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RESUMO

Uma nova isoforma tripsina bovina foi purificada a partir de amostras
comerciais por cromatografia de troca idnica por Sephadex SP C50®. A nova
isoforma contém, além da perda do hexapeptideo N-terminal (como encontrado na
molécula progenitora B-tripsina) uma clivagem intra-cadeia entre o Lys-155 e Ser-
156. A nova enzima denominada y-tripsina mostrou propriedades similares com a
isoforma a-tripsina que contém o mesmo numero de cadeia polipeptidica (duas
cadeias), massa molecular (23312 Da), estrutura secundaria, volume hidrodinamico
e outros. Apesar das semelhangas estruturais e enzimaticas dessas duas isoformas,
v-tripsina tem uma taxa de formacéo inferior a partir da B-tripsina, carga superficial
inferior, mas a y-tripsina tem estabilidade térmica mais elevada do que a a-tripsina.
Devido a facilidade de purificacao das isoformas a partir de tripsina bovina de fonte
comercial, e as propriedades descritas acima, esta enzima tornar-se uma alternativa
interessante para a industria de alimentos e de detergente, bem como para pesquisa

de biocatalisadores.

Palavras chaves: isoformas de tripsina, fisicoquimica, v-tripsina, atividade

enzimatica, estabilidade de proteinas.



ABSTRACT

A novel
bovinetrypsinisoformwaspurifiedfromcommercialsamplebyionexchangechromatograp
hybySephadex SP C50%°. New isoformcontain in additionoflossofN- terminus
hexapeptide (as found in parentmolecule B-trypsin) anintra-chainsplitbetween Lys-
155 and Ser-156. The novel enzymedenominategamma-trypsinshowed similar
propertieswith a-trypsinisoform in: polypeptidenumberchain (twochain), molecular
masses (23,312 Da), secondarystructure, hydrodynamicradiusandothers. In
spiteofenzymaticandstructuralsimilaritiesofbothisoforms,  y-trypsinpreferablyhas a
lower rate formationfrom B-trypsin, a lowersurface charge, butthegamma-trypsinhas a
higherthermalstabilitythan a-trypsin.
Duetoobtainingfacilityofpurificationofbovinetrypsinisoformsfromcommercialfont,
andpropertiesdescribedabove, becomethisenzymeaninterestingalternative for
thefoodindustry, detergentandbiocatalysisresearch.

Key words: trypsinisoforms, physicochemical, 1y-trypsin, enzymaticactivity,
proteinstability.
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1 INTRODUCAO

1.1 Serino proteases

A tripsina é um modelo interessante para o estudo termodinamico, ja que as
propriedades basicas de algumas isoformas ja sdo conhecidas como: estrutura
tridimensional e atividade enzimatica e alguns dados sobre estabilidade térmica.

1.1.1 Caracteristicas das serino proteases.

A tripsina, quimotripsina, elastase e trombina fazem parte da superfamilia das
enzimas homodlogas da quimotripsina (Figura 1). Essas enzimas apresentam dois
dominios similares, provavelmente originados por meio de duplicagdo génica
divergente contendo a triade catalitica e a fenda oxianibnica em seu centro
ativo(LESK; FORDHAM, 1996; LESK, 2001).

As serino proteasessao proteinas que hidrolisam ligacdes peptidicas, o
mecanismo geral esta mostrado na Figura 2,cada uma delas apresenta uma
especificidade em relagdo ao tipo de substrato a ser hidrolisado.Atripsina €
especifica para clivar ligacées peptidicas contendo residuos com cadeia lateral que
possui carga elétrica positiva, em condicdes fisioldgicas, tais como a arginina (Arg) e
lisina (Lys), na posicao R1.Varios processos fisiolégicos sao relacionados as
atividades dessas enzimas como, por exemplo, a digestdo (BARRETT, 1970), a
coagulacao sanguinea(DAVIE; FUJIKAWA; KISIEL, 1991), fertilizacao(BABA et al.,
1989) e outros. Essas enzimas estao presentes em virus, bactérias, plantas e
animais(LESK; FORDHAM, 1996; LESK, 2001).
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Figura 1: Superposicao estrutural de cinco serino proteases e de seus sitios ativos
nas respectivas enzimas: quimotripsina bovina (amarelo), calicreinaporcina (rosa),
tripsina bovina (azul), tonina de rato (cinza) e elastase porcina (verde). (Prolysis:

http://delphy,phis,univ-tours,fr/Prolysis).

TS » w

+ — — —

Hahl—6 —C—NH—C—COO + H0 ——= HF}—(—C00 + Ham—él—cm
Ry Ra Ry R2

Figura 2: A reagao geral das proteases para hidrélise de ligacao peptidica.
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1.1.2 Estrutura primaria do tripsinogénio e das isoformas de tripsina.

Muitas sdo as fontes onde podem ser encontradas as sequéncias primarias
de tripsinogénio e de tripsina (EYL; INAGAMI, 1970; MIKES et al., 1966; WALSH;
NEURATH, 1964). Apesar disso existe uma ligeira confusdo em relagcdo a
numeragao dos residuos de aminodacidos devido ao modo como foi feita a descri¢cao
da sequéncia por alguns autores. Quando a sequéncia da tripsina & descrita
utilizando-se como base de comparacao a sequéncia do tripsinogénio o seu N-
terminal inicia-se na lle (7) (Figura 3).

VAL ASPE ASP ASP ASP LYS

007 ILE VAL GLY GLY TYR THR CY3 GLY ALA ASN 0leée
THR VAL PRO TYR GLN VAL SER LEU ASN SER 0Z6
GLY TYR HIS PHE CYS GLY GLY SER LEU ILE 036
ASN SER GLN TRP VAL VAL SER ALA ALA HIS 046
CY¥S TYR L¥S SER GLY ILE GLN VAL ARG LEU 056
GLY GLN ASP ASN ILE ASMN VAL VAL GLU GLY Oee
ASN GLU GLN FHE ILE SER ALA SER LYS SER 076
ILE VAL HIS FRO SER TYR ASN SER ASN THR 0g8é
LEU ASN ASN ASP ILE MET LEU ILE LYS LEU 096
LYS SER ALA ALA SER LEU ASN SER ARG VAL 106
ALAR SER ILE SER LEU PRO THR SER CY3 ALA 116
SER ALA GLY THR GLN C¥3 LEU ILE SER GLY 126
TRP GLY ASN THR SER GLY THR SER 136
TYR PRO ASP VAL LEU LYS CY¥3 LEU LYS ALA ldé
PRO ILE LEU SER ASP SER SER C¥5 LYS SER 156
ALAR TYR PRC GLY GLN ILE THR SER ASN MET 166
PHE CYS ALA GLY TYR LEU GLU GLY GLY LYS 176
ASP SER CY¥S GLN GLY ASP SER GLY GLY PRO 186
VAL VAL CY¥S SER GLY LYS LEU GLN GLY ILE 186
VAL 3ER TRFP GLY SER GLY CYS ALA GLN LYS 206
ASN LYS PRO GLY VAL TYR THR LY¥S VAL C¥5 RS
ASN TYR VAL SER TRP ILE LYS GLN THR ILE 226

ALA SER ASN

Figura 3: Sequéncia dos 229 residuos de aminoacidos do tripsinogénio bovino. Val-
Asp-Asp-Asp-Asp-Lys é o hexapeptideo N-terminal liberado na conversao de
tripsinogénio a B-tripsina. His(46), Asp(90), Ser(183) sado os residuos de
aminodcidos que participam da triade catalitica. CYSsé&o as cisteinas que participam
das pontes dissulfeto e Lys (131)-Ser (132) indica o ponto de clivagem para
conversao de B- para a-tripsina e Lys (176)-Asp (177) mostra o ponto de clivagem
para conversdao de a- em wy- tripsina. Numeracao baseada na sequéncia da (-
tripsina (5ptp.pdb).
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Para obtencdo dessa sequéncia (Figura 3) foi necessario observar
atentamente a sequéncia fornecida pelo arquivo 5ptp.pdb para posteriormente
escrever a sequéncia a partir de dados da sequéncia mae que € baseada na
sequéncia do quimotripsinogénio. Uma das dificuldades encontradas na sequencia
fornecida pelo Protein Data Bank é a existéncia de muitos “gaps” ou espacos, e
repeticdbes numéricas entre aminoacidos que nao sdo descontadas da numeracao
linear. Assim o erro se propaga e provoca um deslocamento de aminoacidos de sua
posicao natural. Muitos destes “gaps” sdo devidos a baixos indices de alinhamento
(dados cristalograficos) entre a molécula teste e a molécula mae.A numeragao
usada nesta dissertacdo foi fornecida por Keil, 1971 onde a sequéncia N-terminal

inicia-se com a lle (7).

1.1.3 Ativacao do tripsinogénio e formacao das isoformas de tripsina.

A tripsina bovina é uma enzima proteolitica produzida nas células acinares do
tecido pancreatico, na forma de seu zimogénio (tripsinogénio) que tem atividade
proteolitica restrita. Seguindo sua secre¢ao no intestino, o tripsinogénio € convertido
para a forma ativa da tripsina (B-tripsina), reacdo esta catalisada pela enteroquinase
e pela propria B-tripsina, recém-formada (auto-ativagéo)(BODE; FEHLHAMMER,;
HUBER, 1976; BODE; SCHWAGER; HUBER, 1978) (Figura 4).

Val-Asp-Asp-Asp-Asp-Lys

/

tripsinogénio ———— f-tripsing ————»  Q-fripsing ———>  Yripsing

/ \ \

Enteroguinase *Clivagem *Clivagem

Figura 4: Conversao de tripsinogénio nas isoformas de tripsina. *A beta-tripsina
recém formada também atua na ativacdo junto a enteroquinase e nas clivagens
adicionais
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A conversao do tripsinogénio na isoformap-tripsina consiste na clivagem da
ligacdo peptidica entre os residuos de aminoacidos Lys (6) e lle (7) (hnomenclatura
baseada na sequéncia do tripsinogénio) no lado carboxilico o que promove a saida
do hexapeptideo N-terminal (Figura 4) Val-Asp-Asp-Asp-Asp-Lys......(DAVIE;
NEURATH, 1955).

O recém-formado grupo a-amino da lle (7) forma uma ponte salina com o
residuo Asp (194) (PERKINS; WUTHRICH, 1980) introduzindo, assim, significativas
modificagdes estruturais na nova molécula formada (B-tripsina). No tripsinogénio o
sitio de especificidade e 0 espaco oxianidnico estao impropriamente formados, mas
mesmo assim este apresenta uma atividade residual de aproximadamente 0,5 % da
atividade da B-tripsina. Essa nova conformagdo assumida pela B-tripsina faz com
que ela se torne 200 vezes mais ativa (ROBINSON; NEURATH; WALSHY, 1973)

que o tripsinogénio.

Seguindo-se o0 processo de autdlise apdés a formacdo da B-tripsina, a
sequéncia peptidica desta isoforma sofre uma clivagem adicional entre os residuos
Lys (131) e Ser (132) (Figura 5), originando uma segunda forma ativa da tripsina,
conhecida como o-tripsina (SCHROEDER; SHAW, 1968). A a-tripsina formada
possui basicamente a mesma estrutura secundaria da isoformap-tripsina, sendo a
diferenca baseada na menor porcentagem de estruturas em folha beta (FOUCAULT
et al., 1974). Contudo, apresenta-se 40% menos ativa que a B-tripsina frente ao
substrato amidasico N-4-Benzoyl-DL-arginina p-Nitroanilida (BApNA) e nenhuma
diferenca significativa frente a substratos ésteres como acetato de p-nitrofenila, em
pH 6timo (FOUCAULT; SEYDOUX; YON, 1974).

Uma terceira isoforma de tripsina é gerada quando ocorre uma nova clivagem
entre os residuos Lys (176) e Asp (177) (Figura 5) resultando na w-tripsina, que
possui trés cadeias polipeptidicas interligadas por pontes dissulfeto (Smith & Shaw,
1969). Essa nova isoforma é menos especifica que as demais isoformas e possui
uma insignificante atividade amidasica frente a substratos sintéticos (FOUCAULT;
SEYDOUX; YON, 1974; FOUCAULT et al., 1974).
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Figura 5: Pontos de clivagem na conversao de tripsinogénio para gerar as isoformas

ativas de tripsina bovina, as setas indicam o local onde ocorreu uma clivagem
proteolitica. |- tripsinogénio, Il- B-tripsina, Il a-tripsina, IV y-tripsina. (KEIL, 1971).

Uma quarta isoforma ativa da tripsina (Figura 6) observada apds a clivagem
entre os residuos Lys (155) e Ser (156) foi purificada, parcialmente caracterizada e
denominada de gama-tripsina (y-tripsina). Seus dois residuos N-terminais sao

isoleucina e serina e os C-terminais séo lisina e asparagina (TEIXEIRA, 1977).
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TRHIPSINA ALFA

TRIPSiNA GAaNMA

Figura 6: Pontos de clivagem na conversao de tripsinogénio para as isoformas ativas
de tripsina bovina, as setas indicam onde ocorreu uma clivagem proteolitica
(TEIXEIRA, 1977).

Outras isoformas de tripsina formam-se ainda durante o processo de ativacao,
porém algumas delas possuem atividades proteoliticas muito baixas ou nenhuma
atividade  amidasica ou esterdsica e algumas ainda nao foram
caracterizadas(MAROUX; ROVERY; DESNUELLE, 1966, 1967). A formagao destes
produtos inativos é fortemente inibida por cations divalentes tais como calcio. Na
auséncia destes ions a quantidade de proteinas sem atividade enzimatica pode
resultar até em 50% do zimogénio que foi ativado. Em concentragdes de 10 a 20
mmol.L™" de ions calcio, estes aceleram a quebra seletiva da ligacdo entre Lys (6) e
lle (7), deste modo promovendo a formacdo de p-tripsina, evitando-se assim
clivagens nao especificas (MCDONALD; KUNITZ, 1941).
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1.1.4 Estruturas secundaria e terciaria

No que se refere a estrutura tridimensional da tripsina pode-se observar, por
métodos cristalograficos,que a molécula de B-tripsina apresenta um arranjo
tridimensional globular com dois dominios de estruturas similares(BODE;
FEHLHAMMER; HUBER, 1976; BODE; SCHAWAGER, 1975; BODE; SCHWAGER,;
HUBER, 1978). O primeiro dominio compreende do 1° residuo de aminoacido ao
1052 e 0 segundo do 1062 ao 2232, estes dominios estdo unidos assimetricamente, e
entre eles esta localizado o sitio catalitico. A estrutura secundaria da isoformaf-
tripsina apresenta 85% de identidade com o tripsinogénio e é principalmente
caracterizada por apresentar estruturas do tipo folhas beta-antiparalelas (Figura 7A)
que juntas se organizam formando dois betas barris unidos assimetricamente

(Figura 7B) contendo pequenos segmentos de alfa-hélice (Figura 7).

Figura 7: (A) Estrutura tridimensional de B-tripsina bovina. O primeiro dominio esta
realcado em cor azul (1-105) e o segundo dominio realcado em cor vermelha (106-
223). O residuo de aminoacido N-terminal esta representado em cor laranja e o C-
terminal em cor verde. Os residuos de aminoacidos que compdes a triade catalitica
estao representados em modo de bastdo: Ser (amarelo), His (lilas) e Asp (verde). (B)
Dominios isolados da isoformap-tripsina em forma de beta-barris (figura feita no

Rasmol a partir de 5ptp.pdb).
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Figura 8: Disposicao das pontes dissulfeto na isoformap-tripsina. O primeiro dominio
(verde) possui uma ponte dissulfeto (amarelo). O segundo dominio (cinza) possui
quatro pontes dissulfeto (vermelho). Os dois dominios séo ligados por uma ponte
dissulfeto (ponte interdominio) (amarelo-vermelho) (5ptp.pdB).

O tripsinogénio e as isoformas de tripsina (B, o e y) sdo constituidos,
respectivamente, por uma, duas e trés cadeias polipeptidicas sendo essas cadeias
interligadas por seis pontes dissulfeto (Figura 8) localizadas nos residuos Cys (13)-
Cys (143), Cys (31)-Cys (47), Cys (115)-Cys (216), Cys (122)-Cys (189), Cys (154)-
Cys (168) e Cys (179)-Cys (203)(MIKES et al., 1966; WALSH; NEURATH, 1964). A
ponte dissulfeto (13-143) interliga os dois dominios, enquanto que as pontes
dissulfeto restantes sdo intradominios. O primeiro dominio possui uma ponte
dissulfeto (Cys (31)-Cys (47)) e as outras quatro pontes estdo no segundo dominio.
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Tanto o tripsinogénio como as moléculas de tripsina possuem sitios
especificos para ligagdo do ion metalico calcio No tripsinogénio o primeiro sitio de
baixa afinidade com pKCa®* = 1,8 é constituido principalmente pelas cadeias laterais
de dois residuos de aminoacidos na porcao N-terminal Asp (4) e (5) e outros
aminoacidos mais internos e uma molécula de agua, o outro sitio de ligacdo possui
alta afinidade com pKCa®*~
moléculas de agua (Glu (58), Asn (60), Val (63), GIn (68), H20 (711) e (714). As

isoformas de tripsina possuem apenas um sitio de ligacao ao calcio (correspondente

3,4 e é formado por um grupo de aminoacidos e duas

ao segundo sitio do tripsinogénio) (Figura 9), pois, o primeiro sitio de ligagédo é
perdido com a clivagem do hexapeptideo N-terminal (BODE; SCHAWAGER, 1975;
CHIANCONE et al., 1985).

Figura 9: Sitio de ligacdo ao ion metalico calcio na isoformap-tripsina. O ion metalico
Ca(ll) é representado por uma esfera de cor laranja acondicionada em uma al¢a da
molécula de proteina.
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1.2 Termodinamica de proteinas

O estudo da termodinamica de proteinas tem atraido a atencao de varias linhas
de pesquisa devido a razdes diversas. Primeiro, por nos ultimos trinta anos ter sido
compreendido que uma molécula de proteina, consiste em muitos milhares de
atomos que estao em movimento (translacional, rotacional e vibracional) dependente
de variacao de temperatura e este conjunto de atomos é um sistema macroscépico.
Como qualquer outro sistema macroscopico, o entendimento de uma proteina requer
inicialmente um conhecimento da sua termodinamica. O segundo aspecto € que, a
termodindmica de uma proteina é esperada ser muito incomum, devido &
organizacao espacial deste sistema macromolecular ser especialmente bem
ordenado (PRIVALOV, 1989).

Cada atomo na proteina nativa ocupa uma posicdo definida (sujeita a
oscilagées) como em um cristal, mas ao contrario de um cristal a proteina ndo possui
simetria e nem periodicidade na disposicdo de seus atomos. Tal sistema
macroscopico ordenado e aperiddico nunca tinha sido tratado anteriormente do
ponto de vista fisico. Logo, ndo se pode predizer propriedades termodinamicas de
uma dada proteina e correspondentemente, ndo se pode engenheirar uma nova
molécula (PRIVALOV, 1989).

Sem o conhecimento da termodindmica todas as discussbes sobre os
principios da organizacdo de uma proteina, mecanismos de enovelamento e
estabilizacao de estruturas tridimensionais, sdo meras especulagdes. Isso se tornou
Obvio apenas depois de muitos anos de tentativas, sem sucesso, de resolver esses
problemas apenas analisando a informacao estrutural das proteinas (PRIVALOV,
1989).

A falha desses métodos de deteccao agora se torna clara, pois a informacao
estrutural revela apenas uma face da molécula da proteina, enquanto a outra face é
revelada pela informacdo da base energética desta estrutura, ou seja, a sua
termodinamica. E esses dois tipos de informacao nao podem ser deduzidos um do
outro (PRIVALOV, 1989).



) 27
INTRODUGAO

A estabilidade termodinamica de uma proteina € a medida de quanto mais
estavel € a conformacao globular ou nativa da molécula em comparacdo ao seu
estado desnaturado (AHMAD; YADAV; TANEJA, 1992; PACE; SHIRLEY;
THOMSON, 1990). A forma nativa da proteina, ou seja, sua estrutura terciaria ou
quaterndria esta em um minimo de energia e demonstra varios graus de
flexibilidade, principalmente na sua superficie e nas extremidades amino e carboxi-
terminal, onde as cadeias laterais e as alcas possuem conformacodes alternativas.
Para que ocorra um processo no qual a proteina passe de um estado nativo para o
desnaturado é necessario um aumento significativo da energia livre (PACE;
SHIRLEY; THOMSON, 1990), a temperatura ambiente e sem a ajuda de
desestabilizantes.

Em contrapartida, sabendo-se que a conformacao nativa das proteinas pode
ser facilmente desfeita e que a cadeia polipeptidica pode desenovelar-se por meio
de processos fisicos (temperatura e pressédo) ou quimicos (variagdo do pH e adicao
de substancias desnaturantes) (PRIVALOV, 1989), torna-se importante entender os

mecanismos relacionados a estabilidade das proteinas.

A estabilidade € importante para manter a estrutura nativa da proteina,
evitando se que ela adquira outras conformacdes que sejam diferentes da nativa,
mas também essa estabilidade ndo pode ser tdo rigida a ponto de impedir
mudancas conformacionais ou ajustes necessarios as fungbes das
mesmas(BECKTEL; SCHELLMAN, 1987; DILL et al., 2008).

A elucidacdo do mecanismo de enovelamento das proteinas € um importante
passo para compreensao da relacdo entre sequéncia e estrutura destas. Um
beneficio direto desta compreensao é a capacidade de predizer com mais precisao a
estrutura de uma proteina, o que teria amplas implicagées na bioquimica, genética e
quimica farmacéutica (BROCKWELL; SMITH; RADFORD, 2000).

O processo reversivel de enovelamento e desenovelamento das proteinas
podem ser estudados por varios métodos sensiveis capazes de detectar mudancgas
na estrutura das moléculas, como espectrofotometria e espectroscopia de dicroismo
circular (CD)(MARTINS; SANTORO, 1999; MARTINS, 1998; MARTINS et al., 2003;
NASSER BRUMANO, 2000), ressonancia magnética nuclear (RMN) (TAMURA;
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PRIVALOV, 1997), espectroscopia de fluorescéncia(HILSER, 2001), cromatografia
de exclusdo molecular(LIGHT; HIGAKI, 1987), etc. Os métodos espectroscopicos
sao extremamente sensiveis e capazes de fornecer informagédo estrutural de alta
resolucdo e parametros termodindmicos. Eles fornecem informacdes indiretas, ou
seja, uma determinacdo termodindmica modelo dependente (processo de
desnaturacdo deve ocorrer em dois estados), onde os principais parametros
termodinamicos (T, e AH) sao determinados através de ajustes matematicos destas

medidas.

Para que se conheca a descricdo termodindmica do sistema torna-se
necessario obter dados sobre as variacoes de entalpia (H) e entropia (S) dos
processos relacionados ao enovelamento e desenovelamento das proteinas, bem
como a respeito da variagéo da capacidade calorifica (ACp) desses estados e a sua
dependéncia de diferentes condi¢cdes de solventes sob variacdes de temperatura em
diferentes faixas de pH, e finalmente a determinagéo da variagdo da energia livre de
Gibbs (AG) (HAYNIE, 2001).

Tratando-se de termodinamica é essencial que a reacdo de desnaturacdo
esteja em equilibrio antes de realizar as medidas e que esta reacao seja reversivel.
Para determinar o tempo de equilibrio € necessario realizar medidas em funcdo do
tempo, uma vez que diferentes proteinas em determinada condicdo pode exigir
desde alguns minutos até dias para alcancar o equilibrio. E a reversibilidade da
reacdo pode ser verificada resfriando ou diluindo uma amostra pds-transicao até a
regiao de pré-transicao e realizar uma nova medida que deve ser idéntica a obtida
anterior ao processo de desnaturacdao (PACE; SHIRLEY; THOMSON, 1990).

A maior dificuldade enfrentada para produzir um biofarmaco esta relacionada a
estabilidade das macromoléculas, assim a integracdo de pesquisas na area de
bioquimica, biofisica molecular e fisico-quimica geram conhecimentos que
possibilitam compreender como sistemas biolégicos se mantém mais estaveis e

entdo manipular estas moléculas sem que elas percam sua atividade bioldgica.

As isoformas a-, B- e w-tripsina bovina ja possuem seus parametros
termodinamicos e fisico-quimicos caracterizados(BEARDSLEE; ZAHNLEY, 1973;
BITTAR et al., 2003; MARTINS et al., 2003; NASSER BRUMANO, 2000; SANTOS et
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al., 2008b; TISHCHENKO; GORODKQV, 1979). Assim obtendo os dados da y-
tripsina bovina vai ser possivel completar a caracterizagdo fisico-quimicadas
isoformas ativas da tripsina e estudar o perfil de transformacao biol6gica em formas

menos estaveis do ponto de vista termodinamico.

1.3 Aplicacoes da tripsina

1.3.1 Aplicagdo farmacéutica

A tripsina tem sido estudada ha muito anos no que diz respeito a seu
emprego farmacéutico, com énfase no uso como droga de acao anti-inflamatéria.
Varios estudos comprovam sua aplicagdo no tratamento de doencas de carater
inflamatério e a sua associacdo com medicamentos analgésicos e antibibticos
(aumenta a eficacia destes). A tripsina administrada por via intramuscular no
tratamento de tromboflebites (INNERFIELD; ANGRIST; SCHEARZ, 1953), foi
testada para tratamento de infeccdes respiratorias(FIGUEROLA, 1957) e Sherry e
Fletchermostraram o uso de tripsina isolada ou associada a substancias analgésicas
e antibiéticas no tratamento de desordem gastrointestinal, lise de colecdes
protéticas, adjuvante no tratamento tromboembdlico e no tratamento de inflamagdes
(SHERRY; FLETCHER, 1960). Pacientes portadores lesdes ulcerativas,
tromboflebites e arteriosclerose nos membros inferiores, onde o uso de esteroides
estava contra indicado, foram tratados com Parenzyme® (tripsina + alfa-
quimotripsina) (MARTIN, 1960). Ungoli fez uso tdpico de tripsina para digestdo de
tecidos necréticos (UGOLINI, 1963). Pernod e Archane notaram reducao de febre,
volume e viscosidade da expectoracdo e boa tolerancia ao tratamento, com uso de
tripsina e outra enzimas proteoliticas associadas ao antibiético tetraciclina(PERNOD;
ARCHAME, 1965). Pereira e Padovan comprovaram que a associa¢ao de tripsina e
quimotripsina ao paracetamol € mais eficiente do que o tratamento com as enzimas
ou paracetamol isolados (PEREIRA; PADOVAN, 1968). Barros em sua tese estudou
a influencia do Parenzyme® (tripsina + alfa-quimotripsina) e Parenzyme® analgésico
(tripsina + alfa-quimotripsina+paracetamol) no desenvolvimento de tecido de
granulacdo e observou que a acdo das enzimas associadas ao paracetamol é
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melhor do que o uso de um dos dois isoladamente (BARROS, 1989). Outra
associacao terapéutica estudada e utilizada em outros paises é o Phlogenzym
(tripsina + bromelina + rutosideo), com acado anti-inflamatéria e com pronunciada
diminuicdo de dor em casos de osteoartrite(KLEIN et al., 2006; MANHART et al.,
2002).

Os medicamentos que contém tripsina sdo produzidos na forma soélida
(enzimas desnaturadas) assim uma porcentagem consideravel dessas proteinas
quando entram em contato com os liquidos do trato gastrointestinal ndo voltam a sua
forma nativa, resultando em baixa atividade. Assim, a industria farmacéutica para
solucionar este problema aumenta a quantidade dos principios ativosde modo a
aumentar a quantidade de moléculas ativas considerando a perda por agregacao ou
a nao renaturacao da molécula. Porém, o aumento da concentracdo dos principios
ativos s6 aumenta a contribuicdo da inativacdo das proteinas fazendo com que o
processo cinético de conversdo das enzimas em produtos insolUveis seja mais
rapido do que o processo termodinamico de enovelamento e desenovelamento das
proteinas. Infelizmente para indlstria farmacéutica trabalhar com medicamentos a
base de proteinas ndo é o mesmo do que desenvolver farmacos de baixo peso
molecular, pois cada proteina apresenta uma caracteristica Unica ndo podendo
expandir as mesmas para outros grupos de proteinas nao correlatas (VELLARD,
2003). Assim, estudos sobre a termodindmica e a estabilidade da tripsina e suas
isoformas, bem como a atividade enzimatica de cada isoforma isolada; sao
importantes para possibilitar a produgéo de formulagbes farmacéuticas mais estaveis
e definir pardmetros mais claros para realizar controle de qualidade dessas
formulacbes e fornecer a populacdo um medicamento mais estavel (maior

durabilidade) e mais confiavel em seu efeito.

1.3.2 Aplicacdo industrial

A tripsina é uma enzima proteolitica do grupo das serino proteases e esse
potencial proteolitico € amplamente explorado nas industrias de alimentos e bebidas
para melhorar e facilitar o trabalho, aumentando a qualidade de massas e maciez de
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carnes, em producédo de hidrolisados proteicos, e durante a estabilizagdo fria de
cerveja, entre outros(SHAHIDI; KAMIL, 2001; STOYTCHEVA et al., 2013).

1.3.3 Aplicagédo bioquimica

Na bioquimica a tripsina € utilizada em protocolos para cultura de célulase
tecidos, agindo por meio da reagdao de dissociacdo enzimatica, que leva ao
rompimento da matriz extracelular para obtencédo de células individualizadas, com a
finalidade de transferir as culturas para um novo substrato (BANUMATHI et al., 2009;
SOLEIMANI; NADRI, 2009; YANG et al., 2009). Bem como para a identificacao de
proteinas por meio de técnicasde sequenciamento de peptideos (SCHUCHERT-SHI;
HAUSER, 2009).
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2 JUSTIFICATIVA

Ha grande quantidade de informacdes sobre a tripsina, porém na sua
apresentacao comercial. Desde a descoberta da existéncia de isoformas ativas de
tripsina surgiu o desafio de investigar as caracteristicas de cada isoforma isolada,
uma vez que a apresentacdo comercial € composta pela mistura das isoformas. As
isoformas a-, B- e y-tripsina ja possuem seus parametros termodinamicos e fisico-
quimicos caracterizados(BEARDSLEE; ZAHNLEY, 1973; BITTAR et al.,, 2003;
MARTINS et al.,, 2003; NASSER BRUMANO, 2000; SANTOS et al.,, 2008b;
TISHCHENKO; GORODKQV, 1979), porém sobre a fy-tripsina existem poucas
informacdes. A importancia, farmacéutica, industrial, biotecnol6gica e bioquimica, da
tripsina justifica trabalhos de caracterizacdo bioquimica e fisico-quimica com esta
enzima, e sendo essa constituida por isoformas faz-se necessario estudos sobre
cada isoforma isolada para conhecer suas propriedades a fim otimizar suas
aplicacbes. Além disso, os dados obtidos podem auxiliar no delineamento do perfil

de conversao e degradacao biolégica destas isoformas.
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3 HIPOTESE DA DISSERTACAO

Se as isoformasy- e a-tripsina sado originadas a partir de uma clivagem em
diferentes pontos na isoforma [B-tripsina, e estas clivagens ocorrem em pontos
diferentes na cadeia polipeptidica entao, espera-se que as isoformasy- e a-tripsina
apresentem diferencas significativas em relacdo a caracteristicas estruturais,

enzimatica e termodinamicas.
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4 OBJETIVO GERAL

Determinar parametros fisico-quimicos e estruturais da isoformay-tripsina

comparativos isoforma a-tripsina bovina.

4.1 Objetivos Especificos

e Purificar quantidades da ordem de mg das isoformasy- e a-tripsina bovina.

e Determinagéo da identidade e da pureza da isoformay-tripsina.

e Determinagédo de parametros enziméticos comparativos entre as isoformasy-
e a-tripsina bovina.

e Determinacdo da composicdo da estrutura secundaria das isoformasy- e a-
tripsina bovina em meio acido.

e Determinacdao do volume hidrodinamico das isoformasy- e a-tripsina bovina
em meio &cido.

e Determinacdo do potencial zeta e carga superficial das isoformasy- e a-
tripsina bovina.

e Determinacao da estabilidade termodinamica daisoformay-tripsina bovina em

meio acido
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Purificacao das isoformas de tripsina

Para os estudos da isoformay-tripsina, esta e a isoformaa-tripsina foram obtidas
a partir da purificacdo de tripsina comercialbovina (Sigma Tipo | Lote 8003), que
contém todas as sete isoformas. As isoformas foram isoladas por cromatografia de
troca idnica catibnica de bancada utilizando a metodologia de TEIXEIRA, 1977 e
SANTOS et al., 2008a. Esta etapa foi realizada em colaboragdo com o Laborat6rio
de Enzimologia e Fisico-Quimica de Proteinas na UFMG (Universidade Federal de
Minas Gerais).

5.1.1 Determinacdo da massa molecular das isoformas de tripsina e pureza da y-
tripsina por espectrometria de massa

A massa molecular e a pureza das isoformasde tripsina foram
determinadaspor meio da técnica de espectrometria de massa usando a técnica de
dessorgao/ionizacao a laser assistida por matriz (MALDI-TOF-“Matrix assisted Laser
Desorption /lonisation-Time ofFlight”).

As amostras de y-tripsina(0,05 mg.mL™") foram dissolvidas em uma solucéo
saturada de acido sinapinico (5,0 mg solucdo aquosa de TFA a 3%: acetonitrila:
agua 1:4:5, v/v) na proporcao de 1:3 (v/v) amostra:matriz, e em seguida aplicadas
em triplicata (0,5 yL/po¢o) sobre uma placa de aquisicao de dados do MALDI (MTP
Anchorchip_ 384x600) e deixada secar a temperatura ambiente.

A massa molecular foi obtida usando um AUTOFLEX [ll MALDI-ToF/ToF
(BrukerTM) operando no modo linear positivo. Foi realizada uma calibragao linear
usando o Kit de calibracao da Bruker (ProteinCalibration Standard Il):

* Tripsinogénio [M+ H]"'= 23.982
* Proteina A [M+ H]"= 44.613
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* Albumina-Bovina [M+ H]"'=66.431
« Proteina A [M+ 2H]** = 22.306
« Albumina-Bovina [M+ 2H]**~ 33.216

Para andlise dos dados foi usado o programa Flex Analysis®
(BrukerDaltonics), onde o dado bruto teve subtraida a linha de base seguida de um
tratamento de suavizagdo das curvas e entdo a proteina teve sua massa molecular

determinada.

5.2 Analise estrutural da origem das isoformasy- e a-tripsina

A fim de investigar as diferencas estruturais entre y- e a-tripsina, foi realizada
uma analise estrutural da isoforma pB-tripsina, a partir da estrutura 1S0Q.pdb
depositada no Protein Data Bank, usando os programa de visualizagdo RASMOL® e
andlise estrutural Swiss PDB Viewer®. Foram realizadas anélises estruturais para
avaliagdo dos pontos de clivagens e regides vizinhas, para formacdo de cada
isoforma, notando-se as diferengcas estruturais de estabilidade na formacédo da

mesma.

5.3 Caracterizacao da atividade enzimatica das isoformasy- e a-tripsina

As atividades amidasica e esterasica das isoformasy- e a-tripsina foram
ensaiadas utilizando a metodologia descrita por (ASCENZI et al., 1981; ERLANGER,;
KOKOWSKY; COHEN, 1961) usando o substrato sintético cromogénico Nq-Benzoil-
DL-Arginina-p-Nitroanilida (BAPNA) ou Ng-Benzoil-L-arginina etil éster (BAEE),

respectivamente.

A catélise do substrato BAEE gera o produto cromogénico Na-benzoil-L-

arginina, cuja absorbancia € medida em 253 nm. Ja o substrato BAPNA gera o
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produto p-nitroanilina com leitura em 410 nm. Ambos os substratos foram

armazenados em solucdo estoque de 90 mmol.L”" em DMSO.

Para realizar as medidas de absorbancia foi utilizado o espectrofotémetro
modeloNanoDrop® 2000 da Thermo. Os testes foram feitos em triplicata e o
resultado foi expresso como média e desvio padrao da atividade especifica (U/mg).

A atividade especifica foi calculada utilizando a equacao1:

Axex10%/T (1)

Atividadeespecifica (U/mg) = c

Onde ¢ é o coeficiente de extingdo molar do produto, 8800 (cm™ M™) para p-
nitroaniline(ERLANGER; KOKOWSKY; COHEN, 1961) e 1150 (cm™ M) para Na-
benzoil-L-arginina(WHITAKER; BENDER, 1965); A é a absorbancia da amostra e T
€ tempo de reacdo em minutos. Uma unidade de atividade (U) foi definida como
formagao de 1 umol do produto por minutoe C é a quantidade de enzima utilizada na

reacdo, em todos os ensaios enzimaticos foram utilizadas 9x10™* mg.

5.3.1 Avaliacao da atividade enzimatica amidasica e esterasica em fung¢ao do pH
das isoformasy- e a-tripsina.

As atividades foram realizadas seguindo o protocolo descrito por Santos, 2008
com pequenas modificagdes. Os teste foram realizados na faixa de pH de 2,5 a 9,0
com variacao de 0,5 unidades de pH.

O meio reacional foi constituido assim:

Aliquota de 4,5 L da enzima (solucdo estoque a 0,2 mg.mL™);
Adicao de 12,5 L de tampéo, no pH a ser testado, ao sistema ‘a’;

)
)
¢) Incubagéo a 37 °C por 10 minutos;
) Adicao de 1uL do substrato teste ao sistema ‘c’;
)

Incubacao a 37 °C (por 15 minutos para o substrato BAPNA ou 30 minutos
para o substrato BAEE);
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f) Adicado de 4,5 pL de solugcao aquosa de &cido acético 60% (v/v) ao sistema
lel;
g) Aliquota de 2uL do sistema ‘f’, para verificar a absorbancia do produto, a 410

nm para BAPNA e 253 nm para BAEE.
O controle inclui todos os passos anteriores, mas sem a adi¢cdo de enzima.

Para este estudo de variacao de pH foram utilizados diferentes tampdes: 50,0
mmol.L™"Tris-HCI para pH 9,0/ 8,5/8,0/7,5 e 7,0; 50,0 mmol.L™" MES para pH 6,5;
50,0 mmol.L™" de citrato de sédio para pH 6,0/5,5/5,0/4,5/4,0 e 3,5 e 50,0 mmol.L™
glicina para pH 3,0/2,5 e 2,0, todos com 20,0 mmol.L™" CaCl,.

5.3.2 Avaliagdo da atividade enzimatica amidasica e esterasica em funcdo da
adicao de Cloreto de Célcio das isoformasy- e a-tripsina.

Para garantir que a quantidade do fon metalico Ca®* considerada deveria ser a
adicionada pelo experimentador, a solugéo de tripsina foi previamente dializada por
fator 10® vezes, em HCI pH 3,0 a 4°C por 24 horas, para retirada do célcio residual
do processo de purificacao. Apds a dialise foi utilizada metodologia descrita em 5.3.1
modificando apenas o passo ‘b’: Acrescentando 12,5 uL de tampao Tris-HCL 50
mmol.L™", pH 8,0 contendo a concentragdo teste de CaCly: 0; 0,2; 0,4; 2,0; 20; 50;
100; 200 ou 300 mmol.L™" de CaCl,. Nesta concentragcdo de Tris-HCI, foram
verificados experimentalmente que o pH do meio reacional ndo variava com a forga

ibnica, nas concentragdes utilizadas neste experimento.

5.3.3 Avaliagdo da atividade amidasica em funcado da adicdo de Cloreto de sdédio
das isoformasy- e a-tripsina.

Para verificar o perfil de atividade enzimatica das isoformasy- e a-tripsina em
funcdo da adicao de NaCl, foi utilizada a metodologia descrita em 5.3.1 modificando
apenas o passo ‘b’: Acrescentando 12,5 pL de tampao contendo a concentracao
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teste de: 0; 0,2; 0,4; 2,0; 20; 50; 100; 200, 300, 400, 500 ou 600 mmol.L™" de NaCl.
Em todos os testes realizados com as concentracées descritas acima, todos os
sistemas foram tamponados com 100,0 mmol.L”" Tris-HCI, pH 8,0. Nesta
concentragao de Tris-HCI, foram verificados experimentalmente que o pH do meio
reacional ndo variava com a forga iGnica, nas concentracdes utilizadas neste

experimento.

5.3.4 Perfil de estabilidade térmica em funcdo do tempo e temperatura das
isoformasy- e a-tripsina.

A fim de determinar o perfil de estabilidade térmica foram realizados testes nas
temperaturas de 25 até 75 °C (variando 10 °C), em pH 8,0. As medidas foram

realizadas no espectrofotémetro Nanodrop® 2000.
O protocolo para o experimento foi:

a) Aliquota de 22,5 L da enzima (solugédo estoque a 0,2 mg.mL™);

b) Adicdo de 62,5 L de tampdo 50 mmol L=' Tris-HCI, pH 8,0, com 20,0 mmol
L' CaCly;

c) Incubacgao do sistema ‘b’ na temperatura teste por 10 minutos;

d) Adig&o de 5uL do substrato BAPNA ao sistema ‘c’;

e) Aliquota de 6uL do sistema ‘d’ a cada 10 minutos até o tempo final de 90
minutos de incubagao na temperatura teste;

f) Adicao de 1,5 uL de solucao aquosa de acido acético 60% (v/v) a aliquota ‘e’;

g) Aliguota de 2uL do sistema ‘f’, para verificar a absorbancia do produto.
O controle inclui todos os passos anteriores, mas sem a adi¢cdo de enzima.

O pH do tampao Tris-HCL 50,0 mmol.L™", pH 8,0, foi ajustado para cada
temperatura teste de acordo com dpKa/dT do Tris-HCI (-0,028/°C ), para garantir que

pH permanecesse o0 mesmo nas diferentes temperaturas.
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5.4 Determinacao do volume hidrodindmico das isoformasy- e a-tripsina

5.4.1 Cromatografia de exclusdo molecular das isoformasy- e a-tripsina

A cromatografia de exclusao molecular foi realizada, separadamente para as
isoformasy- e a-tripsina, usando uma coluna cromatografica Ultra Hydrogel™ 250 da
Millipore (7,8 x 300 mm) acoplada a um sistema de cromatografia liquida de alta
performance (Shimadzu). A fase mével utilizada foi uma solugao aquosa de tampao
glicina a 100,0 mmol.L™", pH 3,0, contendo CaCl, a 20,0 mmol.L™". Foram injetados
100 pL de uma solucdo a 0,05 mg.mL™. A injecdo foi realizada manualmente e o
sistema operou a fluxo de 800 uL.min™" a 25°C e a absorgao do eluato foi monitorada
a280 nme 215 nm.

5.4.2 Espalhamento dinamico de luz das isoformasy- e a-tripsina.

A técnica de espalhamento dindmico de luz (DLS) foi utilizada para determinar
o raio hidrodinamico das isoformasy- e a-tripsina (1 mg.mL™") em tampéao fosfato de
s6dio monobasico a 30 mmol.L™", pH 3,0. As condicdes experimentais foram as
seguintes: temperatura 25 °C, 55% do poder de laser e 3 segundos de tempo de
aquisicao, sendo realizadas 100 aquisicbes de cada amostra. O equipamento
utilizado foi o ProteinSolution®Dyna Pro®, acoplado ao software Dynamics® que
realiza a aquisicao dos dados e calculo do raio hidrodinamico. Estes experimentos
foram realizados no Laboratério de espectroscopia e calorimetria (LEC) do
Laboratério Nacional de Biociéncias (LNBIO) em Campinas - SP. Para o calculo do
volume hidrodindmico foi considerada que a proteina é uma esfera perfeita usando a

equacgao2:

V=4/3xmxr3 (2)

Onde r é o valor do raio.
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5.5 Determinacao do potencial zeta e carga superficial das isoformasy- e a-
tripsina

O potencial zeta e a carga superficial das enzimas foram mensurados usando
um equipamento de espelhamento dinamico de luz (NPA152 Zetatrac, Microtrac).
Foram utilizados 2,0 mL de y- ou o-tripsina (1 mg.mL™") em tampao fosfato de sédio
monobasico a 30 mmol.L™", pH 3,0, na célula de medida. Os valores representam a
média * desvio padrdao. Este experimento foi realizado em colaboragdo como
Laboratério de Sistemas de Liberacao Controlada - IFES — Aracruz.

5.6 Estudo da desnaturacao térmica monitorada por espectroscopia no Ultra
Violeta.

Para monitorar a desnaturagdo proteica usando espectroscopia no ultravioleta
foram testados diversos métodos de acompanhamento deste processo como:
variacdo do Amax(MACH et al., 1991), variacao na absorcao(NASSER BRUMANO,
2000) nos comprimentos de onda especificos para PHE, TYR ou TRP e ainda a
variacdo da segunda e quarta derivada(BALESTRIERI et al., 1978; PADROS et al.,
1982; RAGONE et al., 1984) na curva da absorcao (250-310 nm) durante o processo
de desnaturacdo térmica. Para realizacao destes experimentos foi utilizado um
espectrofotometro de alta resolucao (ThermoScientific™ Evolution™ 300) localizado
no Laboratério Multiusuario de Analise Biomolecular (LABIOM/UFES). Foram
realizadas diversas varreduras espectrais usando amostra de tripsina comercial
bovina e a-tripsina a fim de decidir qual seria a melhor concentracdo de proteina
usar (menor concentracdo, que mesmo depois de desnaturada tem absorcédo acima
do limite de quantificacdo e do ruido do aparelho) e quais os parametros (resolucéo
e velocidade de varredura) do equipamento seriam mais adequados para aquisicao

dos dados para esse tipo de anélise.

Apos varios experimentos com variagdo de concentracdo da amostra e dos
parametros do equipamento (resolugcao e velocidade de varredura) observou-se que
o método mais adequado seria 0 descrito a seguir:
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e 0,4mg.mL", pH 3,0 (glicina 50 mmol.L™" + cloreto de calcio 20 mmol.L™).
e Condicoes espectrofotdmetro:

o Varredura de 260 a 310 nm.

o Resolugao 1nm.

o Passo 1nm.

o Velocidade de varredura 600 nm/min.

o 10 ciclos por amostra.

Para realizacdo da termo estatizacdo dascubetas de amostra e de referéncia, foi
utilizado um banho maria externo (banho ultratermostatico, Quimis). A obtencao do
espectro de absorcao foi realizada 10 minutos apdés ambas as cubetasatingirem a
temperatura desejada. Foram realizadas varreduras nas temperaturas de 293,15 a
353,15K, a cada 2 K.

Para confirmacao de que o processo de desnaturacao proteica era reversivel foi
realizado teste de reversibilidade, onde ap6s a proteina ter sido submetida ao
processo de desnaturacdo térmica a mesma foi resfriada e entdo obtido um novo
espectro que foi comparado com o obtido antes da desnaturacdo. A semelhanca

entre os dois espectros comprova que o processo é reversivel.

Para confirmar a utilizacdo deste método foi usado a isoforma a-tripsina como
controle positivo jA& que a mesma possui seus parametros termodinamicos
determinados por calorimetria diferencial de varredura (DSC) (SANTOS et al.,
2008b), assim a isoforma a-tripsina foi submetida as condicées acima para que os
resultados obtidos pudessem ser comparados.

5.7 Espectroscopia de Dicroismo Circular.

Para obtencdo dos dados foi utilizado um espectropolarimetro, Jasco J-810
equipado com sistema peltier de controle de temperatura. Foram adquiridos
espectros do UV distante de 190-260 nm, em cubeta com caminho éptico de 1Tmm.
Para cada espectro da amostra foi subtraido o espectro do tampéao correspondente.
Um espectro representa a média de 10 acumulagdes, com resolugédo 0,5 nm, tempo
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de resposta de 4 segundos e velocidade de varredura de 50 nm.min™'(VIANA et al.,
2010). Estes experimentos foram realizados no Laboratério de espectroscopia e

calorimetria (LEC) do Laboratério Nacional de Biociéncias (LNBIO) em Campinas.

5.7.1 Determinacdo da composicdo de estrutura secundaria das isoformasy- e a-
tripsina

A determinacdo da composicao de estrutura secundaria de y- e a-tripsina
(0,15 mg.mL™") em tampé&o fosfato de sédio monobasico a 30 mmol.L™, pH 3,0 foi
realizada utilizando a metodologia descrita no item 5.7 a 298,15 K. As porcentagens
das estruturas secundarias, a-hélice, folha B e “randomcoil” foram estimados
utilizando o algoritmo e base de dados CDSSTR (JOHNSON, 1988) acessado pelo
Dichroweb(WHITMORE; WALLACE, 2004). Os dados foram adquiridos no
Laboratério de espectroscopia e calorimetria (LEC) do Laboratério Nacional de
Biociéncias (LNBIO) em Campinas.

5.7.2 Estudo da desnaturacao térmica da isoformay-tripsinapor dicroismo circular

O estudo de estabilidade térmica foi realizado com v-tripsina (0,15 mg.mL™)
em tampao fosfato de sédio monobasico a 30 mmol.L”", pH 3,0. Foi utilizada a
metodologia descrita no item 5.7, com variacao de temperatura de 298,15 K até
344,15 K, adquirindo dados a cada 2 K. Para monitorar o processo de desnaturacéao
foi utilizado o sinal a 205 nm. Para avaliar a reversibilidade da desnaturacao térmica
a amostra desnaturada foi resfriada e entdo adquirido um novo espectro que foi
comparado com o obtido antes do processo de desnaturagéo.
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5.8 Analise dos dados de termodinamica.

Para calcular parametros termodindmicos a partir de dados obtidos por
espectroscopia € necessario usar uma sonda que reflita a mudanca que ocorre na
estrutura da proteina durante o processo de desnaturagao térmica. As sondas mais
utilizadas e descritas na literatura sdo: acompanhar a mudanga na segunda
(BALESTRIERI et al., 1978) ou quarta(PADROS et al., 1982) derivada do espectro
de absorcdo e monitorar a mudanca na intensidade de absorcdo (PACE; SHIRLEY;
THOMSON, 1990). Independente da sonda utilizada para avaliar o processo de
desnaturacao térmica o resultado obtido é um grafico sigmoidal, o qual seus
parametros serao utilizados para obter os dados termodinamicos, de acordo como
descrito no item5.8.1. Os dados foram analisados utilizando as sondas citadas acima
para avaliar qual era melhor para analisar os dados obtidos. E a analise realizada
para 0 experimento com a a-tripsina foi utilizada como parametro paraescolher o
método, uma vez que ela possui seus parametros termodinamicos
determinados(SANTOS et al., 2008b).

5.8.1 Calculo dos parametros termodinamicos

Os dados obtidos das curvas de desnaturacado térmica foram submetidos a
uma regressdo nao linear de Boltzmann, no OriginPro® 8.0, para obtencdo de uma
curva sigmoide. A partir dos dados ajustados foi calculada a fracdo de proteina
desnaturada (fy), segundo a equacao 3(PACE; SHIRLEY; THOMSON, 1990),
limitando os dados entre 0 e 1 onde 0 representa 100% das moléculas no estado
nativo e 1, 100% no estado desnaturado. A construcdo de um gréafico fy versus

temperatura, foi util para obteng¢ao dos parametros termodinamicos.

Ve — ¥

¥r— ¥y (3)

fu=

Onde yr e yy representam os valores de y caracteristico do estado nativo e
desnaturado respectivamente e y é o valor mensurado. Utilizando os dados obtidos

com a equagao de Boltzmann pode-se considerar o valor de yr igual a A1 e yy a Ao,
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o valor de y é corrigido utilizando a equacdo 4 e o valor de y!") representado na
equacao 5 representa a inclinacao da reta.

Ay — A,
y= = T 42 (4)
1+e dx
y(l) = (4; — Ay)/4dx (5)

Os parametros A1, Az, Xo € dx sdo obtidos apds analise dos dados brutos com
a equacgao de Boltzmann.

O valor de y também foi corrigido utilizando a equagdo 6(COHEN; PIELAK,
1994). O valor de y obtido dever ser o mesmo para as duas formas.

_ vy + me/T) + (Y, + my) X exp {AHm/R X [i — %]} (6)
T 1+exp{AHm/R>< i—%]}

Onde Té a temperatura em Kelvin, R é a constante universal dos gases, Tné
temperatura de transicdo e AHyé a variagao de entalpia no Ty,. Os parametros ys e y,
referem ao intercepto nas linhas de bases nativo e desnaturada, respectivamente e

mye my sao as inclinagdes das linhas de base.

Entao foi calculada a constante de equilibrio (K) e a variagao de energia livre
(AG), usando as equacbes 7 e 8 respectivamente (PACE; SHIRLEY; THOMSON,
1990).

__fu
K=1 — fU (7)
AG = —RTInK (8)

Onde R é constante universal dos gases (1,987 caloria/K/mol) e T é a

temperatura em Kelvin.

Com os dados obtidos da desnaturacao térmica ainda é possivel obter mais
informacgdes, como variacao de entalpia (AH) e entropia (AS).



46
MATERIAIS E METODOS

Para o calculo de AH foi utilizada a equagcdo de van'tHoff (9) bem com as
equacdes 11(PACE; SHIRLEY; THOMSON, 1990), 12 e 13(MERGNY; LACROIX,

2003). O valor obtido pelas quatro equacoes é semelhante.
_AH _ d(InK)
©oa(3)
No grafico In K versus 1/T, com os dados da transicao, a inclinacao da reta é
igual ad(Ink)/d(1/T).

(9)

AG = AH — TAS
(10)

AH,, = Tpy X AS,, (11)

Uma vez que no Ty, (temperatura que tem 50% da proteina desnaturada) AG
€ igual a zero, pois no Thfy = 0,5; entdo de acordo com a equacgédo 6, K=1 e como In
(1)=0.

Substituindo a equacéao 10 o valor de AG vai ser 0. Podemos assim simplificar
a equacao 10 (classica para o célculo de AG) para a equacao 11. Onde AH,, vai ser
AH no T, e AS, € igual a inclinacao na reta AG versus temperatura, na regido de

transicao.
AH = 4RTm?* !
B m K[MJ (12)

Onde AT é variacao de temperatura na regidao de transicao e xocorresponde
ao valor de Tp,.

. dfu

Onde no gréfico fy versus temperatura a inclinacdo € igual adfu/dT e Xo
corresponde ao valor de T, o valor da inclinacdo é obtido utilizando os dados da
regressdo ndo linear de Boltzmann, sendo o valor de y!" como ja citado

anteriormente.
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5.8.2 Indice de cooperatividade (Cl)

A cooperatividade é uma medida da eficiéncia do quanto a informacgéo
calorimétrica € passada entre as unidades internas da biomolécula e é inversamente
proporcional a faixa de temperatura contida na area de transicdo na curva de
desnaturacao proteica. O Cl foi calculado de acordo com a equacao 14. Quanto
maior o indice de cooperatividade mais cooperativa é a proteina.

cI = 1,fM

Onde AT é variacado de temperatura na regidao de transicao.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Purificacao e pureza

Para isolar a isoforma a ser caracterizada neste estudo, foi realizada uma
cromatografia de troca catidnica de bancada seguindo o método ja padronizado por
Santos (SANTOS et al., 2008a) e o perfil cromatograficoobtido foi um perfil classico
de eluicdo para as isoformas de tripsina bovina (Figura 10), comparado com perfis
relatados na literatura (SANTOS et al., 2008a; SCHROEDER; SHAW, 1968; SMITH,;
SHAW, 1969). Como pode ser observado na Figura 10 foram obtidos sete picos
cromatograficos, sendo que destes somente trés, que correspondem as isoformas [3-
, a- e y-tripsina, ja foram isolados e caracterizados(BITTAR et al., 2003; MARTINS
et al., 2003; SANTOS et al., 2008b; SMITH; SHAW, 1969), assim restando ainda
quatro isoformas a serem estudadas. O pico cromatografico de interesse desse
estudo foi 0 quarto na ordem de eluicédo (Figura 10), que foi denominada de y-tripsina
por Teixeira em 1977 (TEIXEIRA, 1977).

Como pode ser observado na Figura 10 no geral a resolugcao cromatografica
entre as isoformas de tripsina foi baixa, entretanto foi considerada satisfatéria para
nosso proposito, pois como o objetivo principal deste trabalho foi a caracterizagéao
fisico-quimica da isoformay-tripsina, pouco tempo foi gasto para otimizacdo das
condicbes cromatograficas. Além disso, essa condicdo padronizada permitiu obter
quantidades suficientes da ordem de miligramas da isoformay-tripsina para realizar
sua caracterizacdo. A fim de selecionar uma fracdo da isoformay-tripsina pura a
partir da analise do cromatograma (Figura 10) o perfil de eluicgdo monitorado a 280
nm foi submetido a uma deconvolugdo matematica utilizando o software OriginPro
8%, e os resultados podem ser observados na Figura 10 nas linhas tracejadas.
Através da analise do perfil deconvoluido (Figura 10) pode ser observado que a
separacao entrea isoformay-tripsina e o pico anterior a ela nao é completa e ambas
possuem uma area de mistura. Para que nao fosse realizada uma re-cromatografia
optou-se em realizar o uso apenas dos tubos contidos na area retangular hachurada

(Figura 10) que continham apenas a isoformay-tripsina, mesmo levando esta medida
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ao baixo rendimento cromatografico. Posteriormente esta fracdo foi caracterizada
por espectrometria de massas do tipo MALDI-TOF (Figura 11) onde foi possivel

confirmar a sua pureza.

T T T T T T T T T
43.8 %

2.0 H 23,294 Da 1
/\\

—
o
1

10.0 % 272%
23,312 Da

23,312 Da

2
(‘\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\

—_Trhrre i

Absorbéncia (280 nm)

I
500 1000 1500 2000 2500
Volume (mL)

Figura 10: Cromatografia de troca catidnica de tripsina comercial bovina Sigma Tipo
| lote 8003. Condicdes cromatograficas: fluxo de 15 mL.h™' sobre a fase estacionaria
SE-Sephadex, quantidade de partida de 1,0 g, usando uma fase moével de 100
mmol. L' de Tris HCI, pH 7,1 a 4°C, 20,0 mmol. L-' de CaCl, e 1 mmol.L-' de
Benzamidina. Foram coletados 5mL por tudo e os mesmos foram detectados a 280
nm (__) e (----) € a deconvolugao matematica do perfil. De acordo com a area sob a
curva correspondente a cada isoforma foi calculada sua porcentagem de
composi¢do da amostra total. Os valores sobrescritos nos simbolos gregos indica a
porcentagem relativa de cada isoforma na composicdo da amostra total e os
subescritos sdo as massas moleculares determinadas por espectrometria de massa
do tipo Maldi-TOF.

Através da deconvolucdomatematica do perfil cromatografico foram obtidos
também os valores da area sob a curva do pico correspondente a cada isoforma e
com essa informacédo foi calculada porcentagem de cada isoforma em relacdo ao
perfil cromatografico e estes valores podem ser visualizados sobrescritos ao simbolo
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grego para cada pico na Figura 10. A analise desses dados sugere que ha uma
preferéncia para a formacdo de a- em vez de y- a partir de B-tripsina, pois a

porcentagem de y-tripsina € 2,7 vezes menor do que a de a-tripsina (Figura 10).

Além da caracterizacdo cromatografica as isoformas de tripsina foram
submetidas a espectrometria de massas MALDI-TOF-MS a fim de confirmar sua
identidade em fungdo da massa molecular. As massas moleculares obtidas para as
fracOes referentes a B-, a- e y-tripsina (Figura 10) estdo de acordo com trabalho

prévio (SANTOS et al., 2008a), confirmandoaidentidade das mesmas.

A pureza da fragao de y-tripsina selecionada no retangulo hachurado (Figura
10), foi avaliada por espectrometria de massas e o resultado obtido a 40 ppm de
exatiddo com resolucdo de 1 Da contido na Figura 11 demonstra que existem
apenas dois picos com alta intensidade: o pico dos ions (M+H)* com valor de 23.312
m/z e o (M+2H)?** com valor de 11.657 m/z. Como existe uma relagdo matematica
entre fons observados, ou seja, a relagdo m/z dos ions (M+2H)?* é metade dos
(M+H)*, entdo a massa da molécula contida no retangulo hachurado é de 23.312 Da.
Este valor de massa molecular esta dentro do esperado, pois a isoforma B-tripsina
possui 23.294 Da (SANTOS et al.,, 2008a) e na formagédo da isoformay-tripsina a
partir da isoforma B- ha quebra de uma ligacao peptidica, entdo deve ser somado 18
Da nesse valor devido a insercdo de um H e uma OH para estabilizacao das pontas
formadas. A partir dos dados cromatograficos, ou seja, predicao de ordem de eluicao
e massa molecular, pode se afirmar que a banda cromatografica selecionada no
retAngulo hachurado é constituida da isoformay-tripsina, e que a mesma possui

massa molecular semelhante a a-tripsina(SANTOS et al., 2008b).
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Figura 11: Espectrometria de massa da isoformay-tripsina. Deteccao realizada em

MALDI-TOF-MS (Autoflex-Bruker) no modo linear positivo. (M+H)™ é a molécula de y-
tripsina carregada com um préton e em (M+2H)?* esta carregada com dois prétons.

6.2 Analise estrutural da origem dasisoformasy- e a-tripsina

A partir dos resultados obtidos por Teixeira sobre os pontos de clivagem na
isoforma B-tripsina para formacao da isoformay-tripsina(TEIXEIRA, 1977), podemos
saber que as isoformasy- e a-tripsina sao originadas a partir de uma clivagem em
diferentes pontos da cadeia polipeptidica da B-tripsina(DAVIE; NEURATH, 1955). A
partir dos dados cromatograficos na Figura 10 uma sugestdao de preferéncia de
formacao da isoforma a-tripsina em relagcéao a y-tripsina pode ser vista. Assim, uma
tentativa de explicar esta preferéncia de formacao pode ser realizada analisando a
estrutura terciaria da molécula B-tripsina,observando a posicdo dos pontos de
clivagem da mesma para formar as outras isoformas. Para realizacdo desta andlise
foi utilizado o cristal de proteina da B-tripsina 1S0Q.pdb depositado no Protein Data

Bank e para as andlises utilizou-se o programa Rasmol® e o Swiss PDB Viewer®. Na
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Figura 12 foram destacados os pontos de clivagem para gerar ambas as isoformas
(y- e a-tripsina), observando em qual tipo de estrutura secundaria a clivagem ocorreu

bem como o grau de mobilidade da referida regido.

Como pode ser visto na Figura 12 a ligacao entre os residuos Lys131-Ser132,
que é o ponto de clivagem para originar a isoforma a-tripsina (regido destacada em
cor vermelha), esta localizada em um segmento de “loop” e na superficie da
molécula de B-tripsina, estando assim em um local de facil acesso para que ocorra a

clivagem.

Na Figura 12B a ligacao entre os residuos Lys155-Ser156 (regidao destacada
em cor azul), é o ponto de clivagem para formacao da isoformay-tripsina, que assim
como o local de clivagem para gerar a a-tripsina esta localizado na superficie da
molécula, porém estd em um segmento de alfa hélice. Uma vez que na por¢cédo de
alfa hélice as interacdes entre os residuos de aminoacidos sdo mais fortes do que
em um “loop”, a clivagem numa porcdo da molécula onde as interacées sao mais

fortes é menos provavel.

Além da analise de identificacdo estrutural foi realizada também uma analise
de mobilidade dos segmentos relacionados as transformacdées nas isoformas a partir
da B-tripsina. Como pode ser visto nas Figura 12 C e D, a porgao préxima ao local
de clivagem foi colorida por temperatura ou mobilidade. O programa Rasmol® colore
cada atomo de acordo com a temperatura anisotrdpica através do valor armazenado
no arquivo PDB que normalmente dd uma medida da mobilidade/incerteza da
posicdo de um determinado atomo. Altos valores sao coloridos em cores mais
quentes (vermelho) e os valores mais baixos em mais frios (azuis). Tons mais claros
de azul indicam maior mobilidade da regido do que as coloridas em tons mais
escuros. Como pode ser observado na Figura 12C a regido onde ocorre a clivagem
para originar a a-tripsina possui maior mobilidade (padrdo de cor atribuido pelo
Rasmol®) do que a que origina a y-tripsina (Figura 12D). Assim, podemos supor o

porquéda maior probabilidade de formar a isoforma a-tripsina a partir de B-tripsina.
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Figura 12: Posigao de clivagem na isoforma B-tripsina bovina para conversao em y-
ou em o-tripsina bovina. Imagens em “spacefill” geradas no Rasmol® a partir da
estrutura da B-tripsina bovina (1S0Q.pdb). Em A e B os segmentos em vermelho e
azul respectivamente marcam o ponto de clivagem para conversao em a-tripsina e y-
tripsina. Em C e D a regido proxima ao ponto de clivagem foi coloria de acordo com
temperatura, que demonstra a mobilidade da regido (altos valores sédo coloridos em
cores mais quentes (vermelho) e os valores mais baixos em mais frios (azuis)).

Diante do exposto acima podemos sugerir algumas hip6teses para explicar o
fato observado apds o processo de purificacdo (Figura 10) em relacdo as
quantidades relativa das isoformasy- e o-tripsina. Uma sugestao interessante
partindo da analise estrutural € que a diferenca de estabilidade e
mobilidade/exposicao entre as estruturas alfa hélice e “loop” na B-tripsina, sugere
que a formagédo de o-tripsina € favorecida devido o local de clivagem para sua
formagéo estar localizado em uma regido menos estavel e de maior mobilidade e
exposi¢cdo. Uma regido menos estavel é mais facil de ser clivada e uma regido com

maior mobilidade tem mais probabilidade de se afastar do interior da molécula,
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assim aumenta sua exposicao ao meio externo e consequentemente torne-se mais

susceptivel a clivagem em relacao ao segmento que leva a formacao da y-tripsina.

6.3 Caracterizacao enzimatica

A fim de conhecer o perfil catalitico da y-tripsina foram realizados testes de
atividade enzimatica em diferentes condicdes e para fins de comparacdo em
algumas destas condi¢des a atividade da a-tripsina também foi avaliada. A escolha
de comparacado entre y- e a-tripsina foi baseada no fato de que ambas séo
originadas da mesma proteina precursora (B-tripsina), e ambas possuem apenas
uma clivagem na sua cadeia polipeptidica. Assim, tornou-se interessante observar
se uma clivagem em pontos distintos da molécula de B-tripsina causaria diferentes
perfis cataliticos nas isoformas originadas.

6.3.1 Avaliacdo da atividade enzimatica amidasica e esterasica em funcédo do pH
das isoformasy- e a-tripsina bovina

A fim de determinar o perfil de atividade da nova enzima (y-tripsina) foram
realizados testes de atividade amidasica e esterasica em funcao do pH. Na Figura
13 pode ser observado o perfil amidasico da y-tripsina x pH, bem como o valor da
atividade da a-tripsina em pH 8,0. Para a isoforma a-tripsina n&o foi realizado o perfil
completo por este ja ter sido realizado anteriormente por Santos (SANTOS, 2009).

Como pode ser observado na Figura 13 o perfil amidasico da isoformay-
tripsina em diferentes valores de pH, segue o perfil tipico das isoformas de tripsina
(BEN KHALED et al., 2011; ERLANGER; KOKOWSKY; COHEN, 1961; FOUCAULT;
SEYDOUX; YON, 1974; OUTZEN et al., 1996; SANTOS, 2009), mostrando que ela
mantém sua caracteristica basica de hidrélise de amidas em meios levemente
alcalinos. Nos experimentos relatados na literatura as isoformas de tripsina possuem

maior atividade amidasica em pH 8,0 e com a acidificacdo do meio esta atividade cai
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progressivamente. Este também foi o perfil observado para y-tripsina (Figura 13) em
nosso trabalho, demonstrando que a proteina nao sofreu qualquer tipo de dano
irreversivel e que mantém o padréao tipico de atividade das isoformas de tripsina. A
fim de comparar as atividades relativas entre y- e a-tripsina foi realizada apenas uma
medida de atividade da isoforma a-tripsina em pH 8.Como pode ser observado na
Figura 13 nao existe diferenca significativa da atividade amidasica entre estas
isoformasy- e a- tripsina em pH 8. Assim, a partir de nossos dados € possivel sugerir
que a clivagem na cadeia polipeptidica que ambas possuem, mesmo que em
diferentes pontos da estrutura ndo altera a capacidade catalitica da enzima frente ao
substrato amidasico. Ou seja, a mudanca estrutural provocada pela quebra em

diferentes pontos ndo ocasiona uma mudanca significativa ao nivel do centro ativo.

1x10°- E:y—tripsina
a-tripsina

Atividade especifica (U / mg)

pH

Figura 13: Atividade amidasica da isoformay-tripsina em funcao do pH e da a-tripsina
em pH 8,0 usando o substrato BAPNA. O cromdéforo foi detectado a 410 nm. Os
valores sdo expressos como média (n=3) e mais ou menos um desvio padrao.
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Quando as primeiras pesquisas sobre as isoformas de tripsina iniciaram-se no
ano de 1970 era muito comum a realizacdo de testes de atividade esterasica, visto
que as serino proteases apresentam secundariamente esta atividade (FOUCAULT;
SEYDOUX; YON, 1974; SMITH; SHAW, 1969), assim para efeitos de comparacao
realizamos esta medida de atividade. Como pode ser observado na Figura 140 perfil
esterasico de y- e a-tripsina em diferentes valores de pH mostrou-se diferente do
observado em relagéo a atividade amidasica (Figura 13) para a mesma faixa de pH
analisado. O perfil de atividade apresentou um aumento de pH 2,5 a 5, em pH 5
atingiu sua maxima atividade diminuindo em seguida, depois diminui a atividade de
pH 5,5 a 7 e acima de pH 7,5 teve um leve aumento até pH 9. A y- e a a-tripsina
apresentaram o mesmo perfil de catalise para substrato éster, porém a isoformay-
tripsina catalisou uma quantidade maior de substrato, levando a formag¢do de mais
produto durante um mesmo periodo em comparag¢ao com a a-tripsina, apresentando

uma eficiéncia catalitica maior para o substrato do que a isoformaa-tripsina.

1x10°{—— y-tripsina Substrato BAEE
| —— o-tripsina

Atividade especifica (U / mg)

Figura 14: Atividade esterasica das isoformasy- e a-tripsina em funcéo do pH usando
como substrato o BAEE. O cromoéforo foi detectado a 253 nm. Os valores séo
expressos como média (n=3) e mais ou menos um desvio padrao.
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De forma geral a atividade das enzimas y- e a-tripsina em pH 8,0 mostraram-
se melhores catalisadoras para o substrato amida do que para o substrato éster. Em
relacdo a atividade amidasica o pH 6timo foi 8 e para esterasica foi pH 5 para ambas
as isoformas. Esta confirmagdo é interessante, pois o valor de pH 8 corresponde
com a acao bioldgica da tripsina, pois a mesma é secreta pelo pancreas na forma
inativa e somente no intestino (que possui pH em torno de 8) é convertido na forma
ativa com atividade proteolitica (BODE; FEHLHAMMER; HUBER, 1976). Como sua
funcéo fisiolégica esta relacionada com a clivagem de ligacao peptidica, ou seja, um
grupamento amida justifica o fato de ter sido observado maior atividade amidasica
do que esterasica para ambas isoformas em pH 8,0. Porém, ambas isoformas,
mostraram-se boas catalisadoras de substratos éster em pH 5,0; o que ndo esta
relacionado com sua principal funcao fisiolégica, porém essa atividade pode ser
explorada para fins em que se deseja atividade esterasica, por exemplo na
biocatalise de reacbes organicas. Apesar das duas isoformas apresentarem essa
caracteristica a isoformay-tripsina apresentou maior intensidade de catalise
esterasica (Figura 14) do que a-tripsina, sendo que em pH 5 a y-tripsina apresentou
atividade especifica 2,23 vezes maior do que da a-tripsina e em pH 8 3,77 vezes

maior.

6.3.2 Avaliagcdo da atividade enzimatica amidasica e esterasica em funcdo da
adicao de Cloreto de Célcio para as isoformasy- e a-tripsina

O efeito dos ions metdlicos sobre a atividade das isoformas de tripsina € bem
conhecido e estudado para outras isoformas, e este efeito pode variar conforme a
isoformaestudada(ABBOTT et al., 1975; BODE; SCHAWAGER, 1975; CHIANCONE
et al., 1985). A fim de avaliar a atividade da nova enzima foram realizados testes da
atividade amidasica e esterasica em funcao da concentracao de cloreto de calcio.

Na Figura 15foi possivel monitorar o comportamento da atividade amidasica
de y- e a-tripsina, em pH 8,0, frente a adicdo de diferentes concentracdes de CaCly,
enquanto a Figura 16 mostra o comportamento nessas condicoes em relagdo a
atividade esterasica.
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Figura 15: Atividade amidasica das isoformasy- e a-tripsina, em funcao da adicao de
diferentes concentragées de CaCl,, em tamp&o Tris-HCl 50,0 mmol.L™", pH 8,0
usando como substrato o BAPNA. O croméforo foi detectado a 410 nm. Os valores
S0 expressos como média (n=3) e mais ou menos um desvio padrao.

A analise dos perfis de atividade naFigura 15 e na Figura 16mostra que
ambas as enzimas apresentaram perfis cataliticos semelhantes. No que se refere a
atividade amidasica foi observado um aumento de atividade especifica até a adicao
de 20,0 mmol.L" de CaCl, e acima desta concentracdo a atividade comeca a
diminuir (Figura 15), ja para atividade esterdsica esse maximo de atividade

especifica foi observado com a adigdo de 2 mmol.L™" de CaCl, (Figura 16).

Uma explicagdo molecular para o comportamento das enzimas frente a
variacdo na concentragao de CaCl, € que o aumento inicial da atividade enziméatica
observado na Figura 15 e na Figura 16, pode ser justificado por uma diminuicdo na
taxa de autolise da isoforma, assim, diminuindo a formacao de isoformas inativas e
além disso, o célcio ao se ligar na enzima exerce um efeito estabilizante sobre ela
(ABBOTT et al.,, 1975). As justificativas de que o CaCl,aumenta a atividade
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enzimatica, diminui a autdlise e aumenta a estabilidade da enzima vem dos
primérdios das pesquisas com tripsina, onde tipicamente se adicionam CaCl
principalmente na concentracdo de 20,0 mmol.L”(BIER; NORD, 1951; GORINI,
1951; NORD; BIER, 1953).

Figura 16: Atividade esterasica das isoformasy- e a-tripsina em funcédo da adicao de

CaCl,, em tampao Tris-HCI 50,0 mmol.L™", pH 8,0, usando como substrato o BAPNA.
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O croméforo foi detectado a 410 nm. Os valores sdao expressos como média (n=3) e

mais ou menos um desvio padrao.

Além da teoria citada acima para justificar o aumento da atividade das
enzimas frente a adicdo de calcio, uma outra pode ser aventada e ja explorada por
trabalhos classicos com de(LAZDUNSKI; DELAAGE, 1965) que sugerem que
quando a molécula de célcio se liga ao seu sitio ocorre uma mudanca
conformacional tornando a proteina menos susceptivel a autdlise. Essa mudanca

coformacional gera uma molécula mais compacta e mais estavel.
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No que se refere a diminuicdo da atividade amidasica e esterasica apds o
maximo de atividade, para ambas enzimas, uma das possiveis explicacées € que
esse aumento pode favorecer a desnaturacdo e ou agregacdo das moléculas
proteicas e assim a proteina desnaturada é melhor substrato de autélise do que a
nativa. Deste modo, durante o teste de atividade o numero de moléculas ativas

diminuiria significativamente.

A hip6tese de que ocorre agregacao de proteinas é sustenta pela teoria da
série de Hofmeister(LEBERMAN, 1991). A explicacao para este efeito é baseada na
serie de Hofmeister (Figura 17), onde pode se notar que ambos os fons Ca?* e CI
sao desestabilizantes, porém a concentragdo do ion necessaria para exercer esse

efeito é variavel, dependo das caracteristicas de cada proteina.

Um dos efeitos destes ions desestabilizantes (caotropicos) é promover a
desnaturacao proteica a partir de determinada concentracdo. Estes ions interagem
preferencialmente com a proteina fazendo com que seja exposta uma maior area
interfacial entre proteina-solucao que é energeticamente mais desfavoravel (proteina
desnaturada). Assim o sistema proteina-solucado-ions tende a alcancar um estado
energético de menor energia para poder se estabilizar e uma das saidas para poder
deixar de expor seu “core” hidrofébico na superficie € conjugar-se com outra
proteina.

Este efeito jA bem conhecido aumenta a entropia do sistema diminuindo
assim a tensao criada pela exposicao do “core” hidrofébico, porém as proteinas se
agregam. Esta pode ser uma possivel explicacdo para o efeito observado,

diminui¢do de atividade enzimatica com aumento da concentragdo destes ions.
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HOFMEISTER SERIES
Cations
NH.* K= Na* Li* Mg 2+ Ca? guanidinium®
S04 HPO, acetater citratee Cl- NOy ClOs | ClOs SCN-
1 surface tension Anions | surface tension
harder to make cavity easier fo make cavity

| solubility hydrocarbons + solubility hydrocarbons

Salt out (aggregate) Salt in (solubilize)

| protein denaturation + protein denaturation

T protein stability | protein stability
Figura 17: Série de Hofmeister,(JAKUBOWSKI, 2013).

Apesar do CaClzestabilizar ou aumentar a atividade das enzimas estudadas o
mesmo é um sal com ions com caracteristica caotrépicas, ou seja, ions que tem
forte interagdo com proteinas desestabilizando-as. Em concentracées mais baixas
os fons Ca®' estariam se ligando preferencialmente ao sitio de calcio que esta
proteina possui levando a uma conformag¢do mais estavel ou diminuindo a taxa de
autol6lise como descrito por Lazdunski; Delaage, 1965, porém com aumento da
concentracao destes ions a relacao calcio/sitio aumenta e assim o efeito caotrépico

passa a predominar.

6.3.3 Avaliacdo da atividade amidasica em funcao da adicdo de cloreto de sbdio
para as isoformasy- e a-tripsina

A avaliagao do item 6.3.2. demonstrou que a atividade das isoformasy- e a-
tripsina variam em funcédo da adicao de CaCl, e ndo somente do ion célcio. Assim,
para confirmagao do efeito estabilizante do Ca®*, tornou-se necessario a medida da
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atividade das isoformasy- e a-tripsina em funcao da adicao de NaCl. Na Figura 18 é
possivel observar a influéncia da adicao de diferentes concentracdes de NaCl sobre
a atividade amidasica de y- e a-tripsina em pH 8,0. Ambas isoformas mostraram o
mesmo perfil, mantendo a atividade estavel até a adicdo de 50 mmol.L"' de NaCl e
em concentragfes maiores o incremento de sal leva ao decréscimo de atividade
amidasica. O fato de neste experimento com NaCl ter sido observado inicialmente
um platé na atividade especifica de ambas isoformas reforca a explicacao de que o
aumento inicial da atividade especifica observado no experimento anterior, com
adicdo de CaCl,, ser devido a presenca do ion calcio, pois o cloro estava presente

em ambos experimentos.

O efeito de diminuicao da atividade especifica com o aumento da adicao de
maiores concentracobes de NaCl se explica da mesma forma em que foi
explicadoanteriormente sobre a influéncia do CaCl, sobre as isoformas em estudo,
ou seja, através da teoria da serie de Hofmeister(LEBERMAN, 1991). Observando a
Figura 17 constata-se o CI esta na area de transicao entre agentes estabilizantes e
os desestabilizantes, enquanto Na® esta na mais deslocado para éarea de
estabilizantes. Isso poderia explicar o fato da y- e da a-tripsina se manterem estaveis
até concentracbes maiores de NaCl do que de CaCl,. Segundo a teoria de
Hofmeister existe uma concentracdo minima e especifica para cada molécula para
que estes ions possam agir como agente caotrépico. Para as isoformas estudadas
neste trabalho este efeito foi observado em concentragdes acima de 50,0 mmol.L™
de NaCl.
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Figura 18: Atividade amidasica das isoformasy- e a-tripsina em funcao da adicao de
NaCl, em tampao Tris-HCI 100,0 mmol.L", pH 8,0, usando como substrato o
BAPNA. O cromoforo foi detectado a 410 nm. Os valores sdo expressos como média
(n=3) e mais ou menos um desvio padrao.

Outra observagao interessante contida na Figura 18 é que y-tripsina se
mostrou mais sensivel, do que a-tripsina, a presenca dos ions ClI' e Na*, uma vez
que em toda faixa avaliada apresentou atividade especifica menor. Isto ocorre
provavelmente porque a y-tripsina tem uma carga superficial inferior a da a-tripsina
(Tabela 2), assim, provavelmente possuindo menos pontes salinas para serem

rompidas.
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6.3.4 Perfil de estabilidade térmica em funcdo do tempo e temperatura para as
isoformasy- e a-tripsina

A determinagéo da termoestabilidade das isoformas de tripsina foi monitorada
pela avaliagdo do decréscimo da atividade amidésica em funcdo do tempo e
temperatura. Como pode ser notado na Figura 190 fator temperatura atua sobre as
reacdes enzimaticas através de dois eventos simultidneos. O primeiro evento é
caracterizado pelo aumento na velocidade da reacdo catalisada em resposta ao
aumento da temperatura do sistema. Tanto para y- como para a a-tripsina esse
efeito foi observado até 328,15K (Figura 19). Isto ocorre devido a elevagcdo da
temperatura provocar o aumento da energia cinética média das moléculas
componentes do sistema. Ja no segundo evento, temperaturas mais altas levam a
desnaturacao enzimatica por alterarem as interagdes fracas que conservam a
estrutura tridimensional da enzima, devido ao aumento das vibracdes
intermoleculares (KUMAR; VENKATESU, 2012). Apdés o rompimento destas
interacdes a conformacéao tridimensional se altera de maneira que leva a perda de
atividade enzimatica. Entdo, com menos moléculas na forma nativa, ou seja,
capazes de realizar a hidrolise do substrato, a resposta observada da reacéo
catalitica diminui em pelo menos 50% da atividade, fato observado em temperaturas

acima de 338,15 K, para y- e a-tripsina (Figura 19).

Nas temperaturas entre 298,15 e 328,15 K, rapidamente as curvas atingem
seu ponto maximo e mantém-se em um platdé (Figura 19), o que mostra que a
maioria das enzimas presentes na solucdo estava na forma nativa e prontamente
capaz de catalisar o subtrato. Porém acima de 338,15 K além da resposta catalitica
ser menor a curva demora mais tempo para atingir seu platd, isso ocorre por que
neste momento uma porcentagem maior que 50% das enzimas estdo na forma
desnaturada (considerando que o T, da enzima é de 328,15 K), assim restaram

poucas enzimas nativas capazes que catalisar a reagao.

A y-tripsina mostrou atividade semelhante a a-tripsina, 0 que sugere que
ambas possuam Tp, proximos, pois atingiram o maximo de atividade catalitica na
mesma temperatura e também perderam a atividade na mesma temperatura e na

mesma propor¢cao. A a-tripsina possui T, igual a 325,9 K(SANTOS et al., 2008b),



65
RESULTADOS E DISCUSSAO

dessa forma esperamos encontrar um valor semelhante a este para y-tripsina no
estudo termodindmico. Uma vez que no Tn,0u seja, 50% das proteinas passam para
o estado desnaturado, em temperaturas acima do Ty, a atividade catalitica diminui

acentuadamente.

5
2X1 O T i T T T T T T T T T T T T
|——1v-298,15K
’ Substrato BAPNA
5
2x10 /—O—1v-308,15K _
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2x10°{——1- 328,15 K . ’-"P % |
| —— - 338,15 K /‘5 é-:‘o & ®
=
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1X10" 1 —>—7-348,15K

5| @0 31815K
X107 @ 328,15k

Atividade especifica (U / mg)

1X105_--‘--0c—338,15 T - n (] (] |
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6x10* " ] :
4x10* - L ) o
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Figura 19: Atividade amidasica das isoformasy- e a-tripsina em diferentes
temperaturas em funcéo do tempo, para y-tripsina foi feito de 298,15 a 348,15 K
(variando 10 K) durante 90 minutos (com medidas a cada 10 minutos) e para a-
tripsina foi feito nas temperaturas 318,15/328,15/e 338,15 K durantes 50 minutos
(com medidas a cada 10 minutos), em tampao Tris-HCI 50,0 mmol.L™", pH 8,0
contendo CaCl, a 20,0 mmol.L™" usando como substrato o BAPNA. O croméforo foi
detectado a 410 nm. Os valores sdo expressos como média (n=3) e mais ou menos
um desvio padrao.
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6.4 Dicroismo circular

A técnica de dicroismo circular foi utilizada tanto para determinar a composi¢cao
da estrutura secundaria das isoformasy- e a-tripsina como para o estudo de
estabilidade térmica de y-tripsina. Os experimentos foram realizados em pH 3 e este
valor foi escolhido, devido neste meio a taxa de autélise ser menor garantindo que o
resultado obtido fosse resposta de uma Unica isoforma e ndo de uma mistura. Para
que o estudo fosse realizado em meios alcalinos seria preciso adicionar uma
molécula inibidora, o que nao seria adequado para o estudo, visto que a ligagao
desta molécula levaria a uma possivel alteracdo da conformacdo original da

proteina, ou mesmo a mudanca do sistema termodinamico.

6.4.1 Determinacao da estrutura secundaria das isoformasy- e a-tripsina

A composicdo da estrutura secundaria das isoformasy- e a-tripsina foi
determinada em pH 3,0 a 25 °C. Os espectros obtidos foram analisados utilizando o
algoritmo e banco de dados CDSSTR®JOHNSON, 1999) acessado pelo
DICHROWERB para quantificar as estruturas secundarias que compde cada isoforma,
este algoritmo foi escolhido, pois foi o que melhor se ajustou as caracteristicas dos
dados deste trabalho, uma vez que o NRMSD (raiz quadrada do desvio médio
normalizado) obtido foi menor que 0,1, sendo este um dos principais critérios para
confirmar que os valores da predicao estao corretos(WHITMORE; WALLACE, 2004).
Os dados obtidos por esta analise estdo contidos na Tabela 1.

Ambas isoformas apresentaram perfil espectral semelhante com minimos na
mesma regidao (Figura 20). Através dos dados obtidos e descritos na Tabela 1 é
possivel perceber que ambas isoformas possuem porcentagem semelhante de cada
tipo de estrutura secundéria determinada. Mostrando com isso que independente da
regido onde ocorreu a clivagem para originar cada umas das isoformas estudadas a
molécula se rearranjou de tal forma que elas ficaram com porcentagem de estrutura

secundaria similar. Os valores observados neste experimento para isoforma a-
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tripsina estao de acordo com valores relatados anteriormente por (MARTINS, 1998)
para essa isoforma, os dados estdo mostrados na Tabela 1 confirmando a exatidao

de nossos dados.
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Figura 20: Espectro de dicroismo circular das isoformasy- e a-tripsina, em tampao
fosfato de sédio monobasico 30 mmol.L™", pH 3,0 a 298,15 K, para determinacéo da
composicao de estrutura secundaria.

Tabela 1: Composicao em estrutura secundaria das isoformasy- e a-tripsina, em pH
3,0, obtida através do espectro de dicroismo circular, analisado pelo software
CDSSTR®.

Isoforma Alfa hélice (%) Folha beta (%) Randomcaoil (%)
y-tripsina 7,3 35,0 57,3

a-tripsina 7,3 35,3 56,3

a-tripsina* 8 36 56

"Experimento realizado por (MARTINS, 1998).
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6.5 Volume hidrodindmico das isoformasy- e a-tripsina em pH 3,0

A fim de realizar inferéncias sobre os volumes hidrodindmicos das isoformasfoi
realizada cromatografia de exclusdo molecular, separadamente, para as isoformasy-
e a-tripsina provenientes do processo de purificacdo e estes resultados podem ser
vistos naFigura 21, bem como os valores de volume hidrodinamicocalculados a partir
do raio hidrodindmico que foram obtidos através da técnica de espalhamento
dindmico de luz (DLS).

Como pode ser observado na Figura 21os volumes de retencdo na
cromatografia de exclusdo molecular de ambas isoformas foram semelhantes e uma
vez que este tipo de cromatografia se baseia na separacdo por volume das
moléculas é possivel afirmar que as isoformas analisadas possuem tamanhos
semelhantes. O resultado qualitativo de volume hidrodindmico foi validado pela
realizacdo da técnica de DLS e estes resultados podem ser vistos na Figura 21,
onde os valores ndo foram significantemente diferentes para as duas isoformas.
Ambos os resultados sugeremque apds o processo de formacao das isoformasy- e
a-tripsina a partir da isoforma B-tripsina, ambas as enzimas sofrem ajustes
conformacionais de modo a alcancarem uma forma mais estavel e esta estrutura
final das duas isoformas nao possuem diferengas significativas levando em conta

sua forma globular.
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Figura 21: Sobreposicao dos cromatogramas das isoformasy- e a-tripsina obtidos por
cromatografia de exclusdo molecular, utilizando como fase movel tampao glicina a
100,0 mmol.L™", pH 3,0, contendo CaCl, a 20,0 mmol.L"eluindo em fluxo de 800
uL.min™ a 25°C, com inje¢do manual de 100 pL de uma solugdo a 0,05 mg.mL", e a
absorcao do eluato foi monitorada a 280 nm. E os volumes hidrodinamicos de y- € a-
tripsina obtidos pela técnica de DLS, em tampé&o fosfato de sdédio monobasico 30
mmol.L", pH 3,0 a 25 °C.

6.6 Potencial zeta, carga superficial e fator de retencao k das isoformasy- e a-
tripsina em pH 3,0

Com intuito de tentar diferenciar as isoformasy- e a-tripsina foram estudadas as

propriedades fisicas como potencial zeta, carga superficial e fator de retencao K.

Tanto o perfil cromatografico observado na Figura 10, como a diferenca de
resposta catalitica frente a presenca de ions (Figura 15, Figura 16 e Figura 18)
sugere que a y- e o-tripsina possuem diferentes distribuicbes de residuos de
aminod&cidos carregados na superficie da molécula e os resultados descritos na

Tabela 2 confirmam essa suposigao.
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Tabela 2: Potencial zeta, carga superficial e fator de retencéo k, de y- e a-tripsina em
pH 3,0

Isoforma Potencial zeta' Carga superficial®  Fator de retencéo®
y-tripsina 0,650 = 0,001 1 1,299
a-tripsina 0,660 + 0,001 5,66 3,029

' Obtido por mobilidade eletroforética

2 Obtido por mobilidade eletroforética e o valor representa o quanto a carga
superficial de uma isoforma é maior que a outra.

30btido por calculo (PASCHOAL et al., 2008) a partir do cromatograma da Figura 10.

Como pode ser observado na Tabela 2 a vy-tripsina apresentou fator de
retencao k aproximadamente 2 vezes menor em relagdo a a-tripsina. Considerando
que esse resultado é relativo a uma cromatografia de troca idnica isto significaque a
v-tripsina fica menos retida na coluna, ou seja, interage mais fracamente com a fase
estacionaria do que a a-tripsina, deste modoeluida primeiro. Além distoo fato da y-
tripsina apresentar carga superficial e potencial zeta menor do que a a-tripsina
(Tabela 2), justifica o resultado do perfil cromatografico.

6.7 Estabilidade térmica

6.7.1 Espectroscopia ultravioleta

A fim de explorar as propriedades de enovelamento/desenovelamento das
isoformas de tripsina, inicialmente optou-se por monitorar a estabilidade térmica por
espectroscopia no ultravioleta. Essa técnica monitora o deslocamento dos residuos
de aminoacidos aromaticos, Phe, Tir e Trp, do interior (hidrofébico ou com pouca
quantidade de agua) para o exterior da molécula (polar ou com maior quantidade de
agua), ecomo os aminoacidos citados acima tem uma tendéncia a ficar no interior da

molécula, quando uma proteina esta em processo de desnaturacdo, 0os mesmos
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sdo expostos ao solvente, o que gera uma mudancga no espectro de absorcdo na
faixa do ultra violeta de 260 a 310 nm.

Durante a padronizacdo do método a menor concentracdo que possibilitou a
aquisicdo dedados confiaveis foi de 0,4 mg.mL™, pois mesmo apds o processo de
desnaturacdo, que leva a diminuicdo da absorcdo por parte dos residuos
aminoacidos Phe, Tyr e Trp, o valor da absorcao permaneceu acima do valor do
limite dequantificacdo (10 x Sinal /Ruido). A varredura na faixa de 260 a 310 nm foi
utilizada por ser faixa de maior absorgdo dos residuos de aminoacidos monitorados
(Phe, Tyr e Trp). A resolugéo e passo de 1nm e a velocidade de varredura de 600
nm/min foi a melhor combinagdo que permitiu a obtencdo de graficos que refletiu
melhor as mudancas ocorridas no processo de desnaturacdo. Este conjunto de
parametros otimizados, possibilitou aa avaliacdo por analise da segunda ou quarta
derivada do gréfico, bem como da mudancga na intensidade da absorgao.

Como todos os processos termodindmicos devem ter um alto grau
reversibilidade tornou-se imprescindivel investigar se a isoformay-tripsina passa por
um processo reversivel de desnaturacdo. O teste reversibilidade térmica naFigura
22, mostrou que tanto a y- como a a-tripsina sofrem um processo reversivel de
desnaturacao, pois como pode ser observado na Figura 22 os espectros de
absorcao a 293,15K obtidos antes e apdés o processo de desnaturacao térmica
(353,15 K) se sobrepdem em mais de 90% e a absorcdo dos residuos de

aminoacidos Tyr e Trp sao >95%.

A Figura 22 mostra que experimento foi considerado satisfatério em relagéo a
reversibilidade e a Figura 23 a obtencdo de uma curva sigmoidal que equivale a uma
desnaturacao térmica em dois estados e estes sdo critérios basicos para obter
parametros termodinamicos a partir de dados espectroscopicos (PACE; SHIRLEY;
THOMSON, 1990).
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Figura 22: Teste de reversibilidade para y- e a-tripsina durante o processo de
desnaturacao térmica. O espectro absorcdo com os simbolos quadrados foi
adquirido na primeira temperatura do experimento (293,15 K), onde a proteina esta
no estado nativo. E o espectro com simbolos tridangulos foi adquirido apds a proteina
ter sido desnaturada por calor (aquecida até 353,15 K) e resfriada a temperatura

inicial.

A partir da analise das varreduras espectrais (260 a 310 nm) foram calculados
a segunda e quarta derivada dos espectros de absorcdo obtidos durante a
desnaturacdo térmica, e os dados foram analisados segundo(BALESTRIERI et al.,
1978; MACH et al., 1991; PADROS et al., 1982; RAGONE et al., 1984), neste tipo de
analise € monitorado o deslocamento dos picos referente a absorcido de cada
residuo de aminoacido de uma proteina (Phe, Tyr e Trp). Porém esta técnica nao foi
sensivel para analisar os dados obtidos para y- e a-tripsina, pois a variacdo no
comprimento de onda no maximo de absorcdo para os residuos de aminoacidos
Phe, Tyr e Trp nao foi tdo significante durante o processo de desnaturagdo. Outra
opcao de analise foi monitorar a mudanca na intensidade de absor¢édo dos residuos
de Phe, Tyr e Trp das isoformas de tripsinaem funcdo do aumento da temperatura
(PACE; SHIRLEY; THOMSON, 1990). Esta andlise mostrou-se eficaz em relacdo a
sensibilidade e precisdo dos resultados termodinadmicos, e assim foi utilizada para

obter os parametros termodindmicos das isoformasy- e a-tripsina.
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A fim de determinar a exatiddo desta técnica foi realizado um experimento
empregando-se a isoformaa-tripsina para obtencdo dos valores de T, e AH.
Osvalores de T, e AH obtidos para a-tripsina (Figura 23)pela técnica de
acompanhamento de desnaturacdo da enzima por UV, foram préximos ao descrito
na literatura (325,9 K, SANTOS et al., 2008b), mas nao iguais sendo que o Ty
apresentou diferenca de um grau centigrado. Provavelmente isso ocorreu por o
espectrofotometro utilizado ndo possuir um sistema de aquecimento proprio, entao
era necessario que as amostras fossem aquecidas em um banho externo e
transferidas no momento da obtencédo dos dados e durante essa transferéncia pode
ter ocorrido troca de calor com o0 ambiente alterando assim a energia do sistema e o

resultado real.
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Figura 23: Curva ajustada matematicamente pela equacdo de Boltzmann,
monitorada por espectroscopia ultravioleta 285 nm, de a-tripsina (0,4 mg.mL™"), em
tampao tampdo glicina 50 mmol.L™" + cloreto de calcio 20 mmol.L", pH 3,0, em

diferentes temperaturas (293,15-353,15 K). T, € temperatura media de
desnaturacdo e AH ¢ a variagédo de entalpia.
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Apesar da diferenca de valores de T, eAHobtidos na técnica padronizada por
espectroscopia por UV ser extremamente pequena, para caracterizacdo de uma
nova enzima e devido as inUmeras semelhancas que este trabalho mostrou ter entre
as isoformasy- e a-tripsina, tornou-se necessario explorar as propriedades
termodinamica da enzima fy-tripsina em uma técnica mais exata. Diante desse
problema optou-se por monitorar o processo de desnaturacao por dicroismo circular
em equipamento acoplado com sistema peltier de controle de temperatura. Como a
UFES nao dispunha desse tipo de equipamento esses experimentos foram
realizados no Laborat6rio de espectroscopia e calorimetria (LEC) do Laboratério

Nacional de Biociéncias (LNBIO) em Campinas.

6.7.2 Dicroismo circular

A fim de monitorar o processo de desnaturagcédo térmica da isoformay-tripsina
com alta exatidao foi realizado um processo de desnaturacdo térmica monitorado
por espectroscopia de dicroismo circular. A Figura 24 mostra a curva de
desnaturacao térmica da isoformay-tripsina em pH 3,0 a 205 nm.A partir dos
resultados experimentais a curva foi ajustada utilizando a equagé&o de Boltzmann
(Figura 24A) e os dados obtidos foram utilizados para célculo dos parametros
termodinamicos T,, AHmandASw, bem como para o calculo indice de
cooperatividade, dispostos na Tabela 3. Os dados da curva de desnaturacéo
térmica foram normalizados entre 0 e 1 para fy (fracdo desnaturada), onde 0

representa o estado 100 % nativo e 1 o0 estado 100 % desnaturado (Figura 24B).

A reprodutibilidade dos testes foi considerada boa (>90%) e a reversibilidade
de desnaturagao térmica foi de aproximadamente 95% ou mais para y-tripsina. O
sinal espectroscépico para o desdobramento da proteina (Figura 24) apresentou
uma curva sigmoidal, que é tipico de um processo de desnaturagcéo proteica em dois
estados monitorado através de técnicas espectroscépicas (PRIVALOV, 1979).
Foram realizadas apenas algumas medidas por calorimetria diferencial de varredura

(DSC) com y-tripsina, para determinagao darelacdo AH../AH,n, € estes resultados
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estao préximos da unidade (0,98). Como a y-tripsina apresentou alta reversibilidade
térmica, desnaturacdo em dois estados e relacdo AH../AH,4 préximo de um, os
resultados obtidos por técnicas espectroscédpicas, podem ser utilizados para
determinar os parametros termodinamicos e considerar que o AH,4 calculado é igual

ao AH.a(PACE; SHIRLEY; THOMSON, 1990).

Como pode ser visto na Tabela 3, durante a desnaturacao térmica em pH 3,0,
monitorada por CD a 215 nm a isoformay-tripsina apresentou T, e Cl maior do que
a-tripsina (SANTOS et al., 2008b), AHm, € ASt menor que da a-tripsina. Portanto, a
y-tripsina mostrou ser termicamente mais estavel do que a a-tripsina em pH 3,0.
Além disto, a y-tripsina apresentou uma menor variacao de temperatura na area de
transicdo durante o processo de desnaturacao térmica, possuindo um maior Cl do

que a a-tripsina em pH 3,0.
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Figura 24: Curva de desnaturacéo térmica. (A) Curva ajustada matematicamente no

modelo sigmoidal que pode ser considerado um modelo de transicdo de dois

estados, monitorada por dicroismo circular a 205 nm, de y-tripsina (0,15 mg.mL™),

em tampdo 30 mmol.L" fosfato de sédio monobasico, pH 3.0, em diferentes

temperaturas (298,15-344,15 K). T,, é temperatura media de desnaturacao e AH é a

variagdo de entalpia (B) Curva normalizada da fragdo desnaturada em cada

temperatura a partir dos resultados da curva A.
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Tabela 3: Parametros termodinamicos das isoformasy- e a-tripsina em pH 3,0

Isoformas T, (K) AHm® (kd.mol™)  ASmH° (kJ.mol".K")  CI(K)
ytripsina®*  327,35+0,2 396,13+ 12 1,21 £ 0,02 0,11
o-tripsina#  325,9+0,1 414,63+3,5 1,27 + 0,01 0,10

? Temperatura em que 50% das moléculas estao no estado desnaturado.

® Variagdo de entalpia no T,

°Variacao de entropia no Tp,

4 [ndice de cooperatividade.

" Obtido por espectroscopia dedicroismo circular.

* Obtido por calorimetria diferencial de varredura,DSC (SANTOS et al., 2008b).

Assumindo que no estado desnaturado a populacdo de moléculas das
isoformasy- e a-tripsina desnaturadas deve ser igual, pois elas sdo originadas da
mesma molécula (B-tripsina), algumas consideragdes podem ser feitas sobre a
capacidade calorifica da y-tripsina. Para esta andlise, a capacidade calorifica das
enzimas deve ser analisada observando o estado nativo, uma vez que AGC, € igual a
diferenca entre a capacidade calorifica do estado desnaturado (residuos
hidrofébicos menos enterrados no interior da molécula) e do estado nativo (residuos
hidrofébicos mais enterrados). O estudo de estabilidade térmica indicou que v-
tripsina é mais estavel do que a a-tripsina, no entanto, para a desnaturacao total de
y-tripsina é necessaria uma quantidade menor de calor (AH) do que para a a-tripsina.
Este resultado pode ser explicado considerando que durante a desnaturacao térmica
a y-tripsina transmite as informagdes calorimétricas de forma mais eficiente, sendo
assim mais cooperativa do que a-tripsina, justificando uma menor quantidade de
calor para provocar a sua desnaturacdo completa e esta explicacao esta de acordo
com 0s nossos resultados (Tabela 3). Estes resultados sugerem que o estado nativo
de y-tripsina tem um maior niumero de contatos hidrofébicos e consequentemente,
um nudcleo hidrofébico mais compacto (SPOLAR; RECORD, 1994) do que a-tripsina.
Diante dessas consideracdespode-se sugerir que a capacidade de calorifica, de -

tripsina € maior da a-tripsina.

Uma vez que y- e a-tripsina tem 0 mesmo raio hidrodinamico e os resultados

termodinamicos mostraram que a y-tripsina provavelmente tem um core
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hidrofébicomais compacto que o da a-tripsina,podemos sugerir um modelo para a
compactacao das isoformas de tripsina: para ambas as isoformas o raio total (R) da
molécula seria composto pela soma dos raios de duas camadas, o core hidrofébico
mais interno (R1) e a camada externa ao core hidrofébico (R2) (como
esquematizado na Figura 25).

A B

Figura 25: Representacao esquematica do raio hidrodinamico, (A) representa ay-
tripsina e (B) a a-tripsina. R € o raio total da molécula, R1 o raio da camada interna e
R2 o raio da camada externa.

Assim, levando em conta nossos resultados fisico-quimicos de volume
hidrodindmico (raio hidrodinamico), T, indice de cooperatividade e capacidade
calorifica sugerida, podemos propor um modelo como na Figura 25. Sendo assim o
modelo day-tripsina tem R1 menor do que a a-tripsina,entdo para que R seja igual
para as duas o R2 da y-tripsina deve ser maior do que o da a-tripsina. Dessa forma
aisoformay-tripsina possui um volume relacionado a R1 mais compacto, com mais
interacdes hidrofébicas ou interacbes mais intensas do que no modelo para a

isoforma a-tripsina.
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A partir dos da caracterizacao realizada nesse trabalho foi possivel fazer uma
comparacao entre y-, a- e B-tripsina, como ilustrado na Figura 26, onde mostra que a
uma clivagem na cadeia polipeptidica da B-tripsinapode originar y- ou a-tripsina,
dependendo de onde ocorra essa clivagem. Estas isoformas apresentam cargas
superficiais diferentes sendo que a da B-tripsina>a-tripsina >y-tripsina. No que se
refere a estabilidade térmica e cooperatividade elas seguem a seguinte ordem: B-
tripsina>y-tripsina >a-tripsina, indicando que nessa mesma ordem o core hidrofébico
fica menos compacto, ou seja, quem é mais estavel tem o core mais compacto.
Como elas sdao da mesma familia e sao isoformas podemos considerar que no
estado desnaturado a populagcdo de moléculas apresenta conformacdo muito
semelhante, porém no estado nativo cada uma assume uma conformagéo diferente

e essa diferenca reflete na diferenca das caracteristicas estudadas.

A
L
= |
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'_\. [
_\‘ &
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eS| .
e
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Figura 26: Resumo de alguns parametros fisicos quimicos comparativos entre y-, a-

e B-tripsina.
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7 CONCLUSAO

A isoforma, y-tripsina, caracterizada neste trabalho é a originada da mesma
isoforma (B-tripsina) e possui 0 mesmo numero de cadeias de polipeptidicas que a
a-tripsina, com diferenca na posicao em que ocorre a clivagem para dar sua origem.
Durante a caracterizacao foi observado que ambas isoformas possuem a mesma
massa molecular, atividades enzimaticas semelhantes, mesma composicado de
estrutura secundaria, mesmo raio hidrodinamico, com tantas semelhancgas
estruturais era esperado que elas também possuissem propriedades
termodindmicas semelhantes. Porém isso nao foi observado, os resultados
mostraram que a 7y-tripsina possui maior estabilidade térmica e é mais cooperativa
que a o-tripsina. Estas isoformas também se mostraram diferentes quanto a
distribuicdo de aminoacidos carregados na superficie da proteina, sendo que a y-

tripsina possui menor carga superficial que a a-tripsina.

Como a y- e a a-tripsina apresentaram a mesma composicao de estrutura
secundaria e o mesmo volume hidrodinamico provavelmente elas possuem estrutura
terciaria diferente, uma vez que apresentam comportamento termodinamico

diferente.

Os dados da caracterizagdo da y-tripsina sdo de grande importancia para
estudos que visam compreender como as isoformas de tripsina sdo produzidas e
degradadas no seu ambiente biolégico. Bem como para sua aplicacdo como
biocatalizador e na industria farmacéutica, de alimentos e detergentes.



8 PERSPECTIVAS

Projetos futuros para a isoformay-tripsina:

Cinética enzimatica.
Determinacéao termodinamica completa.

Cinética enzimatica em solventes orgéanicos.

Determinacéao da estrutura terciaria.
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