em minimizar sua supeficie de contato com agua) s@o
os principais fatores que conduzem o enovelamento de proteinas (Dill, 1990).

A importancia das interagdes de curto alcance fez com que pesquisadores
investigassem o efeito da dgua de hidratagdo na energética de estabilizagdo de
proteinas, sendo Colombo e Timasheff alguns dos cientistas que estudam a possivel

contribui¢do da mudanca da atividade de agua aos efeitos de desnaturagdo protéica
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(Colombo & Rau, 1992; Timasheff, 1992), efeito este que ja foi desprezado por
outros cientistas a algumas décadas atras (Tanford, 1968).
O avango dos trabalhos sobre enovelamento de proteinas acabou revelando

que os polipeptideos podem reter algumas estruturas ordenadas (Tanford, 1968).

Recentemente, experimentos envolvendo técnicas de cinética de desnaturagdo e

renaturacdo de pequenas proteinas globulares (como a mioglobina e o Citocromo-c,
por exemplo) nas quais a troca de Hidrogénio por Deutério ¢ monitorada por NMR
bidimensional tém mostrado a existéncia de estados intermediarios entre os estados
nativo e desnaturado (Roder et al.,1988; Udgaonkar & Baldwin, 1988,1990;
Miranker et al., 1991, Kuroda, 1993). Nestes estados intermediarios foi evidenciado
que os mesmos contém boa parte dos elementos da estrutura secundaria mas muito
pouco da estrutura tercidria (Kuroda, 1993). Esses experimentos sustentam o
modelo estrutural (Kim & Baldwin, 1982; Kuroda, 1993) e sugerem que as
interagdes entre estruturas secundérias sdo de suma importancia no mecanismo de
enovelamento (Wetlaufer, 1973, apud Kuroda, 1993; Karplus & Weaver, 1976;
apud Kuroda, 1993).

Experimentos de equilibrio de enovelamento de proteinas também tém
demonstrado a existéncia de estados intermediarios. Este estado ou estes estados
intermedidrios apresentam caracteristicas estruturais bastante interessantes, como se

fosse uma mudanga de estado fisico da fase sélida para a fase liquida (fusdo) e
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foram denominados de “glébulo derretido”, do inglés, “molten globule” (Ohgushi &
Wada, 1983; Ptitsyn, 1987; Kuwajima, 1989, apud Kataoka et.al, 1 993).

O estado de “molten globule” foi observado para vérias proteinas em
condi¢des especificas de pH e/ou concentragdo intermediaria de desnaturante.
Dentre estas, pode-se citar a a—lactalbumina (Dolgikh et al., 1985, apud Kuroda,
1993; Kuwajima, 1977; Baum et al.,1989), B—lactamase (Goto & Fink, 1989),
anidrase carbonica bovina (Brazhnikov et al., 1985, apud Kuroda, 1992),
Citocromo-c (Ohgushi & Wada, 1984; Potekhin & Pfeil, 1989; Jeng et al., 1990).

Alguns pesquisadores referem-se também a estados intermedidrios “pré -
molten-globule” baseados em estudos de experimentos de ressondncia magnética
nuclear (NMR), medidas de viscosidade, espectroscopia de fluorescéncia e
dicroismo circular, estados estes conhecidos como MFU (Midsized folding units)
(Jeng & Englander, 1991). Estes intermediarios MFUs foram detectados em estudos
com Citocromo-c, com baixa concentragdo de sal e baixo pD (onde D € deutério),

sendo que nestas condi¢des, essas unidades de enovelamento de Citocromo-c

apresentaram uma constante de equilibrio em torno de 10 (Jeng & Englander, 1991).

Apesar de se ter encontrado estes estados intermediérios, ainda € um tanto quanto
incerta a defini¢do do estado de “molten globule”.

A importancia do “molten globule” em estudos de equilibrio de
enovelamento em solu¢do nos dd a informagdo do balango entre as forgas que

estabilizam os estados conformacionais intermedidrios ao processo. Este ¢é
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fundamental para o entendimento das forgas que determinam o correto

enovelamento protéico.
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1.2-O Segundo Codigo Genético

O balango das forgas responsaveis pelo enovelamento da proteina numa
estrutura altamente compacta (estrutura nativa) estd codificado na sequéncia de
aminoacidos. Caso conhecessemos com detalhes os fatores e for¢as que determinam
este balango, estariamos aptos a predizer a estrutura secundéria, tercidria e
quaterndria da proteina a partir da primaria. Essa correspondéncia entre sequéncia €
estrutura € conhecida como “segundo codigo genético”, haja visto que o primeiro
codigo genético € a correspondéncia entre as sequéncias de bases nitrogenadas do
DNA e a sequéncia de aminoacidos da proteina formada. Portanto, conhecer as
forgas responsdaveis pelo enovelamento da proteina e o equilibrio dessas forgas € de
fundamental importdncia para entendermos este segundo cédigo genético, e desta
forma, podermos inferir as leis basicas da fisica e da quimica que sdo responsaveis
para manter a proteina na sua estrutura nativa.

Para tanto, devemos conhecer a estrutura tridimensional da proteina no
estado nativo, o que ndo € um processo simples. Hoje ja sdo conhecidas mais de 700
estruturas de proteina definidas com resolugdo atdmica a partir de cristalografia de
raio-x e experimento de ressondncia magnética nuclear (NMR) multidimensional
(Chan & Dill, 1993).

A importancia de se conhecer e solucionar o problema do enovelamento de

proteina acaba se refletindo de forma considerdvel sobre a biotecnologia. Em
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principio, este conhecimento permitiria o desenvolvimento de novas proteinas com

aplicagdes abrangendo um vasto campo como a produgdo de novos catalizadores

quimicos e bioldgicos, biosensores, produtos farmacéuticos e cosméticos,

hormonios, conversores de energia luminosa em energia quimica ou energia

quimica em energia cinética, estocagem de energia e/ou de informagao, etc.
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1.3-Forgas que Dirigem o Enovelamento de Proteina

De acordo com o paradoxo de Levinthal, uma pequena cadeia polipeptidica
pode ter acesso a um numero enorme de possiveis estados conformacionais,
pressupondo aleatéria a distribui¢do desses estados. Entretanto, no interior da
célula, a proteina alcanga uma forma compacta nativa estavel numa escala de tempo
infinitamente menor quando comparada a escala de tempo necesséria para atingir a
conformagdo nativa, caso a busca desta forma fosse ao acaso. Baseado neste fato
podemos supor que, pelo menos in vivo, a busca ndo € aleatdria e sim dirigida por
forgas que conduzem a proteina para a forma nativa estavel.

Estas forcas sdo de natureza eletrostatica, sendo classificadas em forgas de
longo alcance (interagdo coulombiana, podendo ser de dois tipos: liga¢do idnica e
ligagdo covalente (coordenada)) e forgas de curto alcance (interagdo dipolo-dipolo,
ion-dipolo, ion-dipolo induzido, dipolo-dipolo induzido, for¢as de dispersdo
London-Van der Waals, pontes de hidrogénio). Na verdade n6s ndo representamos a
for¢a em si, mas sim o potencial de interagdo entre as cargas, pois o0 modulo da
for¢a é descrito pelo produto do vetor campo elétrico pela carga elétrica (q) € o

modulo do vetor campo elétrico € expresso pelo negativo do gradiente do potencial

_)
(E =-VU). A energia para os diferentes tipos de interagdes estd apresentada na

tabela a seguir:
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Tabela-1 Ordem de magnitude de interagdes intermolecular

Tipo de Interagdo Exemplo | Ordem de Magnitude (KJ/mol)

Ligacao Covalente H-H 200-800

Ligagdo Ionica Na*Cr 40-400

Ion- dipolo Na*(H,0), 4-40

Dipolo-Dipolo SO, SO, 0.4-4

Dipolo-Dipolo HCl C¢H; 0.4-4

induzido

Ion-Dipolo induzido | Na® C¢Hg

Dispersdo He He

Ponte de Hidrogénio

Vamos agora descrever cada uma das interagdes citadas na tabela anterior:

1.3.1-Forg¢as de longo alcance

As forgas de longo alcance podem ser descritas pelo potencial coulombiano

dado por:
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q a carga elétrica local
£0=8,854x10-12 F/m
D € a constante dielétrica do meio
r € a distancia entre cargas
As forgas de longo alcance apresentam uma alta energia de interagdo e sdo

uma das principais forgas que estabilizam o estado nativo das proteinas.

1.3.2-Forc¢as de curto alcance
As forgas de curto alcance podem ser representadas como segue:

a) Interacio dipolo-dipolo

E um tipo de interagdo que ocorre exclusivamente entre moléculas polares,
ou seja, moléculas que apresentam momento de dipolo permanente. As moléculas
polares interagem umas com as outras nos estados solidos e liquidos de modo
semelhante ao dos ions de uma substincia eletrovalente. Esta interagdo é
energeticamente fraca, mas estabiliza significativamente estruturas de proteinas
(Voet & Voet, 1990) e depende, naturalmente, do tamanho das cargas dipolares
(Slabaugh & Parsons, 1982).

Considerando a interagdo eletrostatica entre dois dipolos pj e Hj separados

por uma distancia rjj, a energia de interagdo sera dada por:
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onde
p o momento de dipolo permanente
k é a constante de Boltzmann e vale k=1.381x10-23 J/K

T € a temperatura na escala Kelvin

b) Interacéo ion-dipolo

Ocorre entre um ion e uma molécula polar. A energia de interagdo explica
parcialmente as ligagdes em muitos compostos por coordenagdo. A solubilidade de
diversas substancias idnicas em agua € o principal resultado da liga¢do ion-dipolo
que o soluto forma com o solvente (Slabaugh & Parsons, 1982). O potencial é

€Xpresso por:

onde

n € o numero de cargas elétricas

e corresponde a carga elétrica elementar e vale em modulo Je[=l.6x10'19 C
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¢) Dipolo-dipolo induzido

As moléculas dipolares induzem a formagdo de um dipolo nas moléculas que
seriam ndo polares tendo como consequéncia interagdes extremamente fracas. Este
tipo de intera¢do € normalmente encontrado em solugdes onde o solvente € polar € o

soluto € apolar. O potencial € dado por:

1 oup?

“4mgy-D S

U=

onde

a € a polarizabilidade da molécula néo polar

d) Interacéo ion-dipolo induzido

Uma carga elétrica é capaz de induzir um momento de dipolo numa molécula
ndo polar (ligagdo ion-dipolo induzido), onde este tipo de interagdo explica alguns

complexos por coordenagdo. O potencial € expresso por:

1 1 o ne’

T4me,-D 2 A

U=
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e) Forcas de Disperséao (Dipolo induzido-dipolo induzido)

Este tipo de interagdo € também conhecida como forga de dispersdo de
London-Van der Waals. Esta intera¢do ocorre entre moléculas inertes e ndo polares
onde o momento de dipolo médio € nulo, mas o0 momento de dipolo instantdneo ndo
¢ nulo, sendo este, capaz de induzir um momento de dipolo instantineo numa
molécula vizinha com certo sincronismo produzindo assim, atragdo entre as
moléculas. Este tipo de atrag@o s6 pode ser explicado pela teoria quantica que, alids,
¢ a inica que da a descrigdo correta dessas forgas atrativas, consequéncia da troca de

fétons virtuais entre os elétrons e o nicleo de uma molécula neutra e aqueles

componentes de outra molécula neutra (Lopes, 1993). Através de calculos de

mecdnica quéntica, o fisico Erwin SchrOdinger deduziu a diferenga de energia
potencial entre dois dipolos como se fossem osciladores harménicos € obteve a

expressdo para o potencial de interacdo entre esses dipolos, como segue:

L9l ] et e
U‘"4neg-Dr6'{2°‘” +3KT+4hV°a}

onde
h a constante de Planck e vale h=6.626x10-34 J.s

v a frequéncia natural do oscilador
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f) Pontes de Hidrogénio

Um tipo particular de interacdo de grande importdncia no campo da

biofisico-quimica sdo as pontes de hidrogénio. Este tipo de intera¢do € uma atragdo
intermolecular na qual os d&tomos de hidrogénio formam “ligagdes em pontes™ entre
atomos de elevada eletronegatividade (Russel, 1982). Esta intera¢do ocorre devido a
ligagdo do atomo de hidrogénio a outro d4tomo altamente eletronegativo. O dtomo de
alta eletronegatividade matém junto de si o elétron do dtomo de hidrogénio,
diminuindo consideravelmente a densidade da nuvem eletronica ao redor do niicleo
do ion hidrogénio (que ¢ um préton). Assim, o hidrogénio fica praticamente com a
carga positiva, atraindo desta forma, elétrons pertencentes a 4tomos eletronegativos
que se encontram na sua vizinhanga através de intera¢do dipolo-dipolo. Desta
maneira, o atomo de hidrogénio serve para ligar dois outros atomos ao mesmo
tempo.

De uma forma geral, as pontes de hidrogénio sdo ligagdes relativamente
fracas quando comparadas a ligagdo covalente (menos de 40 KJ/mol) e assumem
um papel central na determinagdo das propriedades de muitos compostos como o

ponto de ebuli¢do de substancias moleculares (Chang, 1990).
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1.4-A importancia das forcas de curto alcance no enovelamento

protéico

Ao estudarmos as for¢as que conduzem o enovelamento da proteina bem
como sua estabilidade, devemos colocar a seguinte questdo: Se as interagdes de
curto alcance sdo extremamente fracas quando comparadas com as ligagdes idnicas
e covalentes, porque elas sdo tdo importantes? A resposta € que sendo as interagdes
de curto alcance fracas em relagio as intera¢des iOnicas e covalentes, elas podem ser

facilmente quebradas e reconstruidas sob condigdes fisioldgicas onde os processos

dindmicos que envolvem as macromoléculas bioldgicas necessitam de uma

mudanca rdpida das interagdes intra e inter-molecular na qual sem isto, seria

impossivel ter surgido a vida na Terra.
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1.5-O papel da agua na estrutura de proteinas

A é4gua é o composto quimico mais abundante encontrado nos organismos
vivos perfazendo cerca de 60 a 90% do peso total das diferentes células, tecidos e
organismos. A maioria dos tecidos apresentam em média 75% de dgua (Lehninger,
1977) o que implica que as estruturas moleculares como proteinas, lipidios,
carboidratos, dcidos nucléicos e pequenos metabdlitos se encontram em solugdo
aquosa.

A égua ¢ indispensavel aos seres vivos devido as seguintes propriedades
fisico-quimicas:
e Estrutura molecular plana-angular onde o angulo entre as ligagdes H-O e H-O

vale 104.5°. Sendo o oxigénio altamente eletronegativo, esta estrutura se torna

dipolar e pode se orientar através de um campo elétrico externo. Essa orienta¢do

contribui significativamente para a redugdo da intensidade do campo elétrico no
pareamento de ions.

Estrutura molecular bastante organizada devido principalmente as pontes de
hidrogénio que a dgua forma entre si ou com outras moléculas em solugdo. Estas
pontes de hidrogénio conferem a molécula de dgua algumas propriedades fisicas
peculiares como altos valores para o ponto de fusdo, ebuli¢do, calor especifico,
calor latente de fusdo e vaporizagdo, constante dielétrica etc. Comparada com

outros solventes orgénicos, a 4gua também apresenta alta viscosidade relativa e
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alta tensdo superficial (Matheus & van Holde, 1990), propriedades estas com
enormes implicagdes para os sistemas vivos.

A édgua se comporta como solvente de grande parte das substancias encontradas
nos sistemas bioldgicos. Esta incrivel capacidade que a dgua tem de dissolver
compostos idnicos e moleculares se deve principalmente a tendéncia de formar
pontes de hidrogénio e por sua caracteristica dipolar. Ha certos grupos quimicos
que apresentam uma alta capacidade de formar pontes de hidrogénio com as
moléculas de 4dgua, sendo conhecidos como moléculas hidrofilicas. Estes grupos
sdo carboxilas, amina, éster, cetona, sulfidrila entre outros.

Nio sdo s6 pontes de hidrogénio que a dgua forma com os compostos em
solugdo, apresentando também, uma interagdo do tipo ion-dipolo com compostos
ionicos. Para um composto carregado eletricamente ou um composto i6nico
colocado em dgua, um sal, por exemplo, as interagdes entre os cations € os anions
deste sal tornan-se relativamente fracas pois, a molécula de dgua (que € um dipolo)
orienta-se em volta dos ions em solugdo. O 4tomo de oxigénio da dgua corresponde
ao polo negativo e tende a se agrupar ao redor dos cations existentes em solugdo

enquanto o atomo de hidrogénio da dgua corresponde ao polo positivo € tende a se

agrupar ao redor dos anions, blindando desta forma, os ions da solugdo. Este efeito

de blindagem € o responsavel pela alta solubilidade de eletrdlitos em solug¢do aquosa

fazendo com que tanto o cation quanto o dnion da solugdo sejam hidratados. Esta
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camada de moléculas de agua que cercam estes ions € denominada “4gua de
hidrata¢do”.

As macromoléculas bioldgicas, como as proteinas, também apresentam
cargas elétricas em sua superficie que sdo “blindadas” pela d4gua de hidratagdo que
as cercam.

Ja as substincias ndo polares sdo pouco soliveis na dgua ou até mesmo
insoliveis, como os hidrocarbonetos, uma vez que estes ndo formam nem pontes de
hidrogénio, nem interagdes idnicas com a agua. De fato, a dissolugdo de um
hidrocarboneto em agua requer uma apreciavel quantidade de energia para romper a
estrutura organizada da agua liquida, que se mantém estabilizada por pontes de
hidrogénio, e criar cavidades na solu¢do que acomodem este hidrocarboneto. Estas
cavidades sdo criadas gragas a reorganizagdo da dgua em estruturas altamente
organizadas denominadas clatratos. Assim sendo, os hidrocarbonetos em solugdo

tendem a escapar da agua, organizando-se de tal forma que sua superficie de contato

com a agua seja minima. Esta interagdo é conhecida como interagdo hidrofébica.

A interagdo hidrofébica ndo tem uma descri¢io em termos de energia
potencial ¢ desta forma, alguns autores preferem designd-la como efeito
hidrofébico, que pode ser definido como as influéncias que substéncias ndo polares
causam no solvente a fim de minimizar sua superficie de contato com a agua. Por
outro lado, moléculas anfifilicas que tem por¢des polares e apolares, como sabdo e

detergente, podem formar micelas em solugdo aquosa (Voet & Voet, 1990) onde a
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parte hidrofilica estd exposta a agua e a parte hidrofobica estd escondida. Uma vez
que a proteina nativa em solu¢do aquosa se comporta como uma micela onde
grande parte dos residuos ndo polares das cadeias laterais ndo estdo em contato
com a agua, podemos deduzir que as interagdes hidrofébicas devem ser um fator
determinante na estrutura¢do de proteina em solu¢do aquosa. Hoje sabemos que as

interagdes hidrofobicas juntamente com as interagdes de longo alcance sdo as

principais responsaveis pelo enovelamento da proteina e pela estabilidade do

estado nativo (Chan & Dill, 1993; Kauzmann, 1958)
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Capitulo 2

2.1-0 Citocromo-c

Citocromo € a designagdo dada a um conjunto de proteinas encontradas em
todos os organismos aerdbios, sendo que o contetido de citocromos de um tecido de
mamifero € proporcional a sua atividade respiratéria. Desta forma, tecidos como o
musculo cardiaco € rico em citocromos enquanto o figado, o rim e cérebro possuem
menor quantidade destas proteinas, e a pele e os pulmdes, menor quantidade ainda
(Smith et al, 1985). Podemos diferenciar um tipo de citocromo do outro através de
seus espectros de absor¢do Otica no visivel e designamos cada proteina com
espectro caracteristico por a, b, ¢ ou por um subscrito.

Os citocromos se comportam como transportadores de elétrons por uma
mudanga reversivel do estado de oxidagdo do atomo de ferro do grupo heme da
forma ferroso para férrica. O transporte de elétrons ocorre nas mitocondrias e/ou no
reticulo endoplasmatico e, talvez, em algum outro tipo de estruturas de membrana.

Dentre todos os tipos de citocromos, o Citocromo-c ¢ o mais estudado. Como
exemplo classico temos o Citocromo-c de coragdo de cavalo que foi estudado

detalhadamente por varias técnicas e cuja estrutura tridimensional foi determinada
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por difragdo de raio-x. Este citocromo de coragdo de cavalo € uma proteina globular
de massa molecular 12.327 g/mol contendo 104 residuos de aminoécido (como a
maioria dos citocromos-c de animais vertebrados) e um grupo heme (Fe-

protoporfirina IX) ligado covalentemente por duas ligagdes tioéster aos residuos

cisteinil da cadeia polipeptidica. O grupo heme € um participante obrigatério dos

processos respiratorios de qualquer organismo, estando totalmente imerso no

interior hidrofébico da molécula com o 4tomo de Ferro totalmente coordenado.
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2.2-Origem da variacio espectral do Citocromo-c

Como visto, o grupo Heme do Citocromo-c é um complexo porfirinico

octaédrico com um atomo de Ferro complexado ao plano do anel por quatro 4tomos

de Nitrogénio do anel pirrélico da porfirina.

H,C

“00C—CH;— CH~

Proteina

Grupo heme do Citocromo-c de coragdo de cavalo

Esses quatro 4tomos de Nitrogénio ocupam a 12, 22, 3@ e 42 coordenagdo do

atomo de Ferro. As 52 e 62 posig¢des de coordenagdo, normal ao plano do Heme, sdo

ocupadas pela Histidina-18 (posi¢do axial por um N-imidazol) e Metionina-80

(posigdo axial por um atomo de enxofre), respectivamente.

6
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O atomo de Ferro do grupo Heme € paramagnético e apresenta a
configuragdo eletronica 3d0 para Fet2 e 3d5 para Fet3, na qual os eletrons se
distribuem nos orbitais thgeeg,

As propriedades magnéticas e espectrais do grupo Heme sdo explicadas com
base na “teoria do campo cristalino”, desenvolvida pelo fisico Hans Bethe em 1 929.
O estado conformacional da proteina determina estas propriedades, o que permite
que se investigue as reagdes de enovelamento e desenovelamento do Citocromo-c
acompanhando o espectro de absor¢do no visivel do grupo heme da proteina.

A teoria do campo cristalino emprega um modelo eletrostatico e prevé como

os orbitais d estdo desdobrados para produzir orbitais com niveis de energia mais

altos (eg) e mais baixos (t2g). A diferenca de energia entre os orbitais eg € tyg €

chamada “energia de desdobramento de campo ligante” e ¢ designado por Ag num
complexo octaédrico.

Na maioria dos casos, os orbitais d do ion metalico central n3o estdo vazios,
podendo conter até 10 eletrons, sendo que no estado fundamental de um complexo
octaédrico, estes estdo distribuidos entre os orbitais t) geeg,¢ tendem a ocupar o
estado de mais baixa energia, obedecendo a regra de Hund. Se o campo elétrico
produzido pelos ligantes for fraco, A( serd pequeno e os elétrons se espalhardo e
ocupardo todos os orbitais, mas se o campo elétrico dos ligantes for forte, Ag serd

grande e os elétrons primeiro se emparelhardo no orbital g
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O numero de elétrons que ocupam os orbitais d do dtomo de Ferro do -
FerriCitocromo-c € 5, assim, o nimero quéntico spin (S), dependendo do campo
ligante e do grau de pareamento dos elétrons, pode assumir os valores: S=1/2, S=3/2
e S=5/2. O valor do nimero quéntico spin assumido pelos elétrons do subnivel d do
atomo de Ferro do grupo heme pertencente ao Citocromo-c é S=1/2 para a forma
nativa e S=5/2 para a forma desnaturada (lizuka & Yonetani, 1970; Volkenshtein,
1981).

Logo, a origem da variag@o espectral do Citocromo-c durante a desnaturagao
¢ explicada e sua caracterizagdo se deve a Dyson e Beattie (Dyson & Beattie, 1982).
Eles mostraram que o estado de spin do dtomo de Ferro do grupo Heme estd
diretamente relacionado com o grau de enovelamento protéico pois quando a
proteina desnatura, ocorre mudangas na esfera de coordenagdo do atomo de Ferro na
52 e 62 posigdo, onde estdo ligados os aminoacidos Histidina-80 e Metionina-18. No
estado nativo, ambos aminoacidos Histidina-80 e Metionina-18 estdo ligados
covalentemente no dtomo de Ferro do grupo Heme. No estado desnaturado, nem a
Histidina, nem a Metionina estdo coordenadas, na qual se ligam moléculas de dgua
no lugar dos aminoacidos, levando a configuragdo eletronica do orbital d do dtomo
de Ferro de um estado de baixo spin para um estado de alto spin . Este complexo
absorve radiagdo eletromagnética mais energética e com maior intensidade em

relagdo a proteina no estado nativo. Desta forma, o espectro de absor¢do Optico da

proteina desnaturada analisado na banda de Soret (UV préximo e visivel situado
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entre 380nm e 420nm) esta deslocado para o violeta (blue shift) e apresenta maior

coeficiente de extingdo molar no pico de absorgdo em relagdo ao estado nativo.
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Capitulo 3

3.1-Desnaturaciio Acida

Uma proteina globular compactada numa estrutura tnica e organizada ¢é
denominada nativa. Quando as ligagdes que mantém esta estrutura se rompem, isto
¢, quando as ligagdes entre grupos protéicos internos a proteina sdo desfeitas, esta
perde sua conformagé@o e transita cooperativamente para um estado desordenado
denominado desnaturado, podendo ao longo desta transigdo, existir estados
intermedidrios entre as conformagdes nativa e desnaturada. Este fenémeno ¢é
conhecido como desnaturagdo. Nestes novos estados, grupos anteriormente
escondidos no interior do glébulo protéico sdo solubilizados por moléculas do
solvente. A hidratagdo destes novos grupos deve ter uma contribui¢do para a
estabilizagdo energética dos estados mais desenovelados da proteina em solugdo.

Por outro lado, a desnaturagdo de uma proteina pode ser induzida pela agdo
de varios agentes fisicos e quimicos como calor, acidificagdo ou alcalinizagdo da
solugdo, radiagdo UV, raios-X, uréia, guanidina-HClI, etc.

Dependendo do pH do meio na qual uma proteina se encontra, sua carga
elétrica resultante pode ser zero (este valor de pH € denominado de ponto isoelétrico
(pl) da proteina); sua carga resultante pode ser negativa (valores de pH acima do pl)

ou sua carga resultante pode ser positiva (valores de pH abaixo do pI). A protonagdo
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dos grupos tituldveis das proteinas faz com que sua carga liquida positiva, aumente.
Consequentemente, em pH acido, quando os grupos carboxila sdo neutralizados, ha
um aumento da repulsdo eletrostatica entre as cargas positivas levando a
desestabiliza¢do do estado nativo e conduzindo-o ao estado desnaturado. Entretanto,
nem todos os prétons ligados sdo responsaveis diretamente pela desestabilizagdo
conformacional da proteina necessitando de um nimero minimo de prétons que se
ligam a conformagdo nativa para que a transi¢do ocorra, uma vez que o processo de

desnaturagdo € cooperativo.

Sobre o efeito do pH na constante de equilibrio conformacional

A transi¢io entre dois estados (nativo e desnaturado) atinge um equilibrio

representado por:

NH"), «——DH"),

O equilibrio entre estas conformagdes com n, € n, protons ligados aos
estados N e D, respectivamente, cuja constante de equilibrio observada ou aparente
(Kap) expressa em termos da concentragdo total de proteina no estado desnaturado e

a concentragdo total de proteina no estado nativo é dada por:

3 [D] TOTAL

? [Nl

Conforme proposto por Tanford (Tanford, 1968), podemos escrever a

(1)

concentragdo total de proteina no estado desnaturado como o somatorio:
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n
[Dlrory = (D, + DH + DH, + DH, + +DH, ,+DH,) = ZD:DHI.
=0
(5)
onde Dy € a proteina desnaturada sem proton ligado, DH € a proteina desnaturada
com um préton ligado, e assim até DHy, que representa a proteina desnaturada com

n protons ligado.

Supondo que todos os sitios de ligagdo da proteina sejam idénticos €

independentes, a concentragdo total de proteina no estado desnaturado pode ainda

ser representada pelo polindmio de ligagdo (Tanford, 1968; Cantor & Schimmel,

1980):

[Dlrorar = Dy - (1 + k- a,)™ 3)
onde k é a constante de ligagdo intrinsica do prdton a cada sitio de ligacdo
individual e, afj a atividade de prétons na solugdo. Esta mesma andlise pode ser
feita para a concentragdo total de proteina no estado nativo, cujo polinomio de

ligagdo é representado por:

[Nlrorar = No-(L+k-ay)™

Logo, a constante de equilibrio observada dada pela eq-1 fica, apds

substituirmos as equagdes eq-3 e eq-4, dada por:
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n
S ertag)
ap == n 5
N,-(1+k-ay,)™ )
Se o pH da solugdo ¢ muito menor que o pK do grupo 4cido, k-a, >>1,a

equagdo-5 se simplifica:

D
g (np=ny)
—-a DN

AR ©)

Esta equag@o nos permite calcular a dependéncia de log Kap com o pH, dada por:

0logK
(—g—‘w-] =—(n,—n,)=-An L

o pH

onde An € a diferenca do numero de protons ligados entre a conformagdo D e a
conformagdo N. Este tipo de equacdo é conhecida por equagdo de Linkage ou de
conectividade entre o equilibrio conformacional e a diferenga do nimero de
ligantes ligados as diferentes conformagdes (Wyman, 1964).

Portanto, a constante de equilibrio aparente varia linearmente com a atividade de

protons ao menos em uma faixa de pH onde An permanece inalterado.
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Sobre o efeito da atividade de dgua na constante de equilibrio conformacional

Por outro lado, toda vez que a transi¢do conformacional ocorre, héa variagdo
do nimero de moléculas de dgua da camada de hidratagdo da proteina cujo

equilibrio € representado por:
Ko
N(H,0), <% D(H,0),

De forma semelhante a andlise feita para a ligacdo de prétons a
macromolécula, podemos calcular a concentragdo total de proteina nos estados

nativo e desnaturado em termos do polindmio de ligag@o, como segue:

[Dliorar =Dy (1+k-ay)™

[Nlrorar = Ng-(I+k-ay )™

onde k € a constante de ligagdo intrinsica de moléculas de dgua para cada sitio de
ligagdo individual e ayy a atividade de agua na solugdo e np e nNy o nimero de
moléculas de dgua ligadas a D e N, respectivamente.

A constante de equilibrio é:

K- D,-(1+k-ay )™
N, (I1+k-ay)™
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Dado que todo sitio de hidratagdo exposto ao solvente estd necessariamente

hidratado, k-a,, >>1 e a eq-10 se simplifica :

D _
szo,ag;n ny)
0

0 que nos permite calcular a dependéncia de InKap com logaritmo da atividade de
agua , mantida a atividade de todos os outros ligantes constantes, inclusive o pH.
Esta dependéncia é expressa por:

olnkK,,

Olna,,

=(n,—n,)=An 11)

onde An corresponde a difereng¢a do numero de moléculas de dgua ligadas entre as
conformagdes D e N. Esta equagdo prediz que com o aumento da atividade da
dgua, aumenta a constante de desnaturagdo. Portanto, em agua pura o estado mais
estabilizado é o desnaturado e a atividade de agua menores, a estabilidade deste

estado diminui favorecendo a formagdo do estado nativo.
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3.2 Efeito de Soluto Neutro Sobre a Atividade da Agua de Hidrataciio de

Macromoléculas em Solu¢io

A expressdo anterior mostra um possivel efeito de dgua sobre o equilibrio
conformacional. Colombo et al mostrou que este equilibrio conformacional entre
os estados T e R da hemoglobina € sensivel a variagdo da atividade de agua,
utilizando solutos neutros como tampdes da atividade deste solvente (Colombo et
al; 1992, 1994, 1996).

A adigdo de um soluto neutro a solu¢do de proteina faz com que o potencial
quimico da dgua na fase solug¢do diminua em relagdo ao potencial quimico da agua
de hidratagdo e, desta forma, o sistema fica momentaneamente fora do equilibrio.
Para reestabelecer o equilibrio, moléculas de agua migram da camada de
hidratagdo (fase de maior potencial quimico) para a solug¢do (fase de menor
potencial quimico) acompanhadas de um consequente rearranjo conformacional da

proteina.

Dependéncia do Potencial Quimico da Agua com a concentrac@o de Solutos

Em uma solugdo bindria, constituida de Ny moléculas do solvente e Ng

moléculas do soluto, o potencial quimico do solvente pyy € dado por:

Hy =Hy +RTIna,  2)
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0 | . = o it
onde Ky € o potencial quimico do solvente puro. Para solugdes ideais, a atividade

do solvente a baixa concentragdo do soluto pode ser confundida com a fragdo

molar do solvente, X , dada por:

Ry — Ky = RTInay = RTInyy, = RTIn(1- )

onde Xs € a fragdo molar do soluto a baixa concentragio de soluto. Como,

In(1-ys) = —%s

Inay, ~ —RTy (13)
mostrando que a atividade de dgua diminui com o aumento da concentragdo de

soluto dissolvidos em solugdo.

A atividade do solvente também esta relacionada a outras propriedades da

solugdo como a pressdo osmotica I, por exemplo, dada pela relagdo:

11V, = RTy, (14)

onde ¥, ¢ o volume molar da agua.
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Capitulo-4

4.1-Material e Métodos

Reagentes—Citocromo-c de coragdo de cavalo ¢ um produto da United State
Biochemical Corporation, lot:67743, cat:14125, peso molecular-12 327 g. Como
soluto neutro, foi usado Sorbitol (D-Glucitol) da Calbiochemical corporation®,
CA92037, 10t:080690, cat:56755, peso molecular: 182,17 g. O agente desnaturante
usado foi HCI (Acido Cloridrico fumegante) P.A, Merck.

Experimento de Equilibrio de Desnaturacdo Acompanhado por espectroscopia de

absor¢do no visivel—Os espectros de absor¢do de Citocromo-c no visivel na regido

de Soret foram obtidos, ou em um espectrofotdmetro Hitachi U-2 000 UV-Visivel
ou entdo em um espectrofotdmetro Cary UV-Visivel Varian, modelo 3E, com cela
termostatizada para cubetas de 1 cm de caminho dptico € volume de 3 mL. A
temperatura usada em todo experimento foi de 20 = 1 °C. O pH foi medido num
Radiémetro pHmetro Corning pH/ion analyser 350 usando eletrodo de vidro e
calomelano calibrado com tampdes fosfato, fitalato e tetroxalato (pH 7,00, 4,00 e
2,13, respectivamente, para 20 °C). A solugdo usada nos experimentos de titulagao
espectrofotométrica foram preparados com agua bidestilada e desionizada. A
concentragdo de Citocromo-c para o trabalho espectrofotométrico foi da ordem de

5x10-6 Molar. As curvas de absorgdo para cada pH ajustado no intervalo entre 7 e 2
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foram medidas na regido do visivel entre 350 nm e 700 nm. A concentragdo da
solugdo de HCI do estoque usado como agente desnaturante foi de 0,1 M, 0,5 M e
1,0 M, sendo que este foi adicionado a amostra protéica em aliquotas de 10 pL para
cada valor de pH lido. A curva de absorgdo do Citocromo-c nativo apresenta um
pico em 408,6 nm com um coeficiente de extingdo molar €408 6 = 1,06 x 105 M-1

cm-! e, no estado desnaturado, apresenta um pico de absor¢do em 394,4 nm com

um coeficiente de extingdo molar €394 4 = 1,90 x 105 M-1 cm-1 (Goto et al, 1990).

As absorbancias medidas em 394,4 nm, 408,6 nm e 400,5 nm (ponto isosbéstico)
em fungdo do pH foram analizadas com modelos termodindmicos de equilibrio de

desnaturagdo.
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Capitulo 5

5.1-Resultados
5.1.1-Desnaturacio na presenca e auséncia de 2,5 M de Sorbitol

Os espectros mostrados na figura-1 apresentam as caracteristicas espectrais
tipicas ao Citocromo-c descritas anteriormente. O espectro de absorgdo Optico de
Citocromo-c na regido de Soret, de 350 a 450 nm, sonda o estado de spin do 4&tomo
de Ferro do grupo Heme, estado este que esta diretamente relacionado com o grau
de enovelamento protéico (Dyson & Beattie, 1982). Quando titulamos a solugdo
Citocromo-c com acido e acompanhamos o espectro de absor¢do na regido do
visivel na banda de Soret, notamos que a medida que o pH diminui, a intensidade do
pico de absor¢io em 408,6 nm, caracteristico do estado nativo, diminui de
intensidade, deslocando-se para o violeta (Blue Shift). Concomitantemente, ocorre
um aumento da absorbdncia em comprimentos de onda menores com o
aparecimento cada vez mais pronunciado de um pico em 394,4 nm, caracteristico do
estado desnaturado.

Nesta figura, mostramos uma série de espectros de absor¢do de uma solugdo
5 uM de Citocromo-c - HCI, obtidos a varios valores de pH entre pH 7.00 ¢ pH
2.00. Pode-se notar também que abaixo de um pH~2,5 ha o aparecimento de um

ponto isosbéstico em A=400,5 nm
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Fig-1: Variacido do espectro de absorcio optica na regido do
visivel do Citocromo-c, devido a variacio do pH da solucio
entre 7 e 2.
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A fim de evidenciar o aparecimento deste ponto isosbéstico, os espectros
mostrados na figura-1 foram desmembros na regido de pH alto (7 - 2,47) e pH baixo

(2,47 e 2), conforme mostrado nas figuras-2 e 3, respectivamente. A existéncia de

um ponto isosbéstico € indicativa da transi¢do entre duas espécies cromoéforas

(Ewing, 1972).

Como na regido de pH variando entre 7,00 até proximo de 2,50 ndo foi
observado a existéncia de nenhum ponto isosbéstico, isto implica que para valores
de pH maiores que 2,5 podemos supor a existéncia de mais de duas espécies
cromodforas em solugdo. A partir desta suposi¢do, analisamos o efeito de sorbitol
para as estruturas intermedidrias entre as formas nativa e desnaturada.

A faixa de pH>2,50 (fig-2) indica a coexisténcia de mais de duas espécies,
enquanto que na faixa de pH<~2,50 (fig-3) hd um ponto isosbéstico muito bem
definido indicando que neste intervalo de pH, somente duas espécies croméforas se
encontram em equilibrio.

A partir da confirmagdo da existéncia deste ponto isosbéstico na regido de
baixo pH, faremos as suposi¢des de que:

a) A transi¢do ocorre entre trés espécies; a nativa (N), a intermedidria (I) e a
desnaturada (D) para valores de pH maiores que ~2,50 e;
b) Para valores de pH inferiores a 2,50, somente a espécie intermediaria (I) € a

desnaturada (D), contribuem para a varia¢do espectral.
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Fig-2: Espectros de absor¢io optica da Citocromo-c
correspondentes a desnaturacio acida no intervalo de pH
variando entre 7,00 e 2,47. Estes espectros foram
desmembrados da figura-1, no qual é possivel perceber que,
nesta faixa de pH, nio aparece ponto isosbéstico.
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—» PpH=2,132
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Fig-3: Espectros de absor¢io optica da Citocromo-c
correspondentes a desnaturacdo acida no intervalo de pH
variando entre 2,47 e 2,00. Estes graficos foram desmembrados
da figura-1 onde é possivel perceber um ponto isosbéstico em
A=400,5 nm.
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Com o objetivo de acompanhar em detalhes as caracteristicas da transi¢do
Nativo->Desnaturado (N=>D) e o efeito da presenga de sorbitol na solugdo de
proteina, apresentamos as absorbancias nos comprimentos de onda 408,6 nm, 394,4
nm e 400,5 nm em fungdo do pH (fig-4a, fig-4b e fig-4c, respectivamente). Nestes
graficos, os circulos cheios referem-se a medidas de desnaturagdo do Citocromo-c
em agua, enquanto os circulos abertos referem-se & medidas realizadas na presenga
de 2,5 molal de Sorbitol. Deve-se ressaltar que na figura 4c (Abs 400.5 nm x pH), o

ponto isosbéstico € representado pelo patamar que se forma na regido de pH<3.

Estas curvas sdo caracteristicas de transi¢des cooperativas. E nitido o efeito

estabilizador do sorbitol sobre a estrutura da proteina, a julgar pela variagdo da
densidade optica medida em cada comprimento de onda com o pH. Na auséncia de
sorbitol, esta variagdo € pronunciadamente mais rapida do que na sua presenga, isto
€, pequenas variagdes de pH na faixa de transi¢do, induzem uma grande variagdo da
absorbancia, que caracteriza o processo de enovelamento e desenovelamento do
Citocromo-c. Além disto, a desnaturagdo do Citocromo-c na presenga de sorbitol

ocorre em uma faixa de pH menor que na auséncia do soluto.
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Fig-4: Curvas de titulagio de Ctocromo-c realizadas na
auséncia e presenca de sorbitol, acompanhadas pelas
absorbancias medidas em 408,6 nm(fig-4a), 394,4 nm (fig-4b), e

400,5 nm(fig-4c) em fun¢io do pH.
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S.1.2-Calculo da Fracdo de Proteina no Estado Nativo

Como visto anteriormente, o aparecimento do ponto isosbéstico para valores
de pH<~2,5 indica a existéncia somente de dois estados: o intermediario (I) € o
desnaturado (D). Esta observagdo nos permite calcular a fragdo de proteina no

estado nativo (yn) a partir das medidas de absor¢do no ponto isosbéstico.

A absorbéncia no ponto isosbéstico (4,; ) € dada pela equagdo de Boughert

Lambert-Beer e expressa por:

A, =eP'xN+ef *(I+D) (15)

p.i
onde €2’e €7, sd0 os coeficientes de extingéo molar do estado nativo e do estados
intermedidrio e desnaturado neste comprimento de onda assumindo que os
coeficientes de extingdo molar para os estados I e D sejam idénticos.

Desta equagdo, podemos deduzir que a fragdo de proteina no estado nativo
(yn) € calculada através da seguinte relacdo:

pH pH<2,5
N (Apf ~ A )

TG T

(16)

sendo:

_ yn a fragdo de proteina no estado nativo,

H e ] : g
i, | ﬁ ; aabsorbancia no ponto isosbéstico para cada valor de pH,
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H<25 ros P ;o &
_.A; € o valor maximo da absorbancia. Este maximo aparece quando a fragdo

P . , i H<2,5
de proteina no estado nativo é nula e A, =€, Cr =A;:,- , sendo CT a

concentragdo total de proteina.

vHﬁa absorbancia no ponto isosbéstico a pH neutro, onde a concentragdo de
proteina no estado nativo ([N]) equivale a concentragdo total de proteina em
solugéo.

A expressdo 16 pode ser utilizada para descrever a fragdo de proteina nativa
(yn) em cada valor de pH e em cada condig@o experimental (com e sem sorbitol).

A figura-5 mostra este comportamento onde os circulos fechados referem-se
ao experimento de desnatura¢do na auséncia de sorbitol e o circulo aberto, a
desnaturagdo de proteina em solugdo contendo 2,5 molal de sorbitol.

Esta figura mostra que abaixo de pH~2,25, a fragdo de proteina no estado
nativo (yn) € praticamente zero na auséncia de Sorbitol. Na presen¢a do mesmo, ha
em torno de 60% da proteina que permanece no estado nativo a este pH, mostrando
claramente o efeito estabilizador do Sorbitol.

Na figura-6 mostramos a absorbdncia em 400,5 nm subtraida da
contribuigdo, neste comprimento de onda, da absorbancia devido a fragdo de

Citocromo-c no estado nativo, isto €,

p— *
AI,D_Amedida'yn AN,pHaIto
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onde:

_Yn corresponde aos valores da fig-5e;

AVA
AVAVEY

2 3 4 5 6 T unespwl 12 12 14 15 1le 17 18



@ agua

o 2,5 molal Sorbitol

e..O. i -

o
[
1

o
[o)}
!

<
>
=
5
=
«
R=
)
©
=
a.
Q
o
o)
'R
&
&

o
.
|

o
N
1

o
o
—

Fig-5: Valores da fracdo de proteina no estado nativo
calculados com a equaciio-16 a partir da variacio medida no
ponto isosbéstico, isto é, A=400,5 nm.
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Fig-6: Curva da absorbancia em 400,5 nm em fun¢do do pH
para o processo de desnatura¢io acida do Citocromo-c na
auséncia e presenca de 2,5 molal de sorbitol.
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_ AN,pHalto ¢ o valor da absorbancia neste comprimento de onda quando o

Citocromo-c encontra-se exclusivamente no estado nativo.

Esta diferenca (A]p) nos mostra como a absorbancia cresce devido a
formacgdo dos estados intermedidrio e desnaturado.

Assim, novamente observamos que a desnaturag@o da proteina € dificultada

pela presenca de sorbitol.
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5.1.3-Comportamento da Constante de Equilibrio com o pH

A constante de equilibrio aparente pode ser calculada a partir dos graficos
apresentados na figura fig-4 com utilizagdo da equagdo-6.

O gréfico da figura-7 mostra como o logaritmo da constante de equilibrio
aparente calculado em A=394,4 nm varia com o pH, onde este comprimento de onda
corresponde ao pico da banda de absorgdo devido ao estado desnaturado

Este grafico logK x pH revela duas transi¢gdes energeticamente distintas, a
Jjulgar pela existéncia de duas regides; uma de pH mais alto e a outra de pH mais
baixo; onde o comportamento de logK x pH € linear. Este comportamento € ainda
mais pronunciado quando as medidas sdo realizadas na presenga de sorbitol.

Se considerarmos que cada regido desta, representa principalmente a
transi¢do induzida pela ligagdo de An prétons entre dois estados, a relagdo que

expressa o comportamento de logK x pH sera dada por:

[esrado ﬁnal]

[esrado z'm'cial]

log =logK—-An- pH (18)

As retas ligando os pontos mostrados na figura-7 foram obtidos pelo ajuste
dos parametros K e An desta equagdo aos pontos experimentais na regido de pH

mais alto e pH mais baixo. Os valores do melhor ajuste sdo mostrados na Tabela-2.
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Fig-7: As curvas de log K em fun¢do do pH evidenciam
claramente uma transi¢io entre trés espécies moleculares (N, I e
D); uma, ocorrendo para uma regiio de maior pH (N=>I) ¢ a
outra numa regiio de pH menor (I=>D). Notemos a mudanca da
inclinacio dos ajustes lineares entre as regides de mais alto pH e
mais baixo pH, na qual, esta mudan¢a de inclina¢do é mais
acentuada na presenca de sorbitol. A barra de erro nio aparece
no grafico uma vez que seu tamanho é menor que o tamanho do
simbolo que representa cada ponto da curva.
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fig-7 (sorbitol) | fig-7 (dgua)

4n (pH mais alto) 1,19 3,34

logK (pH mais alto)

An (pH mais baixo)

logK (pH mais baixo)

#

Tabela-2. Apresentamos os valores do ajuste dos parametros
(An e logK) da equacio-18 dos graficos da fig-7 para as
regidoes de maior valor de pH e de menor valor de pH na
presenca e auséncia de sorbitol.

(*) Valores de An e logK para a desnaturacdo em 4gua na regido de pH mais alto.
(#) Valores de An e logK para a desnaturagido da proteina na regiio de pH mais

baixo.
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5.1.4-Analise do efeito de sorbitol sobre as formas mais compactas da
proteina

Os dados apresentados na tabela-2 e figuras precedentes demonstram
claramente um efeito estabilizador do sorbitol sobre as estruturas compactas do
Citocromo-c. A partir daqui vamos analisar qual a possivel origem deste efeito: se
ele se deve a um efeito direto, no qual o sorbitol liga-se as formas compactas da
proteina, estabilizando-as, ou se este efeito € indireto, através da mudanga do
potencial quimico da agua.

Para tanto, realizamos experimentos onde o pH da solugdo foi mantido
constante e a osmolalidade da solugdo variada com a adig¢@o de sorbitol. Na figura-8,
mostramos o comportamento espectral do Citocromo-c a pH~2.2 a diversas
concentragdes de sorbitol.

A presenga do ponto isosbéstico em 400,5 nm permite supor que a transi¢do
entre o estado desnaturado e o mais compacto ocorre em dois estado. Além disto,
podemos calcular a fragdo de proteina no estado desnaturado medindo a razdo entre

a absorbancia num comprimento de onda qualquer (A)) e a absorbancia no ponto

isosbéstico (Apj), como segue:

8[‘1+8D'D 8!

ML
-Cr € Cr

__Q
@

pi
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Comprimento de onda (nm)

Fig-8: Espectro de absorg¢io éptica na regido do visivel na banda de Soret do
Citocromo-C como fung¢do da concentragio de sorbitol a pH 2,20 constante.
Conforme aumentamos a concentracio de sorbitol, o pico em 394,4 nm que
caracteriza o estado desnaturado se desloca para o vermelho (red-shift),
diminuindo de intensidade, indicando que a proteina esti se enovelando.
Podemos notar o aparecimento do ponto isosbéstico em 400,5 nm.
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Sendo as fragdes de proteina nos estados intermedidrio (y[) € desnaturado
(YD) expressos por y[=I/CT e yp=D/CT e que yj=(1-yp), temos:

A
i L

pi
Portanto, a relagdo entre as absorbancias € diretamente proporcional a fragdo

da espécie desnaturada (yp). Nas figuras fig-9, fig-10 e fig-11, mostramos,

respectivamente, os graficos de Ay/Apj em fungdo da concentragdo de sorbitol, a

pH~2.2, pH~2.4 ¢ pH~2.6 onde percebemos que a fragdo da espécie desnaturada
diminui com o aumento da concentragdo de sorbitol, mostrando que o sorbitol induz
parcialmente o enovelamento da proteina, levando-a a um estado mais compacto.

Estas medidas foram realizadas a pH<3, onde os estados reinantes sdo o
intermediario e o desnaturado; logo, o aumento da concentragdo de sorbitol induz o
reenovelamento da proteina. estabilizando as formas mais compactas representadas
pelo estado intermediario.

Na figura fig-12, mostramos logK versus logaritmo da concentracdo de
soluto e na fig-13, logK versus logaritmo da atividade de dgua expresso em termos
de pressio osmotica. O grafico logK versus log[sorbitol] apresenta um
comportamento ndo-linear nos pHs 2.2, 2.4 e 2.6 (fig-12a, fig-12b e fig-12c,
respectivamente) enquanto o grafico logK versus pressdo osmotica (fig-13a, fig-

13b, fig-13c) apresenta um comportamento linear. Estes comportamentos podem ser
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Fig-9: Varia¢do da fracio de proteina desnaturada em funcio
da concentragio de sorbitol, medida em 394,4 nm a pH 2,20
constante.
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Fig-10: Variacdo da fracio de proteina desnaturada em
fun¢io da concentracgiao de sorbitol, medida em 394,4 nm a pH
2,40 constante.
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Fig-11: Variacao da fragdo de proteina desnaturada em funcio
da concentracido de sorbitol, medida em 394,4 nm a pH 2,60
constante.
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Fig-12: Variacao da energia livre de Gibbs (logK) com a concentracio de Sorbitol. A
inclinacdo destes graficos fornece o nimero de ligantes ligados a macromolécula. Como a
proteina se enovela com o aumento da concentragio de soluto, podemos inferir que este nao se

liga a proteina pois as inclinagdes dos graficos aumentam consideravelmente com o aumento
da concentrac¢ao de Sorbitol.
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Fig-13: Variacdo da energia livre de Gibbs (logK) com a pressio osmdética (logaritmo da

atividade de agua). Caso a estabilizacdo das formas mais compactas da proteina se deva a

variagio da atividade de agua, o comportamento destes graficos sera linear, o que ¢
compativel com que observamos.
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analisados pela equagdo de linkage que mostra como o logaritmo da constante de
equilibrio varia com o logaritmo da concentragdo de ligante. Na figura-12, a
inclinagdo do grafico a cada valor da concentragdo do soluto, que equivale a

seguinte equagdo de linkage:

Jdlog K
dlog[soluto]

= (nint ot ndesna:)

fornece a diferenga entre o nimero de solutos ligados ao estado desnaturado em
relagdo ao estado intermedidrio. Dada a ndo lineariadade destes gréficos, esta
inclinagdo cresce com a concentragdo de soluto, implicando que um nimero grande
e crescente de solutos ligam-se preferencialmente ao estado intermediario. Esta
situagdo € bastante improvavel desde que espera-se que se o sorbitol se ligar a
proteina, ele o fara inespecificamente. Portanto, o numero de solutos ligados, neste
caso deveria ser proporcional a area de superficie protéica exposta ao solvente, que
implicaria na estabilizagdo do estado D e ndo do estado I como observado.

Enquanto a analise do comportamento de logK versus log[sorbitol] indicam

que este soluto ndo se liga a proteina, o grafico de logK versus a pressdo osmotica

indica um efeito da atividade de agua sobre o equilibrio. Os graficos da figura-13
mostram que o logaritmo da constante de renaturagdo aumenta linearmente com o
aumento da pressdo osmoética, ou equivalentemente com o logaritmo da diminuigdo

da atividade de dgua. Segundo a equagdo-11, reescrita abaixo,
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aanap

dlna,,

=(n,—n,)=An

0 comportamento linear € aquele previsto se o reenovelamento protéico € induzido
pela dgua de hidratagdo. Adicionalmente, a inclinagdo destes graficos fornecem uma
varia¢do de +180 moléculas de dgua entre os estados desnaturado e reenovelado do

Citocromo-c nesta faixa de variagdo de pH.
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5.1.5-Analise por SVD do Processo de Desnaturacio Acida de

Citocromo-c¢

Os experimentos mostrados anteriormente apontam claramente para a
existéncia de pelo menos trés estados conformacionais do Citocromo-c que
coexistem em equilibrio dependente do pH e da atividade de 4gua. A constante de
equilibrio medida a apartir da dependéncia da absorbdncia em um tnico
comprimento de onda contem uma contribui¢do, ndo determinada trivialmente, do
equilibrio entre os estados e Nel e D.

Portanto, para se proceder a uma analise mais apurada do efeito do pH e do
efeito da dgua sobre as caracteristicas espectrais e conformacionais do Citocromo-c,
propusemos implementar técnicas de analise por decomposi¢do de valor singular
(SVD) e o método de ajuste de uma fungdo ndo linear de varias varidveis através do

algoritmo simplex de Nelder-Mead.




5.1.5.1-A técnica de decomposi¢ao de valor singular (SVD)
Técnicas espectrofotométricas sdo usadas para caracterizar sistemas quimicos
e bioquimicos, medindo-se um grande numero de curvas espectrais (espectros de
emissdo ou absor¢do) em fungdo de alguns tipos de parametros fisicos ou quimicos
como comprimento de onda, tempo, potencial elétrico, concentragao de ligante, pH,
etc...
A absorgdo espectrofotométrica de uma amostra constituida de i cromoéforos

a concentragdes C; € expressa pela lei de Boughert-Lambert-Beer:

4 =Dt @1)

onde
Ay ¢€ o valor da absorbancia num dado comprimento de onda
ai7L é o valor do coeficiente de extingdo molar do croméforo i no comprimento de
onda A
C; € o valor da concentra¢do do cromoforo i
1 € o numero de espécies existentes em solu¢do

A solugdo desta equagdo sera trivial caso os valores dos coeficientes de
extingdo molar (gj) que caracterizam as espécies moleculares que contribuem para o
espectro observado forem conhecidos. Se o espectro de absor¢do de cada espécie
molecular ¢ conhecida no intervalo entre A| e Ay, entdo o espectro de absor¢do Aj

observado em uma dada condig¢@o experimental pode ser escrito como:
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A, = Z‘E}A'i -G,

Tl

onde Cj representa a concentragdo de cada uma das espécies cromoforas presentes
naquela condi¢do experimental.

Podemos continuar a andlise supondo a existéncia de um processo
envolvendo trés espécies moleculares, N, I e D, por exemplo, e reescrever o

conjunto de equagdes acima na forma matricial

A=DF" (22)

Ay )
from!
FT & | (23)
Co)

&A;m) Eiﬁ' 85f” 855")

Se a absor¢do de uma dada amostra for medida em m condigdes
experimentais, (m valores de pH por exemplo), a matriz A conterd m colunas
correspondentes a m espectros de absorgdo para cada valor de pH de n

comprimentos de onda (espectros da figura-1) e a matriz F, m linhas




correspondentes as concentragdes dos estados nativo (Cy), intermedidrio (Cjp) e
desnaturado (Cp) nos m valores de pH.

Se A e D sdo conhecidos, entdo a solugdo para as concentragdo de N, I e D
para cada valor de pH sera do tipo (Press, W.H; Brian, P.F; Teulkolssy, S.A;
Vetterling, W.T; 1987):

ax=b

Entretanto, nem sempre todos os conjuntos espectrais da matriz D sédo
conhecidos. A estratégia entdo € utilizar a técnica de SVD que consiste em
deconvoluir a matriz A das medidas experimentais da figura-1, em 3 outras

matrizes:
A=USV" (29)
onde U e V sdo matrizes ortogonais tal que:
UTU=V'v=l
sendo I a matriz identidade (Vandergriff & Shrager, 1994). A matriz U é uma
combinagdo linear das curvas espectrais reais € a matriz V € uma combinagdo das
fragdes das espécies moleculares encontradas em solugdo para cada valor da

variavel experimental.

A matriz S é uma matriz diagonal onde os elementos da diagonal principal

estdo na seguinte ordem: s| | > s 2 > s3 3...¢ 530 os valores singulares da matriz

A. Cada elemento da diagonal principal corresponde a contribuicdo de cada




espécie em solugdo ao espectro observado. Desta maneira, 0 nimero de elementos
significativos (diferentes de zero) da diagonal principal da matriz S permite
estabelecer o numero de espécies moleculares encontradas em solugdo que
contribuem significativamente para as variagdes espectrais observadas. O nimero
total de espécies moleculares que a matriz S identifica € conhecido como ‘rank da
matriz’, com um numero i de colunas muito menor que o original. A relagdo na
equagdo-25 nos permite reconstruir a matriz A como o somatorio de poucos
componentes espectrais cujo nimero de componentes corresponde ao rank da

matriz:

A= Z(Ucolunaf) . S,-r,,(Vcoiunaf)T (25)

1

A matriz A(p x n) original se tornard uma matriz do tipo A(m x rank) - Esta
nova matriz, apesar de ser muito menor que a original, contem toda a informagdo

relevante contida na matriz original. O rank de A pode ser estimado graficando

log(Sj,j) versus i, onde apenas os valores significativos de log S para 1 muito

pequeno correspondem ao rank. Logo, a escolha do rank passa a ser um trabalho de

hipétese.




5.1.5.2-A Obtencao da Distribui¢io de Componentes em Fun¢io da

Variavel Experimental a Partir das Matrizes A=DF" e A=USV"

Por simples inspeng¢do, a matriz A pode ser escrita de duas formas

(K.F.Vandegriff.; R.I.Shrager, 1994; ):

A=USV" e A=DF"’

logo, USV™=DFT o que implica:

D=USV'F™ (26

onde F™ ¢ denominada de matriz pseudoinversa de Moonre-Penrouse.

Definindo uma matriz como:
H=V'F™ @7
podemos escrever a matriz D na forma:

D=USH (28

Portanto, ao computar a matriz H (eq-27), pode-se obter pela relagdo 28 os

espectros das espécies cromodforas em solugdo.

| S
em 1 2 3 4 5 6 7UﬂeSp 1 12 13 14 15 16 17 18



5.1.5.3-Obtenciao da Matriz H

A matriz H é obtida do produto da matriz VT, determinada na
deconvolugio de A, pela matriz FT que contem as concentragdes relativas de cada
uma das espécies N, I ¢ D, em cada valor da varidvel experimental (pH por
exemplo). A matriz F € construida a partir de um modelo que, no caso da
desnaturagdo acida do Citocromo-c, correspondera ao modelo termodindmico de
equilibrio conformacional.

Deste modo, podemos propor um modelo para o equilibrio entre estas espécies em
fungdo do pH e dependente de pardmetros ajustdveis tais como as constantes de
equilibrio entre as espécies € o numero de ligantes na transi¢do de uma espécie a
outra, que permita calcular a matriz F e que descreva o comportamento
experimental representado na matriz V. Portanto, ao atribuirmos valores para os
pardmetros ajustdveis em F teremos um valor tentativo para a matriz H (eq-27) e
uma matriz VT tentativa (VT#) para os parametros escolhidos, (K.F.Vandegriff.;

R.I.Shrager, 1994; Henry, E.R; Hofrichter, J). isto é:

Vo =HF' @9

parametros )

A busca da solugdo no ajuste é aquele que minimiza a diferencga entre vT

experimental e VI# tentativa, isto é;

Vi _yt™ 50 @)




ou ainda; sdo os pardmetros que minimizam a norma (K.F.Vandegriff.; R.I.Shrager,

1994).

IS-(VT - HF")|| @

E importante notar que, para o presente trabalho, a informagdo relevante
esta contida na matriz F, isto €, nos pardmetros termodinadmicos que caracterizam o
equilibrio. Portanto, a solu¢do que estamos buscando esta contida nas matrizes V €
F e seré resolvida através da minimizagdo da norma (equagdo-31). A matriz V €

determinada pela deconvolugdo da matriz experimental A.
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5.1.5.4-Exemplo e Implementaciao do Método de Analise

O método de analise baseado na decomposi¢do de valor singular (SVD) por
ndés implementado, modela o processo de desnaturagdo de uma proteina que
envolve 3 estados conformacionais em equilibrio com o pH, isto é, os estados nativo
(N), intermediario (I) e desnaturado (D). Este modelo € representado pela equagédo

de equilibrio abaixo:

N +Anp.[HY] <X [ +Am.[HY] «2> D  (32)
com constantes de equilibrio dadas por:

Nl i
_—N-[H*]m" () e Kp=—

"

Os valores An] e Anj representam a diferenga entre o nimero de protons ligado ao

K1 34)

estado intermedidrio e nativo, e desnaturado e intermediario, respectivamente.

A concentracgdo de espécie intermedidria sera expressa por:

[=K,-N[H[" @9

A concentragdo de espécie desnaturada sera expressa por:

(An, +An, )

D=K,-I.[H']™ =K, -K, -[H'] N  (36)

A concentragdo total de proteina em solugdo € dada por:

CT=N+I+D (37)




Co=N-(14K, [H]™ +K, - K, [H]™™™) g

de onde se obtem a dependéncia da fragdo de proteina no estado nativo (yN) em

fungdo do pH, dada por:
,7Anl , 7(an1+an2)} !
yN=[1+K,-[H] +K, K, -[H'| ) (39)

Da mesma maneira, a dependéncia da fragdo de proteina nos estados

intermedidrio (yy) e desnaturado (yp) em fung¢do do pH sio dadas por:

L EI: =K, [H]" c% =K [H]" v o)

(An,+4n,)

[ ek i,

Estas trés expressdes definem a matriz F=[y, y; yd] para m valores de pH

(Shrager, R.I; 1984; Shrager, R.I; 1986).




5.1.5.5-Implementac¢io das Rotinas de SVD e Ajuste ndo Linear

As rotinas para deconvolugdo de valor singular (SVD) e ajuste ndo linear
foram implementadas com o auxilio do software Matlab (mathworks).

A partir de agora iremos realizar um teste do programa de SVD gerando
dados tedricos para a construgdo da matriz A dos espectros de absor¢do Optica.
Vamos supor que cada uma das espécies moleculares puras existentes em solugdo
tenham um espectro caracteristico descritos por gaussianas ligeiramente distintas,
que chamaremos de N, I e D. Estes espectros sdo gerados com a rotina SVDDEMO
(vide apéndice).

A figura-14 apresenta estes espectros (gaussianas). A figura-15 mostra os
graficos simulando as fragdes reais yp, y; € yd em fungdo do pH calculados com o
auxilio das equagdes 39,40 e 41 para os parametros K1, K7, An] e An) escolhidos e

apresentados na tabela-3, a seguir.

Parametros escolhidos valores atribuidos
simulando pardmetros
reais

1x 10°

6

Tabela-3: A tabela mostra os valores inicias

escolhidos para os parimetros que compde a matriz F




Absorbéancia
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Comprimento de onda

Fig-14: Gaussianas construidas com a rotina SVDDEMO. Est{
gausssianas estdo simulando os espectros de absorcio optico na regiao ¢
visivel na banda de Soret correspondentes as espécies puras de protein
nos estados nativo (N), intermediario (I) e desnaturado (D).




@

(=]
>

o
[ X

o
(]

o
-
8
-
Q
2
Q
E
7]
3
®
a 05
0
)
7))
1]
ﬂ
N
Q
10
O
(1]
|
V8

Fig-15: Sdo mostrados nesta simulacio, como a fracio de proteina
nos estados nativo (N), intermedidrio (I) e desnaturado (D) variam
com o pH. Estas curvas foram construidas com a rotina SVDDEMO
a partir dos valores iniciais atribuidos as constantes de equilibrio.
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Na figura-16, sdo apresentados os espectros de absorgdo Optica que servirdo

de base para a nossa andlise. Estes espectros foram gerados pela expressdo

Abs=c(1).yn(pH)+c(2).yi(pH)+c(3).yd(pH) compondo a matriz A, sendo que o pH

variou de 6 a 2, em intervalos de 0.05 unidades de pH (ver rotina SVDDEMO no

apéndice).
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Absorbancia
8 3

Comprimento de onda

Fig-16: Simulag¢io com a rotina SVDDEMO das curvas de absorci
espectrofotométricas de uma proteina em solug¢io aquosa ao longo d!

processo de desnaturacio acida. Este conjunto de espectros compde |
matriz A. ;
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5.1.5.6-SVD Dos Espectros de Absor¢ao

A rotina SVDDEMO constroi as curvas de absor¢@o caracteristicas a partir
das gaussianas N, I e D geradas e das fragdes simuladas de cada uma das espécies,
compondo uma matriz dos espectros de absor¢do (matriz A). Apds gerar a matriz

bésica A, esta foi submetida & decomposigdo de valor singular. As figuras fig- 17 e

fig-18 mostram respectivamente as trés primeiras colunas de U e VT em fungdo de

comprimento de onda e pH. As figuras-19 e 20 mostram os mesmos gréaficos de U e
VT, respectivamente, para as colunas 4, 5 e 6. Repare que o comportamento das trés
primeiras colunas dessas matrizes sdo bem definidas enquanto para as colunas 4, 5
e 6, o comportamento € caracteristico de ruido. O niimero de colunas das matrizes U
e VT que nio se comportam como ruido concorda com o rank da matriz A,
reproduzindo assim, o nimero de espécies cromoforas escolhidos para este teste.
Este numero de espécies € confirmado pela analise da matriz rank S. Na figura-21
apresentamos o grafico log S em fungdo dos valores singulares da matriz A. Note
que s trés pontos apresentam valores significativos para os elementos da diagonal
da matriz S (valores nio nulos) enquanto que os demais pontos apresentam valores
para os elementos da diagonal da matriz S menores que 10-12. Este rank da matriz S
equivalente a 3, mostrando que sO trés espécies espectrais colaboram

significativamente para o comportamento da matriz A.
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Comprimento de onda

Fig-17: Apresentamos a simulagio das trés primeiras colunas da matriz
U. Esta matriz é uma combinac¢ido linear dos espectros simulados
simulados que compde a matriz A. Note que essas trés primeiras
colunas apresentam comportamento bem definido.
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Fig-18: Simulac¢ido das trés primeiras colunas da matriz V. Esta
matriz ¢ uma combinacio linear das fracoes das espécies espectrais.
Percebemos que estas trés primeiras colunas nio apresentam

comportamento de ruido.
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420 430 440 450

3&03'}0330390400410

Comprimento de onda

Fig-19: Simula¢ao das colunas 4, 5 e 6 da matriz U. Estas curvas nio
estio bem definidas, apresentado desta forma, um comportamento
caracteristico de ruido sem nenhum significado fisico.
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p
pH

Fig-20: Simulacio das colunas 4, 5 e 6 da matriz V. Estas curvas nio
estio bem definidas, apresentado desta forma, um comportamento
caracteristico de ruido sem nenhum significado fisico.

AV
AVAYAY

cm 1 2 3 4 5 6 7 unespwl 12 13 14 15 1o 17 18



Valores singulare da matriz A

Fig-21: Simulacido do grifico Log S versus valores singulares
da matriz A. Este grafico nos fornece o rank da matriz A que
informa o nimero de espécies cromo6foras em solu¢do. Este
numero ¢ representado pela parte linear do grafico para
valores singulares proximo de zero.
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5.1.5.7-Determinagio dos Valores dos Parametros (K;, K,, An, e An,) a

Partir do Ajuste da Matriz V' com o Modelo Dado Pela Matriz F.

Como discutimos anteriormente,
A=DFT

onde as matrizes A, D e F sdo mostradas nas figuras fig-16 , fig-22 e fig-23,
respectivamente.

A partir deste ponto, desejamos usar o modelo expresso pelas equagdes, 39,
40 e 41 e utilizar as trés primeiras colunas de VT objetivando reobter os parametros
K1, K2, Any e Anj e as componentes espectrais que formam a matriz D.

Portanto, escrevemos

FK1K2n1,02)=(y, ¥, o)

A rotina que calcula F em fung¢do dos pardmetros chama-se FITSVD2 (ver
apéndice). Esta rotina faz o ajuste dos pardmetros de uma fun¢do nio linear de
vdrias varidveis para um conjunto de dados usando um algoritmo que minimiza a
norma da diferenga entre os valores ajustdveis e os valores reais (algoritmo simplex
de Nelder-Mead).

Para um dado valor de K, K2, Any  Anp; calcula-se a matriz:

H=V'F™
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onde VT ¢ a matriz V real e H e FT sdo as matrizes para os valores atuais de K1,

K2, Anj, Any_ O produto de HFT=VT# ¢ a minimizagdo sdo dadas por:

IS(VI-HF)||
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Comprimento de onda

Fig-22: Reconstru¢ido das curvas espectrais de cada espécie
pura (linha continua) apés a aplicacdo do SVD a matriz A e a
minimiza¢io da norma, onde podemos notar um ajuste perfeito
com as curvas originais geradas a partir das gaussianas da
rotina SVDDEMO para cada espécie pura (circulos abertos).
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Fig-23: Curvas de distribuicio das espécies moleculares
encontradas em solugdo. Os circulos abertos estdo simulando a
fracdo real de cada uma das espécies geradas através da rotina
SVDDEMO, enquanto que a linha continua representa o ajuste
produzido ap6s a aplicagdo da deconvolucio da matriz A e a
minimizacio de V'-V™,
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5.1.5.8-RESULTADO DO EXEMPLO

A figura-24 mostra a matriz VT ,que simula valores reais e a matriz tentativa

NT# que corresponde ao ajuste para os valores simulados em fungdo do pH, apds
os critérios de convergéncia serem satisfeitos. Os pardmetros obtidos a partir do

ajuste estdo mostrados na tabela-4:

valores iniciais
simulando os valores
parametros reais ajustados
1,000x10° 1,039x10°

2,000 2,004

1,000x10" 1,053x10"

6,000 6,011

Tabela-4: A tabela mostra os valores iniciais
atribuidos aos parimetros do modelo que
compde a matriz F e os valores destes mes
mos parametros apos o ajuste.

A pequena diferenga existente entre os valores iniciais e os valores ajustados
se deve ao numero de passos que o programa realiza. Quanto maior o numero de

passos, menor serd esta diferenga.
Na figura-23 € mostrado a simulagdo dos graficos (ajustados e gerados) das

fragdes de cada uma das espécies cromoforas existentes em solugdo em fungdo do




Fig-24: Simulagio das trés primeiras colunas da matriz V, onde a linha
continua simula a matriz V real obtida do SVD da matriz A e os circulos
abertos representam a matriz V ajustada com a rotina FITSVD2.
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Agora que conhecemos a matriz F; a matriz D dos espectros em solugdo pode

ser reconstruidos pelo modelo matricial dado pela equagdo-22. A figura-22 mostra a

comparagdo entre 0s espectros originais da matriz D € os espectros reconstruidos.
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5.1.5.9-Resultados Experimentais com analise de SVD

Ap6s colocarmos em funcionamento o programa que faz a decomposi¢do de
valor singular e o ajuste das matrizes V real e V tentativa, realizamos medidas de
desnaturagdo 4cida para o Citocromo-c em agua e na presenga de 0,2, 0,5, e 1,5,
molal de sorbitol e aplicamos a técnica de SVD as curvas espectrais (absorbancia
versus comprimento de onda).

Para cada conjunto de dados experimentais foram medidos entre 60 e 80
espectros a valores de pH distintos entre 2 e 7. Estes conjuntos espectrais
compdem a matriz A de absorbancia.

Estes espectros (matriz A) foram deconvoluidos por SVD. A fim de
confirmarmos o rank da matriz A, calculamos o coeficiente de correlagdo das
colunas das matrizes U e V. O nimero de colunas de U e V com valores do
coeficiente de correlagdo simultaneamente maiores que 0,6 corresponde ao numero
de espécies cromoforas encontradas em solugdo (R.I.Shrager, 1984). Nos
encontramos valores maiores que 0,6 para o coeficiente de correlagdo das 3
primeiras colunas de U e V indicando que 3 espécies conformacionais (espectrais)
para o Citocromo-c sdo suficientes para descrever a dependéncia espectral medida
em fungdo do pH e nas diversas concentragdes de sorbitol. Este resultado confirma

nossas suposi¢des prévias.




Uma matriz VT tipica a todos os experimentos realizados (com e sem
sorbitol) € mostrado na figura-25. Nesta figura, os circulos abertos representam o0s
pontos experimentais para a desnaturagdo do Citocromo-c em dgua e a linha
continua representa o melhor ajuste da matriz F (equagdo 39-41) aos pontos
experimentais. Na tabela-5, os valores de K|, K7, An] e An)p determinados para
diversas concentragdes de sorbitol, assim como o valor da osmolalidade medida
destas solugdes sdo apresentados.

Uma vez determinado os pardmetros termodindmicos do processo de
desnaturagdo, podemos construir a curva de distribui¢do de cada uma das espécies

moleculares em fung@o do pH na auséncia e presenga de concentragdes variadas de

sorbitol, como mostrado figura-26. Na figura-26a apresentamos a fracdo de

proteina no estado nativo na auséncia e presenga de sorbitol. A medida que a
concentragdo de sorbitol aumenta, a curva da fragdo de proteina nativa se desloca
para a regido de menor valor de pH, o mesmo acontecendo para a fragdo de
proteina no estado intermedidrio (figura-26b) e no estado desnaturado (figura-26c¢).
Notamos também que o perfil das curvas de distribui¢do praticamente ndo varia.
Estas curvas, aparentemente, so sdo deslocadas para a regido de menor valor de
pH. Particularmente, este deslocamento da curva preservando o perfil de
distribui¢do € notavel para as curvas de distribuigdo do estado intermedidrio que

mantém, aproximadamente, o mesmo valor de fragdo méaxima e largura da curva.
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Na figura-27, reconstruimos o0s espectros originais (matriz D)

correspondentes aos estados nativo (N), intermediério (I) e desnaturado (D), para

Fig-25: Matriz V versus pH obtida por SVD da matriz A. Nesta figura,
os circulos abertos representam os pontos experimentais para a
desnaturacio do Citocromo-c em agua e a linha continua representa o
melhor ajuste da matriz F, que contém as fracdes de cada uma das




Osmolalidade

-logK,

n,

-logK,

n,

pH 5y,
(N=1)

PH 5y,
(I=D)

0,000

5,60

2.1

13,80

3,99

2,65

2,47

0,225

321

205

10,08

4,09

2,54

2,46

0,501

5,26

2,06

9,64

4,09

2,95

2,31

1,521

4,99

2,20

8,60

4,01

227

2,14

Tabela-5: Valores dos -logKs e dos numeros de protons para as

transicdes N=I (pK,, n,) e transi¢coes I=D (pK,, n,) e os valores do pH

onde 50% da transiciio ocorre para concentracdes variadas de sorbitol.
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comparamos a matriz D calculada dos experimentos de desnaturagdo em dgua com
a matriz D calculada dos experimentos na presenga de 1,5 molal. Notamos que os

espectros reconstruidos em dgua e em 1,5 molal de sorbitol sdo bastante

semelhantes, indicando que nenhuma espécie espectral nova € formada pela adigio

de sorbitol.
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Fig-26: Curva de distribuicdo de cada uma das espécies moleculares em func¢do do pH para a
desnaturacdo do Citocromo-c em agua (linha continua) e na presenca de concentragdes variadas de
sorbitol [ (+) 0,2 molal, (.) 0,5 molal, (0) 1,5 molal]. Nas figuras 27a, 27b e 27¢ mostramos,
respectivamente, as fracoes de proteina nos estados nativo, intermediario e desnaturado.
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Matriz D

comprimento de onda (nm)

Fig-27: Reconstrucio dos espectros originais (matriz D) das 3
espécies moleculares existentes em solucio, apos aplicarmos o
método de métodos de minimos quadrados a matriz A. Os
espectros reconstruidos para a desnaturac¢io em agua (linha
continua) e na presenca de 1,5 molal de sorbitol (pontos) sido
bastantes semelhantes, indicando que nenhuma espécie
espectral nova é formada com a adicdo do soluto.
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5.1.5.10-Equacdo de Linkage entre a liga¢do diferencial de

protons e agua no Citocromo-c

Com os parametros termodindmicos calculados, ou seja, os valores das
constantes de equilibrio e do numero de protons, podemos calcular o valor de
pHs09;, , isto é, o pH onde 50% da transi¢@o entre dois estados do Citocromo-c
ocorre (vide tabela-5). No pHs(o4 , as concentragdes de proteina envolvidas na

transi¢do sdo idénticas. Desta forma, para a transi¢do N=>I, temos:

[
logﬁ =logK,—4n,.pH (4

com [=N. pH= pHj5(94, dado por:

logK
pHM 506 = Anl! (43)

o mesmo acontecendo para a transigdo [=>D, onde o pHs(9,, corresponde a:
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logK,
pHIDSO% = An — (44)

2

Na figura-28 apresentamos o grafico de pHs(p9, versus o logaritmo da
atividade de dgua (log[aw]) para as transigdes N=>I e I=>D. Estes graficos
apresentam um comportamento linear cuja inclinagdes sdo coincidentes, indicando
que o trabalho realizado na transi¢do N=>D mantendo o pHsgo; constante e
variando a atividade de dgua € igual ao trabalho realizado na transigdo N=>D
mantendo a atividade de dgua constante e variando o pH5(.

As constantes de equilibrio envolvidas nas transi¢des N=>I e [=>D sdo
fungdo da atividade de dgua e da atividade de protons, (K=K(ay, aw)), logo,
temos:

dan:[M) dlnaHn{w—J dlnay, 4
dlna,/ dlnay /

olnkK olnkK ) y
como =-An, e =—Any, , corresponde respectivamente a

dlna, dinay,

variacdo do numero de protons e a variagdo do numero de moléculas de agua
envolvidas na transi¢do representada por K , (Schellman, 1975; Tanford, 1968;

Colombo et al, 1992); temos que:
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Fig-28: Este grafico mostra como a energia livre de Gibbs (pHsx.,)
varia linearmente com o logaritmo da atividade de agua, tanto
para a transicio N=>I como para a transicio [=>D. O coeficiente
angular destas retas nos fornece o nimero médio de moléculas de

agua que se ligam ao Citocromo-c por proéton ligado.

AVA
AVAYAY

cm 1 2 3 4 5 6 7 unespwl 12 13 14 15 1le 17 18



—-dInK = An,, -dlna, + Any, -dlna, (46)

Reconhecendo que a reta unindo os pontos (pHs(,Inay,) da figura-28
define os valores de pH e Inay, de mesma constante de equilibrio, temos que
dInK=0 sobre esta reta. Com isto, podemos rearranjar a equagdo-46 para obter a

seguinte equagdo de Linkage (equagdo-47).

An,  dlna,

An,, —dlnaH ) @)

Esta equagdo nos permite calcular através da tangente do grafico na figura-
28, qual o numero médio de moléculas de dgua que se ligam a proteina por proton

ligado. isto €.

An, _
Ang: 30

A relagdo entre a variagdo de Inay, e Inapj € obtida da relagdo entre a variagdo da
pressdao osmotica da solugdo e sua respectiva variagdo do pH. Este resultado indica
que para cada proton ligado no processo de desnaturagdo, 30 moléculas de dgua se

ligam a proteina.
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Capitulo-6

6.1-Discussao

Pelo menos um estado intermedidrio globular de Citocromo-c ao longo do
processo de desnaturagdo 4cida tem sido detectado por muitos pesquisadores desde
a década de 70 (Stellwagen & Babul, 1975; Tsong, 1975; Dyson & Beattie, 1982),
sendo o intermedidrio 4cido do Citocromo-c o primeiro exemplo onde o termo
“glébulo derretido” (do inglés, molten globule) foi usado (Ohgushi & Wada, 1983).
O estado de globulo derretido ndo esta ainda definido estruturalmente, sendo que
um grande numero de proteinas sob varias condigdes e com diferentes graus de
desestabilizagdo e compacta¢do se enquadram nessa categoria (Jeng & Englander.
1991). Desta forma, todo e qualquer estado intermedidrio estdvel existente entre as
formas nativa e desnaturada de proteinas globulares ¢ definido como estado de
globulo derretido. Este estado intermedidrio € por sua vez estabilizado devido a
ligagdo preferencial de anions ao estado mais enovelado de diversas proteinas
mantidas a pH desnaturante (Goto et al; 1990, Kuroda et al; 1992, Dyson; H.J. &
Beattie: J.K: 1982; Jeng & Englander, 1991). De maneira geral, anions como
cloreto, brometo, iodeto, ferrocianeto etc..., se ligam preferencialmente ao estado
intermedidrio que ao estado desnaturado de proteinas, estabilizando a forma de

glébulo derretido em relagdo ao estado desnaturado.




No presente trabalho, nés demonstramos que a adi¢do de um soluto neutro.
como sorbitol, & solu¢do de Citocromo-c estabiliza seus estados mais compactos
contra a desnaturagdo acida.

Pudemos confirmar o efeito estabilizador do Sorbitol sobre os estados mais
compactos do Citocromo-c fazendo a andlise das curvas espectrais obtidas
experimentalmente. Nossos experimentos mostraram que o Sorbitol aumenta a
estabilidade da proteina em relagdo a desnaturagdo. Quando graficamos a fragdo de
proteina no estado nativo (yn) versus pH, na auséncia e presenga de Sorbitol,
percebemos que, para um mesmo valor de pH desnaturante, a fragdo de proteina
nativa (yn) € maior na presenga deste soluto (fig-5). Ademais, este efeito estabiliza
os estados nativo e intermedidrio em relagdo ao desnaturado.

Ao observarmos o espectro de absor¢do Optico na regido do visivel do
Citocromo-C. iremos perceber que na faixa de pH <2,5 na auséncia e presenca de
Sorbitol. ocorre o aparecimento de um ponto isosbéstico (fig-1 e fig-3). Nos pHs
maiores que 2.5, o espectro se torna difuso e ndo se percebe nenhum ponto
isosbéstico neste intervalo (fig-1 e fig-2). Em experimentos de renaturagdo de
Citocromo-c por ligagdo de anions a baixo pH, Goto e colaboradores (Goto et al,
1990) obtiveram o espectro de absorgdo Optica na regido do visivel na banda de
Soret, onde aparece um ponto isosbéstico bem definido entre 400 e 405nm,

concordante com 0s nossos espectros. A existéncia de um ponto isosbéstico indica

que ocorre uma transi¢do de 2 estados, mas como este se forma na regido limitada
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do intervalo de pH desnaturante (fig-3), podemos supor que a transi¢gdo como um
todo, ocorre do estado nativo para um estado intermedidrio e deste para o
desnaturado.

A desnaturagdo do Citocromo-C ocorre devido a ligagdo de prétons aos
grupos carboxila da proteina, produzindo desta forma, desequilibrio entre cargas dos
aminoacidos da cadeia. Como visto na fig-4, o aumento da repulsdo eletrostatica
entre as cargas positivas comega a tornar-se significativo a valores de pH menores
que 3, refletindo o pK dos grupos carboxila. O niumero de prétons responsaveis pela
desorganizagdo da cadeia na auséncia e presenga de 2,5 molal de Sorbitol foi
calculado, graficando-se logK versus pH (fig-7) e segundo a equagdo-18. Nos
graficos da fig-7 ¢ nitido, principalmente nos experimentos realizados na presenca

de sorbitol, a existéncia de dois processos; o primeiro processo ocorrendo em uma

regido de pH mais alto e o outro numa regido de pH mais baixo. E interessante notar

que abaixo deste pH no qual ocorre a mudanga de inclinagdo (primeiro processo), a
popula¢do de espécie nativa é praticamente nula (figura-26a), implicando que a
transi¢do ocorre entre as formas I e D e acima deste valor de pH (segundo processo),
a popula¢do de espécie desnaturada € praticamente nula (figura-26c¢), indicando que
a transi¢do ocorre entre as formas N e I. Este valor de pH relativo as transi¢des
N=>I e [=>D na presenca e auséncia de sorbitol, corresponde ao valor do pH no
pico da curva de distribui¢do da espécie intermediaria sendo que o pH onde ocorre a

transicdo na auséncia de sorbitol é concordante com a transicio N=>I e [=>D
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através de medidas de velocimetria ultrasonica e compreensibilidade adiabatica
especifica parcial em fun¢do do pH para a desnaturagdo do Citocromo-c em 4gua
(Chalikian, T.V; et al, 1995).

Os valores de logK e An, de cada estdgio da transi¢do estdo apresentados na
tabela-2, na qual observamos que o valor da constante de desnaturagdo e do nimero
de prétons diminuem consideravelmente na presenga de sorbitol, o que significa que
este soluto estabiliza os estados mais enovelados da proteina, concordante com o
comportamento da constante de desnatura¢do que diminui na presenga de sorbitol.
Calculamos, também, os valores médios de log K x pH em diversos comprimentos
de onda cujo valor ¢ log K=7.67 £ 0,7 ¢ An=3.19 £ 0.2 obtidos do ajuste dos pontos
medidos na regido de pH mais alto na auséncia de sorbitol. Estes valores sdo
comparaveis aos valores médios de log K=6.81 + 0.3 e An=3.06 + 0.1 encontrados
do ajuste dos pontos medidos na presenca de sorbitol na regido de pH mais baixo
em diversos comprimentos de onda. Esta concordincia sugere que o sorbitol
estabiliza o primeiro estagio da desnaturagdo do Citocromo-c, isto €, o sorbitol
estabiliza as estruturas mais compactas da proteina (estados nativo e intermediério)
em relagdo ao estado desnaturado.

A fim de corroborarmos o efeito estabilizador do sorbitol sobre as formas
mais compactas da proteina, graficamos a fragdo da proteina desnaturada em fungdo

da concentragdo molal de sorbitol mantendo o pH constante para os valores pH~2.2,

pH~2.4 e pH~2.6. A proteina que se encontra desnaturada nesses valores de pH na
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auséncia de sorbitol, reenovela-se quando aumentamos a concentragdo de sorbitol
mostrando, assim, que este soluto estabiliza as formas compacta do Citocromo-c
(fig-8, fig-9 e fig-10, respectivamente).

Para podermos explicar a origem do aumento da estabilidade dos estados
conformacionais compactos na presega de sorbitol, consideramos a priori, duas
hipéteses:

1) A estabilizagdo se deve a ligagdo diferencial do soluto aos diversos estados
conformacionais da proteina, semelhante ao efeito de dnions (Goto et al, 1992).

2) A estabilizagdo se deve ao efeito indireto do aumento da concentra¢do do soluto
em solugdo sobre a atividade da dgua, diminuindo-a; o que deslocaria o equilibrio
das formas conformacionais mais hidratadas para as formas menos hidratadas.

Nos testamos estas hipdteses investigando o comportamento do logaritmo da
constante de equilibrio aparente (logKap) com o logaritmo da atividade do ligante
(log[L]). Quando o equilibrio quimico é deslocado por um efeito de ligagdo
especifico do ligante a sitios de alta afinidade, a andlise de logKap em fung¢do do
log[L] na regido de saturagdo deve apresentar um comportamento linear cuja
inclinagdo fornece a diferenga do numero de ligantes ligados aos estados enovelado

e desenovelado (Schellman, 1975). Nossa analise no efeito da concentragdo do

soluto no equilibrio entre os estados nativo e desnaturado mostrou uma dependéncia

linear da energia livre de Gibbs de enovelamento ( que € proporcional a log K) em

fungdo do logaritmo da atividade de dgua (que define o potencial quimico da agua)
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e, a partir da inclinagdo, calculamos que hd em torno de 180 moléculas de agua

envolvidas na transi¢do glébulo derretido/estado desnaturado (fig-13). O grafico

logKap versus log[sorbitol] (fig-12) ndo apresenta um comportamento linear, sendo

que a inclinagdo aumenta cada vez mais conforme aumenta a concentragdo de
sorbitol fazendo com que o numero de ligantes tenda a infinito, o que ndo €
compativel com a realidade, uma vez que a proteina esta se enovelando. Portanto, os
nossos dados experimentais indicam que a estabilidade do Citocromo-c na presenca
de soluto se deve a variagdo da atividade de agua e ndo a ligagdo preferencial do

soluto.

Esse comportamento pode ser interpretado como sendo um efeito indireto do
sorbitol sobre a proteina devido a sua influéncia na atividade de agua.

Em trabalhos de varia¢do volumeétrica da transi¢do de glébulo derretido do
ferriCitocromo-c de coragdo de cavalo, Foygel (Foygel et al, 1995) e colaboradores
encontraram um numero maximo de 594 moléculas de dgua entre as formas N e D,
onde foi considerado que ndo ha variagdo da densidade da proteina, pois se houver.
o numero de moléculas de agua expulsas sera muito menor. Estes resultados
implicam uma concordéncia qualitativa com os valores por nds obtidos.

Com o objetivo de explorar estes resultados mais detalhadamente, usamos
um procedimento de analise numérica que permite fazer uma avaliagdo mais
criteriosa do processo de desnaturagdo estudado. Este procedimento € a técnica de

decomposi¢do de valor singular (SVD) (K.F.Vandegriff.; R.I.Shrager, 1994)
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acompanhada de um método de ajuste ndo linear de varias variaveis. As rotinas
para a implementagdo deste procedimento foram por nés implementadas e estdo
descritas e exemplificadas no texto deste trabalho. Esta técnica foi utilizada para
determinar as constantes de equilibrio, a variagdo do numero de prétons e as
curvas de distribuigdo de espécies moleculares encontradas em dgua e na presenca
de 0,2, 0,5, 1,5 e 2,5 molal de sorbitol em fung¢do do pH. Estas curvas demonstram
que conforme aumentamos a concentragdo de sorbitol dificultamos o processo de
desnatura¢do mostrando, desta forma, o efeito estabilizador do sorbitol sobre as
estruturas mais compactas da proteina, o que estd em concordancia com nossos
resultados obtidos a partir da dependencia de log K com log ay,. Através desta
técnica, pudemos também identificar trés espécies espectrais encontradas em
solugdo.

Obtivemos os parametros termodinadmicos (constantes de equilibrio e
numero de prétons) da transi¢do nativo-intermedidrio e da transi¢do intermedidrio-
desnaturado sendo em média 2 prétons para a transigdo N=>I e 4 prétons para a
transicdo [=>D, totalizando 6 protons responsaveis pela desestabilizacdo do
Citocromo-c entre as formas nativa e desnaturada. Este resultado concorda com o
obtido na analise do comportamento de log K determinado em um comprimento de
onda com o pH. Esta variagdo do numero de protons entre os estados N e D do

Citocromo-c também foi estimado em 6,5 para experimentos de desnaturagdo

térmica (Kuroda et al, 1992). Em experimentos de calorimetria, a variagdo do
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numero de protons entre as formas N e D foi estimada em 5.6 (Pothekhin & Pfeil,
1989) e em experimentos de volumetria e comprensibilidade adiabética de
Citocromo-c, o valor foi estimado em 6 prétons (Chalikian, T.V; et al, 1995).
Portanto. nossos resultados sdo bastante consistentes com os da literatura.
Entretanto, s6 com estes experimentos da andlise do efeito combinado de pH e
atividade de dgua utilizando a técnica de SVD e o método de ajuste de fungdes nao
lineares de vérias varidveis foi possivel determinar isoladamente o numero de
protons em cada transigdo. Calculamos o pH onde a concentragdo de proteina
envolvida na transigdo sdo identicos (pH5(94), utilizando a equagdo-43 (N=>I) e a
equagdo-44 (I=>D) e graficamos contra o logaritmo da atividade de 4gua. Este
grafico apresenta um comportamento linear tanto para a transigdo N=>I como para
a transi¢do [=>D. As retas formadas sdo paralelas com coeficiente angular préximo
de 30, o que fornece uma variagdo do niimero de moléculas de dgua que se ligam a
proteina 30 vezes maior que o numero de protons. Como no Citocromo-c se ligam
6 protons, isto implica dizer que ha por volta de 180 moléculas de dgua que
estabilizam o estado desnaturado da proteina em relag@o ao seu estado nativo. Este

numero foi encontrado anteriormente graficando log K versus log a, mantendo-se

o pH constante, o que demonstra consisténcia entre os 2 métodos de analise

utilizados.
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A relagdo de Linkage (equagdo-47) e o grafico de Linkage da figura-28,

representam evidéncias extras para o papel desempenhado pela dgua de hidratagio

no processo de enovelamento protéico.




6.2-Conclusoes

1. O Citocromo-c apresenta pelo menos 3 espécies moleculares em solugdo: a
nativa (N), a intermedidria (I) e a desnaturada (D).

2. A diferenga do nimero de protons que se ligam as formas nativa e intermedidria
sd0 2,10 £ 0,05 com um logK de 5,3 £ 0,2.

3. A diferenga do numero de protons que se ligam as formas intermediaria e
desnaturada sdo 4,4 + 0,6 com um logK de 10,5 * 1,6.

4.A estabilizagdo dos estados mais compactos ndo se deve a ligagdo do soluto aos

diversos estados conformacionais da proteina e sim a diminui¢do da atividade de

agua, deslocando o equilibrio conformacional das formas mais hidratadas para as

formas menos hidratadas.

5. A relagdo entre numero de prétons e nimero de moléculas de dgua envolvidas no

processo de enovelamento do Citocromo-c € de 1proton para cada 30 moléculas de

agua ligadas ao polipeptideo.
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6.3 Contribuicdes deste trabalho

O problema fundamental no estudo de enovelamento de proteinas € saber:

1. Como o equilibrio das forgas que estabilizam a conformagdo nativa de
proteinas estd codificada na sequéncia de aminoacidos?

2. Quais sdo as forgas que direcionam o enovelamento de proteinas?

3. Qual € a hierarquia das interagdes que estabilizam o estado nativo?

Na tentativa de responder as questdes relativas ao problema de enovelamento
de proteinas, diversos autores tém demonstrado que, em relagdo as forgas que
dirigem o colapso protéico, as pontes de hidrogénio internas a proteina e o efeito
hidrofobico sao os principais responsaveis ndo so pela compactagdo da proteina mas
também pela estabilizag¢do do estado nativo.

Este trabalho contribui para o entendimento das forgas que dirige o
enovelamento de proteinas mostrando que (juntamente com as pontes de hidrogénio
e o efeito hidrofébico que sdo os responsaveis pelo colapso protéico e estabilizagao
da estrura nativa) a agua de hidratag¢do tem uma contribui¢do preponderante no que
se refere a estabilizagdo de estruturas de proteinas e regulagdo do equilibrio
conformacional. Provavelmente, as variagdes de hidratagdo mensuradas neste
trabalho reflitam uma porgdo importante da energia livre associada a formagdo de
pontes de hidrogénio e a energia de transferéncia de grupos hidrofébicos do solvente

para o interior protéico, energia esta que define o efeito hidrofobico.
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Apéndices

Apéndice A

O estado intermediario

Agora vamos supor uma reagdo geral de equilibrio conformacional entre as
formas nativa (N) e desnaturada (D) envolvendo estados intermediérios.
Esquematicamente temos:

N<=>X1 <=>X2<=>
onde cada X; é um estado intermedidrio. A existéncia de estados intermediérios
entre as formas nativa e desnaturada faz com que a transi¢do ocorra em dois ou
mais estdgios distintos. Devido a natureza cooperativa das interagdes que
determinam a estrutura nativa, a maior parte destes estados intermedidrios
apresentam relativamente pouca estabilidade (C.Tanford, 1968). Apesar disso,
alguns estados intermediarios podem ser suficientemente estdveis para
representarem fragdes significativas em algum estagio da transi¢do. Estas fragoes
significativas de intermedidrios devem ocorrer ao longo da transi¢do entre as
espécies nativa e desnaturada, fazendo com que este processo se desenvolva em

estagios separados, dentro de uma faixa limitada da varidvel experimental (pH, por

exempio).
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Agora, se nds designarmos por f], f2,.......,fj, 0 valor da propriedade fisica
mensurdvel que caracteriza totalmente a molécula de proteina em alguns desses
estados. sendo estes valores a média das propriedades caracteristicas das varias
espécies em solugdo, com pesos para respectiva frequéncia de ocorréncia de cada
espécie (C.R.Cantor; P.R.Schimmel, 1980), entdo o valor de f em algum estégio da

transi¢do sera dado por:

f=Yo fot 2y fi+ Vo' fu (48)

onde o termo y representa a fragdo de cada espécie indicada pelos indices i, 0 € o
que designam, respectivamente, ao i-ésimo intermedidrio, a forma nativa e a forma
desnaturada da proteina.

Substituindo o valor da fragdo de espécie nativa da relagdo de conservagao:

Vst Zy,- =1 (49)

na equagdo-48, obtemos:
f=fo+z}’f'(ff—fo)+ym'(fw*fo) (50)

Por questdes de simplicidade nos calculos, vamos supor que o processo de
desnaturagdo protéica envolva um tnico estado intermediario (i=1); logo, podemos

reescrever a equagdo-50 na forma:
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= fo b ple it pL S = Y (51)

de onde obtemos

(f=f) _ . Lhi=f)
(fo=fs)mdekdlefifa=ifs)

A equagdo-52 pode ser representada:

yap =Y TV - d;

sendo

_(f=fo)

= definido como a fracdo aparente de proteina no estado
Yo = (fu= 1) 25 & ;

(fi=fo)

desnaturado e dj como sendo arelagdo d; =—-57—7~

B (foo - fO) '
Determinada a fragdo aparente de proteina no estado desnaturado, podemos

calcular a constante de equilibrio aparente ao longo da transi¢do, que € expressa por:

Vap

K =
R 1—.Vap

Note que na expressdo que define a fragdo aparente de proteina no estado

desnaturado, os valores de f) e fo sdo conhecidos devido unicamente as




conformagdes nativa (N) e desnaturada (D) existentes na etapa inicial e final do
processo de desnaturagdo, onde somente nestas duas etapas, o valor da propriedade
fisica f é praticamente constante. O valor de fj ndo € conhecido, mas é possivel
extrapola-lo na regido da transi¢do onde ocorre uma mudanga de estdgio. Esta
mudanga de estdgio caracteriza a regido em duas fases, sendo que cada fase € tratada
como um modelo de desnaturagdo protéica entre dois estado conformacionais, a
partir dos valores de fy, fj e fx.

Se inicialmente a transi¢do ocorrer de um estado nativo (N) para um
intermedidrio (Xj), dentro de uma faixa limitada de pH, tal que no extremo de pH
inferior desta transi¢do so exista a forma intermedidria, entdo podemos dizer que os
estados nativo e intermedidrio dominam neste intervalo de pH e, desta forma, a
fracdo de desnaturado nesta regido torna-se desprezivel. Desta maneira entdo, a
propriedade fisica f nesta primeira fase do processo de desnaturagdo sera expressa

por:

f=yo-fo+tyi'fi (55)

sendo a fragdo de proteina nativa expressa por

Yo=1-y, (56)
podemos substitui-la na equagdo-55, de onde obtemos a fragdo aparente de proteina

no estado intermediario, sendo mostrada a seguir
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N
ViR~ 1) (57)

A segunda fase da transicdo ocorre entre os estados intermedidrio e
desnaturado, numa faixa de pH menor que aquele na qual ocorre a transi¢do
nativo<=>intermediario, onde nesta regido de pH, os estados intermedidrio e
desnaturado dominam.

Tanto para a primeira fase do processo de desnaturagdo que corresponde a
transi¢do nativo<=>intermedidrio quanto para a segunda fase do processo
correspondente a transi¢do intermedidrio<=>desnaturado, a constante de equilibrio
aparente ao longo de toda transi¢do depende diretamente das constantes K; e Kp,
sendo Kj a constante de equilibrio de um processo de transi¢do que, supostamente,
possua apenas os estados nativo e intermediario e Kp a constante de equilibrio
correspondente a uma transi¢do onde supostamente possuisse s6 os estados nativo e
desnaturado. Podemos verificar que Kap esta em fungdo de K; e Kp simplesmente
relacionando a fragdo aparente de proteina no estado desnaturado (Yap) mostrado na

equacdo-53 com a fragdo de proteina no estado nativo (y() e relacionando a fra¢do

aparente de proteina no estado nativo (l-yap) com a fragdo de proteina no estado

nativo (yg) (Cantor, C.R; Schimmel, P.R; 1980) onde, rearranjando estas duas

relagGes. obtemos
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Podemos notar que Kap s6 seré igual a Kp quando ndo for detectado nenhum

estado intermediario (K;=0). Caso seja detectado algum tipo de estado intermediério
(Kj#0), a constante de equilibrio aparente estara em fung¢do das propriedades fisicas
mensuraveis relativa ao estado intermedidrio e da frag¢do d;.

Entdo, podemos concluir que, tanto no equilibrio entre as formas nativa e
intermedidria quanto no equilibrio entre as formas intermediéria e desnaturada, esta
inserido um erro, onde o valor numérico da constante de equilibrio aparente em cada
fase da transigdo estd contaminado com os pardmetros das propriedades fisicas (dj) e

com as constantes de equilibrio Kj e K.




Apéndice B
Rotinas de SVD e ajuste nio linear

Rotinas desenvolvidas e utilizadas para a decomposi¢do de valor singular e
ajuste e minimizagdo de fun¢do foram escritas com Matlab-386 for 80386-based
MS-DOS Personal Computers, desenvolvida por The MathWorks, Inc. Estas

rotinas foram designadas por SVDDEMO e FITSVD2 e estdo mostradas a seguir:

1) SVDDEMO

ESCREVENDO UM DEMO TEST PARA SVD BUSCANDO A SOLUCAO FINAL
DA SOMA DE DUAS GAUSSIANAS CUJAS FRACOES DEPENDEM DO PH

defina o intervalo de pH
ph=(6:-0.05:2)";
K1=108

K2=10713

for i=1:length(ph)

h(i)=104(-ph(i));
yn(i)=1/ (1+K1*h(i)*2+K1*K2*h(i)*6);
yi(i) = K1*yn(i)*h(i)*2;
yd(i) = 1-(yi(i)+yn(i));
end

plot(ph,yn,ph,yi,ph,yd)
pause

lambda= (450:-1:350);
for k=1:length(lambda)
N(k)=50*exp(-(((lambda(k)-418)/20)*2));
D(k)=100*exp(-(((lambda(k)-395)/15)*2));

I(k)=60*exp(-(((lambda(k)-400)/20)*2));
end




plot(lambda,N,lambda,l,lambda,D)
pause

gerar os espectros fake
for i = 1:length(ph)
n(:,i) = yn(i)*N';
mg(:,i) = yi(i)*I';
d(:,i) = yd(i)*D";
end
abs =n+mg +d;

plot(lambda,abs)

pause
proceda a decomposicao do valor singular
[U,S,V]=svd(abs)

2) FITSVD2

ESTE EXEMPLO DEMOSTRA O AJUSTE DE UMA FUNGAO NAO LINEAR
PARA UM CONJUNTO DE DADOS. NOS USAREMOS UMA FUNGCAO
CHAMADA FMINS QUE IMPLANTA O ALGORITMO SIMPLEX DE NELDER-
MEAD PARA A MINIMIZACAO DE UMA FUNGAO NAO-LINEAR DE VARIAS

VARIAVEIS.

Considere os seguintes dados:

pausa
aperte alguma tecla para continuar

Dados Globais
Data ={ V(:,1) V(:,2) V(:,3) h' ph ]
Vamos plotar esses dados.

pausa
aperte alguma tecla para plotar
y = [Data(:,1) Data(:,2) Data(:,3)];
hh = Data(:,4);
plot(ph,y,'o’), titulo('dados'), pausa
clc
Nés gostariamos de ajustar a fungao




y = c(1)*yn(cteq1, cteq2, deltanh1, deltanh2) + c(2)*yi(cteq1, deltanh1) +
c(3)*yd(cteq1,cteq2, deltanh1, deltanh2);
c(1) , c(2) e c(3) correspondem aos espectros 1, 2 e 3 respectivamente
para esses dados. Essa fungdo apresenta 3 parametros lineares e 3
parametros
nao-lineares.

Para ajustar os dados dessa fungdo, nds escrevemos uma fungao
chamada

FITN_I_D, que nos da lam parametros nao-lineares e os dados, retornam

o erro no ajuste. N6s podemos entdo, atribuir para estimativas iniciais

dos
parametros nao-lineares, e invocar FMINS:

lam = {1079 1.5 10712 5.5]";

lam = fmins('fitnmgd’,lam) estou mantendo lam como variavel: a primeira
coluna é a consteq1; a segunda coluna é a consteq2; a terceira coluna

é o deltanh1; a quarta coluna é o deltanh2;

pausa

aperte alguma tecla para iniciar o ajuste.

lam = fmins('fitnmgd’',lam,10)
pausa
aperte alguma tecla para finalizar
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