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RESUMO

As ciclodextrinas séo oligossacarideos ciclicos que possuem o0 exterior polar e uma
cavidade interna apolar. Elas sdo conhecidas por apresentarem a capacidade de
promover estabilidade, aumentar solubilidade, carrear e encapsular substancias como
enzimas. Por tanto, este trabalho teve como intuito investigar se a adicdo de uma das
ciclodextrinas, a beta-ciclodextrina, em um sistema contendo beta-tripsina provoca
aumento na estabilidade enzimatica, estrutural e termodinamica da enzima. Para isto,
foram realizados ensaios de atividade enzimatica, espectrofotometria de varredura de
ultravioleta, espectroscopia de varredura de fluorescéncia e microcalorimetria. O
sistema beta-tripsina:beta-ciclodextrina 1:30 (massa/massa) com tempo de 10
minutos de interacdo apresentou a melhor relacdo de custo beneficio (atividade
enzimatica por valor). Este sistema também apresentou os melhores resultados de
armazenamento (3 horas, em 4°C ou 25°C). A espectrofotometria de varredura de
ultravioleta néo foi sensivel para detectar alteracfes globais entre as proporcdes 1:30
e 1:0. Na espectroscopia de varredura de fluorescéncia a amostra 1:30 apresentou
um comprimento de onda maximo 28 nm menor em relagdo as outras amostras,
indicando que a presenga de beta-ciclodextrina promoveu um aumento
na estabilidade estrutural da enzima e no ensaio no microcalorimetro, foi observado
um aumento de 2 K na temperatura em que 50% das moléculas estdo desnaturadas,
além de aumento nos parametros de variagdo na entropia, variacdo de entalpia
calorimétrica e na variacdo de entalpia de Van't Hoff da amostra 1:30 em comparacao
a amostra 1.0, indicando que a presenca da beta-ciclodextrina no sistema proteico
promove o aumento do nimero de moléculas de beta-tripsina que estdo no estado
nativo, tornando o sistema mais estavel termodinamicamente. Além disto, os indice
de cooperatividade e a relacao variacdo da entalpia calorimétrica sobre a variacao da
entalpia de Van't Hoff ndo foram alteradas. Portanto, os parametros estruturais,
termodinamicos e enzimaticos do sistema protéico foram melhorados devido a adicédo
de beta-ciclodextrina na propor¢ao 1:30, indicando que a beta-ciclodextrina aumentou

a estabilidade da beta-tripsina.

Palavras-Chaves: Atividade amidasica. Beta-ciclodextrina. Beta-tripsina.

Calorimetria. Estabilidade. Espectroscopia. Termodinamica.
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ABSTRACT

Cyclodextrins are cyclic oligosaccharides that have a polar exterior and a nonpolar
interior cavity. They are known to have the ability to promote stability, increase
solubility, carry and encapsulate substances such as enzymes. Therefore, this work
aimed to investigate whether the addition of one of the cyclodextrins, beta-cyclodextrin,
in a system containing beta-trypsin causes an increase in the enzymatic, structural and
thermodynamic stability of the enzyme. For this, enzymatic activity assays, ultraviolet
scanning  spectrophotometry, fluorescence  scanning  spectroscopy and
microcalorimetry were carried out. The beta-trypsin:beta-cyclodextrin  1:30
(mass/mass) system with a 10-minute interaction time showed the best cost-benefit
ratio (enzymatic activity per value). This system also showed the best storage results
(3 hours at 4°C or 25°C). Ultraviolet scanning spectrophotometry was not sensitive to
detect global changes between 1:30 and 1:0 ratios. In the fluorescence scanning
spectroscopy, the 1:30 sample showed a maximum wavelength 28 nm shorter than
the other samples, indicating that the presence of beta-cyclodextrin promoted an
increase in the structural stability of the enzyme and in the microcalorimeter test, it was
observed an increase of 2 K in the temperature at which 50% of the molecules are
denatured, in addition to an increase in the parameters of entropy variation,
calorimetric enthalpy variation and in the Van't Hoff enthalpy variation of sample 1:30
compared to sample 1:0, indicating that the presence of beta-cyclodextrin in the protein
system promotes an increase in the number of beta-trypsin molecules that are in the
native state, making the system thermodynamically more stable. Furthermore, the
cooperativity indices and the ratio of calorimetric enthalpy changes to the Van't Hoff
enthalpy changes were not altered. Therefore, the structural, thermodynamic and
enzymatic parameters of the protein system were improved due to the addition of beta-
cyclodextrin in a 1:30 ratio, indicating that beta-cyclodextrin increased the stability of

beta-trypsin.

Keywords: Amydase activity. Beta-cyclodextrin. Beta-trypsin. Calorimetry. Stability.

Spectroscopy. Thermodynamics.
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1. INTRODUCAO

1.1. HISTORIA DA CICLODEXTRINA

O primeiro trabalho sobre o isolamento de um produto conhecido como ciclodextrina
(CD) foi feito na Franca em 1891 pelo farmacéutico e quimico Antoine Villiers
(VILLIERS, 1981). Ele realizou uma pesquisa do Bacillus amylobacter em varios
carboidratos, em particular na fécula de batata. No estudo, o autor observou que o
B.amylobacter incubado por varios dias em agua com fécula de batata resultava
principalmente na formacdo de ciclodextrina (CRINI, 2014). Ao estudar as
propriedades fisicas das CDs, Villers observou que tais cristais ndo eram digeridos
por Bacillus sp. e que também eram resistentes a acdo de agua e acidos, ou seja,
dificeis de hidrolisar. Em uma segunda publicacao, Villiers descreveu a composi¢ao
quimica de seus novos carboidratos cristalinos como um mdltiplo de férmula
[(CeH1005)2+3H20], propondo o nome “celulosina” devido a sua semelhanca com a
celulose, e obteve dois tipos diferentes a partir de "celulosinas" cristalizadas, que
provavelmente correspondem as que mais tarde foram chamadas de alfa-ciclodextrina
(a-CD) e beta-ciclodextrina (B-CD) (GONZALEZ, 2017).

Os préximos avancos em relacdo as CDs foram feitos por Franz Schardinger entre
1903 e 1911 (SCHARDINGER, 1903, 1905, 1909, 1911)(BREWSTER; LOFTSSON,
2007). Dentre as contribuicdes de Schardinger para o estudo das CDs estdo: foi o
primeiro a isolar o bacilo (Bacillus macerans) produtor de enzimas responsavel pela
transformacdo do amido em CD; publicou a primeira descricdo detalhada para a
preparacao e isolamento das CDs; e nomeacao da dextrina cristalina a e dextrina
cristalina B (DEPINTO; CAMPBELL, 1964; SCHARDINGER, 1911). Por conta dos
resultados obtidos por este pesquisador, as CDs também sdo conhecidas como

dextrinas de Schardinger, cicloamilose ou cicloglucanos (FRENCH, 1957).

A década de 1970 foi marcada por dois grandes eventos: Em primeiro lugar, diversas
empresas comecgaram a produzir e a comercializar a CD. Em segundo lugar, os
primeiros estudos concluiram que a -CD administrada oralmente é uma substancia
inofensiva. Como resultado, ocorreram grandes avangos nesta época. Em meados

dos anos de 1970, aplicagdes farmacéuticas e alimentares comecaram a aparecer e
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rapidamente ganharam espaco, especialmente no Japao (HAMADA; NAMBU; NAGAI,
1975; UEKAMA; OTAGIRI, 1987). O primeiro simpdsio internacional sobre a CD foi
organizado por Szejti em Budapeste no ano de 1981. Nesta década, muitos
catalisadores baseados na CD foram construidos para a quimica biomimética e outros
processos de interesse, como enzimas artificiais (BRESLOW, 1979; BRESLOW,
DONG, 1998). O numero de publicacbes comecou a aumentar exponencialmente,
assim como as patentes. Em meados de 1980, as CD eram produzidas em larga
escala e comercializadas a um preco razoavel, entre 10 e 15 ddlares por quilo
(GONZALEZ, 2017; SZEJTLI, 1982). Atualmente, a CD continua a oferecer novos
horizontes para a ciéncia e industrialmente, em que a cada ano, 2000 novas
publicacdes sdo dedicadas a CD (MORIN-CRINI et al., 2021).

1.2. CICLODEXTRINAS

As ciclodextrinas séo oligossacarideos ciclicos compostos por 6, 7 ou 8 unidades de
D-glicose ligadas através de ligacdes glicosidicas a-1-4, chamados alfa (a-CD), a beta
(B-CD) e a gama (y-CD), respectivamente (Figura 1). De todas elas, a B-CD é a mais
acessivel e de menor preco, além de ser a mais utilizada. Nas ciclodextrinas, grupos
hidroxilas primarios e secundarios estdo orientados para o exterior do anel formado
pelas unidades de glicose, conferindo-lhe um exterior bastante hidrofilico e uma
cavidade interna hidrofébica. Tal cavidade permite a formagcdo de complexos de
inclusao entre as ciclodextrinas e moléculas que apresentem dimensdes compativeis
com esta cavidade interna (IRIE; UEKAMA, 1997; LOFTSSON; MASSON, 2001,
MCCORMACK; GREGORIADIS, 1998). Elas sdo obtidas a partir de processos

biotecnolégicos envolvendo a degradacéo enzimatica do amido de milho.

Desde a década de 1970 as CDs foram reconhecidas como excipientes para uso
farmacéutico (SZEJTLI, 1998b). Sua estrutura molecular externa é hidrofilica e
relativamente lipofilica na cavidade interna e de acordo com estas caracteristicas sao
capazes de formar complexos de incluséo por meio de ligagbes ndo covalentes que
estabilizam uma grande variedade de moléculas em meios liquidos e sdlidos,
principalmente a (B-ciclodextrina, em cuja cavidade interna pode incluiu uma parte ou
a molécula inteira (SZEJTLI, 1998a). Estes complexos sdo caracterizados pela

penetracdo parcial ou total de moléculas na cavidade das ciclodextrinas (CDs). A
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formacdo dos complexos pode ter o proposito de aumentar a solubilidade, a
estabilidade, a taxa de absorcao ou reduzir a toxicidade do farmaco neles associado
(PEREZ, 2015).

0.57 nm 0.78 nm 0.95nm
<> €-——

>

Figura 1. Estrutura de ciclodextrinas nativas e tamanho de suas cavidades. Adaptado
de REY (2017).

1.3. COMPLEXOS DE INCLUSAO

O termo "einschlussverbindurg" (composto de incluséo) foi introduzido por Schlenk em
1950. Ele também é conhecido na literatura por outros nomes, como aduto, clatrato,
composto molecular ou complexo (SZEJTLI, 1998a). Complexos de inclusdo (Figura
2) sdo sistemas que possuem a estrutura de um clatrato, ou seja, uma molécula que
contém um segundo tipo de molécula. O composto hospede localiza-se na cavidade
hospedeira sem alterar significativamente sua estrutura, sendo capaz de formar
compostos cristalinos a partir de moléculas em qualquer estado da matéria (SZEJTLI,
2004).
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Complexo de inclusdo

Figura 2. ilustracdo de um complexo de incluséo. (BLANCO, 2012).

Em meios aquosos, a cavidade da CD é ocupada por moléculas de agua. Por ser
apolar, ocorre uma interacdo desfavoravel, de modo que é facil que essas moléculas
de agua sejam substituidas por moléculas “convidadas” menos polares, o que da
origem ao complexo de inclusdo (SZEJTLI, 2004). A grande importancia das CDs
reside na sua capacidade de formar seletivamente complexos de inclusdo com outras
moléculas, ions e até mesmo radicais, tal unido modifica as propriedades das
moléculas hospedeiras e “convidadas” (DODZIUK, 2006).

Os complexos de inclusédo sao formados quando a molécula "convidada" é parcial ou
totalmente incluida na "cavidade hospedeira” (Figura 3). Devido a cavidade
hidrofébica, as CDs apresentam um ambiente adequado para interacdo. Devido a
cavidade hidrofobica, as CDs apresentam um ambiente adequado para interagdo. A
estrutura externa das CDs é polar, o que permite a unido com agua por meio de
ligacdes de hidrogénio. A formacédo dos complexos de inclusdo é determinada pelas
caracteristicas das moléculas h6spede, como a polaridade, o tamanho, e a geometria,
e devem ser adequadas as caracteristicas hidr6fobas e ao tamanho da cavidade da
CD. A Figura 3 representa o equilibrio dinamico para complexos farmacos-CD com
estequiometria 1:1, 1:2, 2:1 e 2:2. A formacdo de complexos é possivel com toda a
molécula hospedeira ou parte dela. Devido a esta caracteristica, as CDs formam
complexos de inclusdo com uma grande variedade de compostos hidrofobicos e
alteram as propriedades fisico-quimicas e biolégicas das moléculas “convidadas”.
Essas mudancgas podem melhorar o potencial terapéutico das drogas, diminuindo sua
guebra antes de entrar nos tecidos e alterando a maneira como entram no tecido
(GIDWANI; VYAS, 2015).
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1:1 2:1 1:2 2:2

Figura 3. Tipos de complexos de inclusdo que se formam entre CDs e moléculas
héspedes. Adaptado de BALSALOBRE (2016).

1.4. INTERACAO DAS CDS COM PROTEINAS

Diferente das moléculas de tamanhos reduzidos, onde ocorre a incluséo desta na CD,
em estruturas maiores ocorre a inclusdo de apenas uma parte da substancia (Figura
4) (AACHMANN et al.,, 2003; KOUSHIK; BANDI; KOMPELLA, 2001; UEKAMA;
HIRAYAMA; IRIE, 1998).

A capacidade das ciclodextrinas de sequestrar porcdes hidrofébicas nas superficies
das proteinas as torna valiosas em duas areas. Primeiro, como sistema de entrega de
drogas. Segundo, pela estabilizagdo de proteinas contra agregacdo, desnaturacao
térmica e degradagdo. Assim, ciclodextrinas aumentam o tempo de meia-vida de
proteinas terapéuticas, como o horménio do crescimento e insulina, inibem ou
diminuem a agregacdo de proteinas, atuam como analogas a chaperonas,
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aumentando o redobramento de proteinas a partir de estados desnaturados
(AKIYOSHI; SASAKI; SUNAMOTO, 1999; BANGA; MITRA, 1993; HAGENLOCHER;
PEARLMAN, 1989; OTZEN et al., 2002).

As ciclodextrinas podem ndo somente reconhecer tamanho e forma, mas também a
quiralidade de aminoacidos. Entretanto, as moléculas de muitos peptideos e proteinas
sao tao hidrofilicas e volumosas para serem incluidas na cavidade da ciclodextrina e
as restricbes topoldgicas do esqueleto peptidico podem reduzir a formacédo de
complexos de inclusédo, portando sua interacdo com as CDs podem ser apenas locais,
ou seja, as cadeias laterais aroméaticas hidrofébicas acessiveis podem formar
complexos de inclusdo com CDs (COOPER, 1992). Esta interacdo afeta
possivelmente a estrutura tridimensional global de peptideos e proteinas ou pode inibir
sua associacgao intermolecular, alterando suas propriedades quimicas e bioldgicas.
Em vias gerais, as intera¢gfes entre CDs e proteinas ocorrem em cadeias laterais de
aminoacidos hidrofébicos que possuam uma area de superficie exposta que possibilite
a interacdo entre os residuos de aminoacidos e oligossacarideo, e que apresentem
uma superficie acessivel a agua (LOVATT; COOPER; CAMILLERI, 1996). Na Figura
4 € apresentada uma representacao da interacao entre a hidroxipropil-B-ciclodextrina
(HPBCD) e a deslorelina, um analogo sintético da gonadorrelina, utilizada na medicina
veterinaria para inducdo da ovulacdo em éguas. As cadeias laterais dos aminoacidos
tirosina e triptofano sao encapsulados pela cavidade hidrofébica da HPBCD
(KOUSHIK; BANDI; KOMPELLA, 2001).

T &

I
pGlu-His—NHCH— ¢ —NH— Ser —NH—CH-—C—NH— D-Trp-Leu-Arg-Pro NHET
12 3 ﬁ 4 5 6 7 8 9

Figura 4. Modelo esquematico demonstrando a interagdo da deslorelina com
Hidroxipropil-B-ciclodextrina (KOUSHIK; BANDI; KOMPELLA, 2001).
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Aachmann e colaboradores (2003) publicaram um trabalho sobre a interacdo entre a
insulina SerB9Asp, que possui 7 aminoacidos aromaticos (4 tirosinas e 3 fenilalaninas)
e B-CD (Figura 5). Eles observaram que 4 destas cadeias laterais (verde)
apresentaram interagdo com [B-CD enquanto 3 cadeias laterais (vermelho) né&o
apresentaram interagdo. Os que interagiram com a [B-CD apresentavam uma

superficie acessivel ao solvente muito maior do que 0s que nao interagiram.

Figura 5. Estrutura em esqueleto carbénico da insulina SerB9Asp, com os residuos
aromaticos destacados. Os residuos que nao apresentaram interagdo com a [-
ciclodextrina foram coloridos de vermelho, ja os que apresentaram foram coloridos de
verde. A parte da area acessivel ao solvente correspondente aos residuos € mostrada
em cinza. Adaptado de (AACHMANN et al., 2003).
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1.5. PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS DAS CDS NATIVAS.

As principais propriedades fisico-quimicas das CDs sado mostradas na tabela 1.

Tabela 1. Propriedades fisico-quimicas das principais Ciclodextrinas. Adaptado de
Balsalobre (2016).

Propriedades a-CD B-CD y-CD
N-glucopiranoses 6 7 8

Peso molecular (g/mol) 972 1135 1297
Solubilidade em agua a 25°C (%, p/v) 14.5 1.85 23.2
AH (kJ/mol) 32.1 34.7 32.3
AS (J/K.mol) 57.7 48.9 61.4
Tensao superficial (MN/m?) 71 71 71
Faixa de fusao Ta (C) 255-260 255-265 240-245
Diametro externo (A) 14.6 15.4 17.5
Diametro da cavidade (A) 4.7-5.3 6.0-6.5 7.5-8.3
Altura (A) 7.9 7.9 7.9
Volume da Cavidade (A) 174 262 427

As ciclodextrinas sdo muito soluveis em solventes apolares como dimetilsulféxido
(DMSO) ou N,N-dimetilformamida (DMF), porém, em agua e outros solventes polares
sua solubilidade € menor. B-CD é a mais insoluvel das trés, pois forma um cinturdo de
ligacdes de hidrogénio que Ihe confere grande estabilidade. a-CD forma apenas
guatro das seis ligacdes de hidrogénio possiveis, porque a tensdo do anel distorce as
unidades de glicose. Por seu lado, o y-CD é o menos estressado dos trés, o que
confere maior flexibilidade e solubilidade (PEREZ, 2015).

A partir das CDs naturais foram sintetizados outros tipos de CDs denominados
derivados ou modificados, que sdo obtidos por acilacdes, esterificacdo ou eterificacao
da hidroxila dos carbonos priméarios e secundéarios das CDs naturais. Devido a sua
capacidade de se ligar especificamente por ligagdo covalente ou n&o covalente a
outros CDs, esses acuUcares ciclicos podem ser usados como blocos de construcao

para complexos supramoleculares. Sua capacidade de formar complexos de incluséo
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com moléculas organicas convidadas oferece a possibilidade de desenvolver

filamentos supramoleculares (PEREZ, 2015).

As interacdes moleculares podem ser avaliadas utilizando-se diferentes técnicas, que
se baseiam em alteragdes fisico-quimicas da molécula incluida. Em solucao aquosa,
um dos métodos mais comumente empregados no estudo de complexacdo € o
diagrama de solubilidade de fases e a espectroscopia de UV-Visivel. Outros métodos
de analise também sao utilizados para a caracterizacdo dos complexos de inclusédo
com CDs como a espectroscopia de infravermelho (IV), e andlises térmicas como a
calorimetria diferencial de varredura (DSC) (ROLIM et al., 2010).

1.6. APLICACOES DAS CICLODEXTRINAS

As aplicacbes das CDs sdo muito diversas, principalmente na industria farmacéutica,
industria alimenticia, industria quimica, farmacologia, sintese organica e fotofisica,
catalise, biotecnologia, agricultura, medicina, indulstria téxtil, meio ambiente,
cosmeética e higiene (RADU et al.,, 2015). Ha grande interesse em controlar a
capacidade das ciclodextrinas de formar complexos, pois este é o ponto chave para

sua aplicacdo em campos téo diversos como 0s mencionados acima.

Uma das aplicagbes mais estudadas foca-se na sua utilizagdo como agentes
encapsulantes. As CDs podem aumentar a solubilidade e atuar como carreadores de
drogas e prevenir a quebra de moléculas instaveis (PEREZ, 2015). Do ponto de vista
do modelo, as reacgOes catalisadas por CD sdo de grande importancia, pois sao
cineticamente semelhantes em muitos aspectos as reacdes enzimaticas. Por esta

razdo, os CDs podem servir como modelos de certas enzimas porque:

Suas solubilidades em agua sao relativamente altas;
¢ Os compostos hospedeiros disponiveis séo versateis;
e Suas estruturas moleculares sdo bem definidas;

e Grupos hidroxila, atuando como catalisadores, s&o encontrados

regularmente nos anéis de CD.
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Além disso, a complexacdo de CDs com medicamentos, inseticidas, tintas, etc., séo
extremamente Uteis, pois varia o comportamento fisico-quimico e bioquimico dessas
substancias, o que, por exemplo, permite a solubilizacdo de determinados
medicamentos, facilitando a injecdo. Outra aplicacdo das ciclodextrinas estd em seu
uso em ressonancia magnética nuclear para aumentar a intensidade de certos sinais
para varios compostos. As CDs também sdo usadas para separacdo de compostos
em colunas cromatograficas, pois podem incorporar substratos especificamente
(PEREZ, 2015).

Na industria farmacéutica, as CDs e seus derivados tém sido utilizadas para a
complexacdo de medicamentos, bem como para outros aditivos auxiliares, a fim de
melhorar suas propriedades fisico-quimicas ou aumentar sua biodisponibilidade
(FROMMING; SZEJTLI, 2013). Na indudstria quimica, as CDs sdo usados como
catalisadores para melhorar a seletividade de certas reacdes, bem como para a
separacao e purificacdo de produtos industriais (BLANCO, 2012). As CDs séo usadas
na indastria alimenticia para aumentar a estabilidade de componentes dos alimentos
que sdo susceptiveis a acdo da luz, da temperatura e da oxidacao, além de diminuir
a velocidade de perda dos compostos volateis presentes. Com isso ha um aumento
da estabilidade dos flavorizantes, das vitaminas, das gorduras e de outros
componentes do alimento, resultando em aumento da vida Gtil do produto pés-
processamento, conhecido também como “tempo de prateleira’(BALSALOBRE,
2016). As CDs também séo utilizadas na industria de cosméticos e de produtos de
limpeza, encapsulando fragrancias, promovendo a estabilidade fisico-quimica e

reduzindo a velocidade da oxidacédo dos compostos (BLANCO, 2012).

Uma aplicagdo importante da ciclodextrina € como catalisadora de numerosas
reacoes de oxidacdo, descarboxilagdo e eliminagcdo. Outra importante atividade
catalitica reside no fato de que as ciclodextrinas sdo capazes de modificar a
fotorreatividade de determinadas moléculas, devido a sua incorporacdo em meios
organizados (micelas). No entanto, estas modificagcdes sdo imprevisiveis. Em alguns
casos, protegem as moléculas complexadas diminuindo a sua fotossensibilidade,
tendo-se como exemplo os alcaloides emetina e cefalina. Com outros compostos, as

ciclodextrinas catalisam reacdes fotoquimicas, tais como dimerizagéo e isomerizagao,
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tendo-se como exemplo o caso do cis-trans estilbeno e a isomerizacao cis-trans do
azobenzeno (DRUNKLER; FETT; LUIZ, 1999).

Na quimica analitica as CDs tém encontrado aplicac6es em diversos campos, tanto
em técnicas espectroscopicas como cromatograficas. A formacao de complexos de
inclusdo com CDs origina aumento na seletividade e sensibilidade do método analitico
empregado. Em HPLC, a B-CD tem sido utilizada para melhorar a resolucéo e
reprodutividade. Em colunas de cromatografia com gas, CDs séo utilizadas na fase
estacionaria, para facilitar as analises rapidas e de rotina, no que diz respeito a
separacao de enantiomeros (DRUNKLER; FETT; LUIZ, 1999).

Na despoluicdo ambiental, as CDs sao utilizadas para evitar o efeito de substancias
toxicas contidas no ambiente por meio da formacédo de complexos néo toxicos, como
poluentes em agua, podendo remover até 58% de compostos indesejaveis (BLANCO,
2012).

1.7. B-TRIPSINA

As serino-proteases constituem a familia das enzimas mais estudadas até os dias
atuais, sendo amplamente pesquisada por mais de 60 anos. Os membros mais bem

caracterizados sé&o a quimotripsina, subtilisina, granzima, tripsina e elastase.

A tripsina (Figura 6) foi descoberta em 1876 pelo fisiologista alemao Wilhelm Kihne
enquanto estudava o mecanismo da digestdo. E uma enzima peptidase, que quebra
ligagcbes de proteinas por hidrolise para formar peptideos ou aminoacidos de menor
tamanho (OLSEN; ONG; MANN, 2004).

Nos seres humanos, a tripsina é produzida no pancreas e secretada no duodeno
(parte do intestino), onde é essencial para a digestdo, chamada de tripsinogénio
(zimogénio). Como foi mencionado anteriormente, a enzima é produzida pelo
pancreas na forma de tripsinogénio (enzima inativa) e depois é ativada no duodeno
gracas a enteropeptidase, que a converte em B-tripsina (enzima ativa) por meio de um
corte proteolitico (OLSEN; ONG; MANN, 2004). Sua molécula (B-tripsina) consiste

em uma unica cadeia polipeptidica, formada por dois dominios de estruturas similares,



30

unidos de forma assimétrica, cujas interfaces estdo inseridas nos residuos de
aminoécidos cataliticos (LESK; FORDHAM, 1996; VOET; VOET, 2011).

Figura 6. Estrutura tridimensional da B-tripsina. Imagens em “ribbons” geradas no
Rasmol® a partir da estrutura da B-tripsina bovina (5ptp.pdb).

A tripsina € uma enzima especifica, pois liga o peptideo nas posi¢cdes carboxilas
terminais onde ha Arginina (Arg) ou Lisina (Lys), ambos aminoacidos com grupos R
carregados positivamente, fragmentando o peptideo inicial. Além disso € um modelo
interessante para o estudo de modelos de interagao, ja que as propriedades basicas
de algumas isoformas j& sdo conhecidas como: estrutura tridimensional, atividade
enzimatica e alguns dados sobre estabilidade térmica (LACERDA et al., 2014). Os
detalhes estruturais dessa classe de proteinas foram observados por diversas
técnicas experimentais como difracdo de Raio-X, difragdo de néutrons e RMN de
proteinas. A caracteristica mais comum destas enzimas é a triade catalitica (Figura 7.

Triade catalitica da quimotripsina. Fonte: (LIMA, 2016)) constituida pelos residuos de
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serina (Serl195), histidina (His57) e acido aspartico (Asp102) (LESK; FORDHAM,
1996; VOET; VOET, 2011). As enzimas desta classe possuem especificidade em
relagéo ao residuo do substrato onde ocorre a clivagem, localizado na posi¢éo P1. Os
residuos do substrato recebem uma numeracao P1, P2, ..., Pn no sentido N-terminal,
e P1’, P2, ..., Pn’ no sentido C-terminal do substrato, sendo que a clivagem do
substrato ocorre entre as posigdes P1 e P1’. A quimotripsina possui especificidade
para residuos com cadeias laterais aromaticas, a elastase para pequenas cadeias
laterais apolares e a tripsina para aos amino&cidos lisina ou arginina (LESK;
FORDHAM, 1996).

Figura 7. Triade catalitica da quimotripsina. Fonte: (LIMA, 2016)

Essas proteinas participam de diversas atividades fisiolégicas podendo ser
inespecificas como na degradacéo de proteinas na digestdo (cujos representantes
mais comuns sao tripsina, quimotripsina e elastase), ou mais especificas como nos
casos na cascata de coagulacdo sanguinea, apoptose, reproducao e reposta imune
(FORTES, 2013).

1.8. MECANISMO DE AGCAO DA B-TRIPSINA

As hidrolises de ligacdes peptidicas sdo termodinamicamente favoraveis, entretanto,

essas reacoes de hidrolise sdo extremamente lentas. Tipicamente, na auséncia de um
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catalisador e em pH neutro, a reacdo tem um tempo de vida médio entre 10 e 1.000
anos. Em processos bioldgicos, com a presenga de proteases, essa reagao ocorre em
milissegundos. Essa dificuldade com relagdo a parte cinética da quebra da ligagao
peptidica é devida a natureza quimica dessa ligagado, em que a ligagdo C—N tem um
carater parcial de dupla ligagdo, ndo permitindo que a molécula rotacione nesse eixo
da ligacédo e favorecendo uma estrutura plana. Os demais atomos que compdem a
regido da ligacao peptidica, como C, N, O e H formam entdo uma estrutura plana,
resultando na estabilizag&do da ligagao peptidica por ressonancia. Outra caracteristica
importante € que o atomo de carbono do grupo carboxila € menos eletrofilico e menos
suscetivel ao ataque nucleofilico quando comparado ao mesmo grupo em compostos
de ésteres carboxilatos, por exemplo. Por conseguinte, para a quebra da ligagao
peptidica, a enzima funciona como facilitador nesse processo reacional (ROBINSON,;
NEURATH; WALSH, 1973). As proteases executam a reagcdo de maneira muito
eficiente. As taxas de hidrolise peptidica por proteases de serina sdo na ordem de 1010
vezes maiores do que as reagdes nao catalisadas. Este mecanismo catalitico ndo é
exclusivo da hidrdlise de peptideos: proteases de serina também catalisam a hidrolise

de outros compostos como acilas, amidas, ésteres e tioésteres (LIMA, 2016).
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2. HIPOTESE E JUSTIFICATIVA

2.1. HIPOTESE

Se a B-ciclodextrina atua estabilizando e modificando o comportamento fisico-quimico
de diversas moléculas, como descrito na literatura, entao a adi¢do de B-ciclodextrina
em um sistema contendo a proteina B-tripsina resultard no aumento da estabilidade

cinética e termodinamicas da enzima.

2.2. JUSTIFICATIVA

Os beneficios da ciclodextrinas na modulacdo do comportamento fisico-quimico de
diversas moléculas é largamente descrito na literatura cientifica. Suas caracteristicas
em promover estabilidade, ser um carreador de farmacos, aumentar a solubilidade de
substancias de interesse e de ser um agente encapsulador sdo conhecidas e estao
presentes no nosso dia-a-dia. Por outro lado, a B-tripsina € uma enzima estudada a
mais de 50 anos, onde se conhece sua estrutura, suas caracteristicas de atividade
enzimatica, seus inibidores, substancias que promovam sua estabilidade ou sua
desnaturacdo além de suas caracteristicas termodinédmicas. Além disso, a B-tripsina
e as enzimas de sua classe, as serino proteases, possuem grande utilizacéo
biotecnolégica no campo industrial, clinica, biotecnoldgica, alimentar e ambiental.
Com isto, tem-se um grande interesse em buscar formas de aumentar sua
estabilidade e seu uso em novas condi¢fes de trabalho em que hoje é impossibilitado
por falta de performance ou incompatibilidade com o meio reacional. Desta forma, os
estudos dos parametros cinéticos, estruturais e termodindmicos da B-tripsina em
contato com [-ciclodextrina podem fornecer parametros importantes para o
entendimento desta interacdo além de possibilitar possiveis novas aplicacbes em

reacoes de biocatalise.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Determinar os parametros fisico-quimicos da interagéo de B-tripsina em funcéo da

concentragao de B-ciclodextrina.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a atividade enzimatica da enzima em fun¢éo da concentracao de beta-

ciclodextrina;

e Determinar a estabilidade conformacional da enzima beta-tripsina em funcao

da adicdo de beta-ciclodextrina;

e Determinar a estabilidade termodinamica do complexo beta-tripsina:beta-

ciclodextrina.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. MATERIAIS

A enzima tripsina de pancreas bovino (tipo I) (lote:8003), o cloridrato de benzamidina
(lote: MKBD6501VC97), o cloridrato de 2-amino-2-(hidroximetil)propano-1,3-diol (tris-
HCI), e Na-Benzoil-D,L-Arginina-p-Nitroanilida (BApNA) (loteMVPD5402VC248), e a
B-ciclodextrina (lote: SLBB6097VC225) sédo provenientes da Sigma Aldrich. A glicina
(lote: 164602C24), o dimetilsulfoxido (DMSO) (lote: 164983) e o acido acético glacial
(lote: 163892C21) foram adquiridos da Synth.

4.2. OBTENCAO DA ISOFORMA B-TRIPSINA

A isoforma B-tripsina foi purificada e isolada a partir da tripsina de pancreas bovino
(tipo 1) seguindo a metodologia do trabalho de (ROSA et al., 2017).

4.3. EFEITO DA VARIACAO DO TEMPO E DO pH REACIONAL NA
ATIVIDADE AMIDASICA DE TRIPSINA.

Para obter informagdes sobre a melhor condigdo de pH e tempo de interagdo da B-
tripsina, realizou-se um experimento da atividade amidasica em funcao de pH e do
intervalo de interagdo do tampao com a enzima. A atividade amidasica da enzima foi
medida utilizando a metodologia descrita por (ASCENZI et al., 1981; ERLANGER,;
KOKOWSKY; COHEN, 1961; LACERDA et al., 2014) usando o substrato sintético
cromogénico Na-Benzoil-D,L-Arginina-p-Nitroanilida (BApNA). A catélise deste
substrato gera o produto p-nitroanilina com absor¢cdo em 410 nm. Este substrato foi
preparado como solucdo estoque a 90 mmol-L* em DMSO e diluido no tampéo
especifico para cada reacdo. A reacdo da enzima com substrato sintético é

demonstrada abaixo na Figura 8.
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Figura 8. Reacdo enzimatica de catalise do substrato sintético BapNA. Adaptado de
Fait (2011).

As amostras contendo B-tripsina (concentracédo final de 0,04 mg.mL) foram pré-
incubadas a 25°C por 10, 15, 20 ou 30 minutos e, apds este periodo, o0 substrato
BApNA (solugdo estoque a 90 mmol.L*! preparada em DMSO) foi adicionado,
alcangando a concentracao final de 0,9 mmol.L1. A reagdo com o substrato ocorreu
por 10 minutos a 25°C, sendo paralisada por adicdo de acido acético 60% v/v numa
fracdo correspondente a 25% do volume total da reacdo. Neste ensaio, foram
utilizados os tampd&es Tris 50 mmol.L™?* pH 8,0 a 25°C e glicina 50 mmol.L* pH 3,0
a 25°C. A absorbancia da p-nitroanilina a 410 nm foi medida no espectrofotdmetro
NanoDrop® 2000 (Thermo Fisher Scientific™) localizado no Laboratério Multiusuario
de Analises Biomoleculares da Universidade Federal do Espirito Santo
(LABIOM/UFES) e os resultados foram expressos como média (n=3) £+ um desvio
padrdo. Todas as determinacfes de concentracdo de BApNA usada neste trabalho
foram feitas por espectrofotometria utilizando os coeficientes de extingdo molar que
sdo de 40000/8000 mol-L*-cm?, respectivamente(WALSH; WILCOX, 1970).

4.4. EFEITO DA ADICAO DE B-CICLODEXTRINA NA ATIVIDADE
AMIDASICA DA B-TRIPSINA

A fim de saber se a adigdo do oligossacarideo -ciclodextrina provocou mudancas na
performance da B-tripsina foi realizado um novo experimento de atividade amidasica,
como apresentado no item 4.3, porém com algumas alteragbes: a adicdo de [-

ciclodextrina, com proporgéao B-tripsina:3-CD variando entre 1:0 e 1:60 (m/m). Estes
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valores foram descritos na metodologia de (DENADAI et al., 2006). A reacao

enzimatica ocorreu apenas em pH 8,0.

As amostras contendo B-tripsina (concentracéo final de 0,04 mg.mL™?) mais B-CD
variando na propor¢ao B-tripsina:-CD 1:0, 1:2, 1:10, 1:30 ou 1:60 (m/m) foram pré-
incubadas a 25°C por 10 minutos e, apoés este periodo, o substrato BApNA (solucdo
estoque a 90 mmol.L? preparada em DMSO) foi adicionado, alcangcando a
concentracgédo final de 0,9 mmol.L. A reacdo com o substrato ocorreu por 10 minutos
a 25°C, sendo paralisada por adicdo de &cido acético 60% v/v numa fracdo
correspondente a 25% do volume total da reacéo. Neste ensaio, foi utilizado o tampéao
Tris 50 mmol.L* pH 8,0 a 25°C. A absorbancia da p-nitroanilina foi medida a 410 nm
no espectrofotometro NanoDrop® 2000 localizado no LABIOM/UFES, e a
concentracdo foi calculada dividindo o valor da absorcédo/epsilon molar da p-
nitroanilina. O software Origin Pro 8® foi usado para analise dos dados brutos e os

resultados foram expressos como média (n=3) £ um desvio padréo.

4.5. ATIVIDADE ENZIMATICA DA B-TRIPSINA VARIANDO O TEMPO E
TEMPERATURA DE INCUBACAO

A fim de entender como a adigdo do oligossacarideo [B-ciclodextrina altera a
performance da B-tripsina durante um periodo de até 6 horas em temperatura
ambiente (25°C) ou refrigerada (4°C) foi realizado um novo experimento de atividade
amidasica, como apresentado no item 4.3, porém com algumas alteracdes: a adicdo
de B-ciclodextrina, com proporgao B-tripsina:-CD de 1:0 e 1:30 (m/m), tempo de pré-

incubacédo de 1, 2, 3 ou 6 horas e temperatura de pré-incubacéo de 4 ou 25°C.

As amostras contendo B-tripsina (concentracéo final de 0,04 mg.mL™?) mais B-CD
variando na proporgao B-tripsina:p-CD 1:0 ou 1:30 (m/m) foram pré-incubadas a 4°C
ou 25°C por 1, 2, 3 ou 6 horas e, apos este periodo, o substrato BApNA (solugéo
estoque a 90 mmol.L? preparada em DMSO) foi adicionado, alcancando a
concentracdo final de 0,9 mmol.L2. A reacdo com o substrato ocorreu por 10 minutos
a 25°C, sendo paralisada por adicdo de acido aceético 60% v/v numa fracao
correspondente a 25% do volume total da reac&o. Neste ensaio, foi utilizado o tampéao
Tris 50 mmol.Lt pH 8,0 a 25°C. A absorbancia da p-nitroanilina foi medida a 410 nm
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no espectrofotometro NanoDrop® 2000 localizado no LABIOM/UFES, e a
concentracdo foi calculada dividindo o valor da absorcao/epsilon molar da p-
nitroanilina. O software Origin Pro 8® foi usado para analise dos dados brutos e os

resultados foram expressos como média (n=3) £ um desvio padrao.

4.6. INIBICAO DA B-TRIPSINA PELA BENZAMIDINA

A utilizacdo de benzamidina durante os ensaios termodinamicos permite a observacao
de resultados que expressem fielmente 0 que esta acontecendo, ou seja, que 0S
resultados obtidos pela movimentagéo/desnaturacéo da enzima néo seja atrapalhado
pela autolise que ela sofreria em pH 8,0, por isto optamos por utilizar a benzamidina,
que € um inibidor reversivel da B-tripsina, para que esta enzima ndo possua atividade
enzimatica e nem sofra autdlise, fazendo com que as mudancas observadas nao

sejam provocadas por fatores provenientes da enzima.

A fim de saber por quanto tempo a enzima permanece ativa com a presenca de B-
ciclodextrina foi realizado outro experimento de atividade amidasica, como
apresentado no item 4.3, com a adi¢cdo ou ndo do inibidor reversivel cloridrato de
benzamidina na concentracdo de 1,0 mmol-mL* e tempo de incubacéo pré adicédo do
substrato amidasico variando de 1 minuto até 240 horas. As amostras contendo [3-
tripsina (concentracgéo final de 0,04 mg.mL*) mais B-CD na proporgao B-tripsina:3-CD
1:30 (m/m) e cloridrato de benzamidina 0,0 ou 1,0 mmol-mL* foram pré-incubadas a
25°C pelo tempo de 1 minuto até 240 horas e, apos este periodo, o substrato BApNA
(solucdo estoque a 90 mmol.L! preparada em DMSO) foi adicionado, alcancando a
concentracéo final de 0,9 mmol.L. A reacdo com o substrato ocorreu por 10 minutos
a 25°C, sendo paralisada por adicdo de &cido acético 60% v/v numa fracédo
correspondente a 25% do volume total da reacéo. Neste ensaio, foi utilizado o tampéao
Tris 50 mmol.Lt pH 8,0 a 25°C. A absorbancia da p-nitroanilina foi medida a 410 nm no
espectrofotometro NanoDrop® 2000 localizado no LABIOM/UFES, e a concentracédo
foi calculada dividindo o valor da absorgéo/epsilon molar da p-nitroanilina. O software
Origin Pro 8® foi usado para andlise dos dados brutos e os resultados foram expressos

como média (n=3) + um desvio padrao.
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4.7. EFEITO DA ADICAO DE BENZAMIDINA NA ATIVIDADE AMIDASICA
DA B-TRIPSINA EM UM SISTEMA CONTENDO B-CICLODEXTRINA COM
INCUBACAO EM TEMPERATURAS ELEVADAS.

Para que os experimentos espectroscépicos da interacéo de B-tripsina e 3-CD fossem
realizados em pH 8,0, foi necessério realizar este experimento com a enzima sendo
inibida reversivelmente por cloridrato de benzamidina. Para isso foi testado o sistema
B-tripsina:B-CD:benzamidina em temperaturas diferentes para observacdo da

conservagao ou ndo inibigdo durante o tempo de experimento.

Assim, foi realizado outro experimento de atividade amidasica, como apresentado no
item 3.1, com as seguintes alteracdes: Adicdo ou ndo do inibidor reversivel cloridrato
de benzamidina na concentragdo de 1,0 mmol-mL* e temperatura de incubacéo pré e

pos adicdo do substrato amidasico variando entre 37, 50 e 70°C.
Com estas mudancas, temos o seguinte meio reacional:

As amostras contendo B-tripsina (concentracgéo final de 0,04 mg.mLt) mais B-CD na
propor¢ao B-tripsina:B-CD 1:30 (m/m) e cloridrato de benzamidina 0,0 ou 1,0
mmol-mL* foram pré-incubadas a 25°C pelo tempo de 10 minutos e, apds este
periodo, o substrato BApNA (solucéo estoque a 90 mmol.L* preparada em DMSO) foi
adicionado, alcancando a concentracdo final de 0,9 mmol.L:. A reacdo com o
substrato ocorreu por 10 minutos a 25°C, sendo paralisada por adi¢éo de acido acético
60% v/v numa fracéo correspondente a 25% do volume total da rea¢édo. Neste ensaio,
foi utilizado o tampé&o Tris 50 mmol.L* pH 8,0 a 25°C. A absorbancia da p-nitroanilina
foi medida a 410 nmno espectrofotbmetro NanoDrop® 2000 localizado no
LABIOM/UFES, e a concentracéo foi calculada dividindo o valor da absor¢cao/epsilon
molar da p-nitroanilina. O software Origin Pro 8® foi usado para andlise dos dados

brutos e os resultados foram expressos como média (n=3) + um desvio padrao.
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4.8. USO DO ESPECTRO DE UV PARA VISUALIZACAO DE ALTERACOES
CONFORMACIONAIS GLOBAIS PROVOCADAS PELA B-CICLODEXTRINA
NA B-TRIPSINA

A fim de verificar se ocorrem mudancas conformacionais globais no perfil do espectro
de UV da tripsina devido a adigdo de [B-ciclodextrina, realizou-se um experimento de
varredura do espectro de absor¢cdo de UV da tripsina. Para realizacdo deste
experimento foi utilizado um espectrofotometro (Shimadzu™ UV-1800) localizado no

Laboratorio de Biotecnologia Aplicada ao Agronegdcio (LBAA) na UFE.
Para a aquisicdo de dados foram utilizados os seguintes parametros do equipamento:

° Varredura de 253 a 400 nm;

° Resolucdo de 1 nm;
° Passo de 1 nm;
° Velocidade de varredura de 600 nm/minuto.

O sistema analisado foi composto por B-tripsina 0,2 mg-mL1, com tampéo glicina 50
mmol-mL~ pH 3,0 a 25°C com adigdo ou ndo de B-ciclodextrina 30 mg-mL™*. O tempo
de incubacédo entre o tampdo e a enzima antes da realizacdo da leitura foi de 20
minutos. O software Origin Pro 8® foi usado para andlise dos dados brutos. Os

resultados foram expressos como média (n=3) £ um desvio padréo.

4.9. INFLUENCIA DA LIOFILIZACAO NA INTERAGCAO ENTRE 8-
CICLODEXTRINA E B-TRIPSINA

A fim de avaliar se o sistema [B-tripsina:B-CD liofilizado apresentaria mudancas na
estabilidade em relagdo ao sistema liquido, realizou-se a liofilizacdo de solu¢des de
tripsina com ou sem adi¢cdo de B-ciclodextrina. A B-tripsina foi diluida em solugéo
tampé&o contendo glicina 50 mmol-L* pH 3,0 a 25°C com adigdo de B-ciclodextrina (0
ou 30,0 mg-mL™1), tendo o volume final do sistema de 1,0 mL e a concentracdo final
da enzima de 1.0 mg-mL?l, em seguida foi realizada o armazenamento em

temperatura de 4°C durante 72 horas e -78°C por 24 horas. As amostras foram
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liofilizadas no liofilizador Liotop L101 por 24 horas e armazenadas em temperatura de
4°C durante 72 horas.

No momento de utilizagado experimental, o sistema “e” foi ressuspendido com 1 ml de

tampéao glicina 50 mmol-L pH 3,0 a 25°C.

4.10. INFLUENCIA DA B-CICLODEXTRINA SOBRE A ESTABILIDADE
CONFORMACIONAL DA ENZIMA EM MEIO ACIDO MONITORADO PELA
ESPECTROSCOPIA DE FLUORESCENCIA

A espectroscopia de fluorescéncia foi usada para a investigacdo do ambiente
estrutural da B-tripsina em presencga de B-CD. A interacdo da 3-CD com as cadeias
laterais dos aminoacidos apolares, provocam mudancas conformacionais nos
aminoacidos aromaticos, que sédo observadas pelo espectrémetro de fluorescéncia.
Através da variacdo do comprimento de onda de emissdo maximo é possivel verificar
se 0s aminoacidos aromaticos estdo mais ou menos expostos ao solvente, indicando
assim se a conformacéo adquirida € mais ou menos estavel (GAO et al., 2006). A
intensidade de fluorescéncia foi medida usando o espectrofluorimetro Hitachi™ F-
2000 (Hitachi Ltd.) ligado a um banho térmico e uma cubeta de quartzo com caminho
optico de 1 cm. O equipamento esta localizado no laboratério de Bioquimica
Cardiovascular na UFES. O sistema foi composto por B-tripsina 0,2 mg-mL-1, com
tampao glicina 50 mmol-mL-1 pH 3,0 a 25°C com adig¢ao ou nao de B-ciclodextrina na
proporgao B-tripsina:3-CD 1:30 (m/m). Foram utilizadas também amostras liofilizadas
com ou sem adigao de B-ciclodextrina como descrito no item 4.9. As amostras foram
excitadas em 279 nm e a coleta da varredura foi feita na faixa de 220 a 500 nm, com
intervalo de 1 nm. O fotomultiplicador foi ajustado para 400V e a velocidade de
varredura foi de 600 nm-min-1. O software Origin Pro 8® foi usado para analise dos

dados brutos. Os resultados foram expressos como média (n=3) + um desvio padrao.

4.11. VARIACAO DA ESTABILIDADE TERMODINAMICA EM FUNCAO DA
CONCENTRACAO DE B-CICLODEXTRINA POR MICROCALORIMETRIA
DIFERENCIAL DE VARREDURA (DSC)
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O estudo microcalorimétrico da desnaturacao térmica [B-tripsina em pH 3,0 sob a
influéncia da adi¢cao de B-ciclodextrina foi realizado seguindo a metodologia descrita
por (FREIRE et al., 1992; PRIVALOV; POTEKHIN, 1986). Na Figura 10 esti
esquematizado o calorimetro diferencial de varredura (DSC). Ele possui duas camaras
adiabaticas, ou seja, suas camaras que sao isoladas de qualquer fonte de troca de
calor, possuindo duas células (Referéncia e Amostra) com volume de 500 pL cada.
Adiciona-se a mesma quantidade de calor e este equipamento registra a diferenca de
temperatura entre as duas células fornecendo como resultado um gréafico de
capacidade calorifica em funcdo da temperatura (grafico mostrado a direita). Apos a
corrida, realiza-se a subtracdo da amostra pela linha de base, ajusta-se a
concentracdo de proteina e realiza-se a analise matematica com o modelo de

transicdo em dois estados.
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Figura 9. Esquema de funcionamento do DSC. Adaptado de (HEMMINGER; SARGE,
1998)

Todos os ensaios microcalorimétricos foram realizados no equipamento VP-DSC
Microcalorimeter Microcal® (Malvern Panalytical™) localizado no LABIOM/UFES. Os

dados foram analisados no programa Origin DSCP®.
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A B-tripsina foi dissolvida em solucdo tampéo contendo glicina 50 mmol-L* pH 3,0 a
25°C com adicao de [B-ciclodextrina, na propor¢ao B-tripsina:-CD 1:0 ou 1:30 (m/m),
tendo a concentracéo final da enzima de 1.0 mg-mL. A solucéo proteica e o tampéao
da célula de referéncia foram desgaseificadas durante 30 minutos. Aplicou-se 500 pL
da solucéao protéica na célula de amostra e 500 L do branco na célula de referéncia.
Em ambas as camaras foram aplicadas 20,0 psi de pressdo. As corridas foram
realizadas no intervalo de temperatura de 20 a 85°C, a uma velocidade de varredura
de 60°C/h.

Foram produzidas linhas de base para as duas variagcbes de concentragcdo de [3-
ciclodextrina no tampéo, para subtragcdo no processamento de dados, seguindo os
mesmos parametros apresentados para a corrida da amostra. Na célula de amostra
foi adicionado o mesmo tampao utilizado para solubilizar a B-tripsina. Foram coletadas
5 linhas de base por tampéo. A linha utilizada para subtracdo é a média das 5 corridas.
Para cada ensaio foram realizadas 3 corridas e os resultados expressos como média

e + um desvio padrao.

Para a obtencdo dos parametros termodinamicos, usou-se o software Origin-DSC®
(Malvern Panalytical™). Ele subtrai a linha de base, fazendo uma conexao linear entre
o estado nativo e desnaturado e ajuste de curvas com modelos predeterminados dos
dados processados. Para a deconvolugéo das curvas, foi utilizado o modelo classico
de transicdo em dois estados. Cada transicdo ajustada no modelo dois estados
fornece os parametros Tm € AHca. Tm € 0 ponto médio da curva de transicdo, em que
50% das moléculas da proteina se apresentam desnaturada. AHca € @ mudanca de
calor que o sistema consome ou libera para que a transi¢cdo ocorra. As usadas para
deconvoluir os dados de DSC estdo descritas nas referéncias (PRIVALOV,
POTEKHIN, 1986; STURTEVANT, 1987).
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1. ANALISE DO MELHOR TEMPO DE INTERACAO ENTRE A B-
TRIPSINA E O SISTEMA TAMPAO

Com o intuito de descobrir qual é a melhor condicdo de pH e tempo que seja seguro
para se monitorar a interagao entre a 3-tripsina e 0 meio reacional sem gue a atividade
da enzima comeca a decair por autélise, foi realizado um teste enzimatico com
variagcdo de tempo de 10 até 30 minutos, utilizando dois valores de pH diferentes, pH
3,0 e pH 8,0 (ASCENZI et al.,, 1981; ERLANGER; KOKOWSKY; COHEN, 1961,
FOUCAULT; SEYDOUX; YON, 1974; LACERDA et al., 2014).

Estes valores de pH foram escolhidos devido em pH 8,0 a enzima apresentar a maior
atividade enzimatica e em pH 3,0 a atividade é reduzida (FOUCAULT; SEYDOUX;
YON, 1974; LACERDA et al., 2014). Este experimento foi importante para garantir que
0s resultados estruturais e termodinamicos a serem tratados nos experimento
posteriores, sejam a resposta de uma molécula e ndo de partes dela (LACERDA et
al.,, 2014), e que a variagdo da atividade em funcdo da adigdo de B-CD seja
monitorada para uma concentra¢do constante de proteinas. Para a realizacdo da
atividade amidasica, foi usado como substrato sintético cromogénico BApNA,
seguindo o método ja padronizado por (ROSA et al., 2017).

Na Figura 10, os resultados obtidos pela absor¢do em 410nm, indicam indiretamente
a atividade enzimatica da [B-tripsina que catalisa a producdo do cromoforo p-
nitroanilina, que sera “lido” em 410nm. Os resultados enzimaticos dos diferentes
experimentos deste trabalho foram representados pela divisdo da absorcdo de p-
nitroanilina pelo seu Epson molar, obtendo a concentracéo do produto da atividade e
relativizando ao maior valor de cada experimento, fornecendo, assim, a concentracao
de p-nitroanilina relativa. Os resultados foram expressos em média (n=3) e £ um

desvio padréo.
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Figura 10. Concentracao relativa de p-nitroanilina em diferentes tempos de interacao
entre a B-tripsina e 0 meio reacional em temperatura de 25°C. Os valores no eixo Y
representam a concentracgao relativa de p-nitroanilina encontrada em cada amostra e
os valores no eixo X representam o tempo de interacdo entre a proteina e tampao
antes da adicdo do substrato BApNA. Usou-se como tampao tris-HCI 50 mmol.L-1, pH
8,0, e glicina 50 mmol.L"%, pH 3,0. O croméforo foi detectado a 410 nm. Os resultados
estdo expressos como média (n=3) £ um desvio padréao.
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Como pode ser visto na Figura 10, o sistema apresentou producéo residual de p-
nitroanilina em todos os tempos de incubacéo testados, indicando que neste pH o
consumo de BApNA foi minimo. J& no sistema em pH 8,0, o maior valor, 100%, foi
encontrado em 10 minutos, com uma queda de aproximadamente de 45% em 15
minutos, permanecendo constante até 25 minutos e em 30 minutos a concentragédo

de p-nitroanilina obtida foi de 37% em rela¢do ao obtido em 10 minutos.

O perfil de atividade amidasica da isoforma B-tripsina testada segue o perfil tipico das
diversas isoformas de tripsina (BEN KHALED et al., 2011; ERLANGER; KOKOWSKY;
COHEN, 1961; LACERDA et al., 2014; OUTZEN et al., 1996; SANTOS, Alexandre
Martins Costa, 2009) em que no meio acido a atividade enzimatica apresentada é
residual, mas na faixa de pH 7,5-8,5 apresenta sua melhor performance. Nestes
experimentos citados as diversas isoformas de B-tripsina estudadas apresentam sua
melhor atividade proximo ao pH 8,0, tendo um decréscimo a medida em que o pH do

meio é acidificado, como pode ser observado na Figura 10.

Em pH 3,0 houve pouca atividade da B-tripsina, pois neste ambiente as cadeias
laterais dos aminoacidos participantes da triade catalitica (His®’, pKa da cadeia lateral
a 25°C: 6,04 e Aspl®?, pKa da cadeia lateral a 25°C: 3,90, segundo a numeracgédo do
tripsinogénio) estdo protonadas, ndo permitindo que ocorra a formacédo do complexo
conhecido como intermediério tetraédrico, formado pelos aminoacidos Ser®, Asp0?,
His®’, além do substrato, fazendo com que a catélise do substrato ndo ocorra, ou seja
muito prejudicada (VOET; VOET, 2013). Ja em pH 8,0, como a B-tripsina esta ativa a
catélise diminuird com o passar do tempo de interacdo da enzima com 0O meio
reacional, pois a enzima estara catalisando ela mesmo enquanto o teste ocorrer, até
consumi-la toda. Entéo, optamos por utilizar nos proximos experimentos o pH 8,0 e 0
tempo de interagdo da enzima com o meio reacional de 10 minutos. Em relagéo ao
tempo de incubacéo testado, o melhor resultado foi encontrado em 10 minutos no pH
8,0, foi acordado que nossos préoximos experimentos serdo realizados neste tempo e
pH.
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5.2. ATIVIDADE AMIDASICA DA B-TRIPSINA EM FUNCAO DA
CONCENTRAGCAO DE B-CICLODEXTRINA

A fim de observar a influéncia da B-CD na atividade amidasica da B-tripsina, foi
realizado um novo experimento de atividade amidasica variando a concentracdo de (-
CD adicionada ao sistema. Para isto utilizamos como referéncia o trabalho de
(DENADAI et al., 2006) com algumas modificacdes nas propor¢des. Para a realizacao
deste experimento, adicionamos [3-CD variando de 0 a 30 vezes a massa de tripsina
adicionada ao sistema. O tempo de interacdo entre a proteina e o tampéo antes da
adicao do substrato BApNa foi de 10 minutos, considerado o melhor valor encontrado
no experimento anterior. Na Figura 11, os resultados foram expressos pela
concentragéo de p-nitroanilina produzida relativa ao maior valor obtido. Os resultados

foram expressos em média (n=3) e + um desvio padrao.

Na Figura 11 pode ser observado a concentracao relativa da p-nitroanilina produzida
em relacdo ao maior valor maximo encontrado. Os resultados obtidos mostram que, a
medida que houve o aumento da concentragdo de (3-CD no sistema, a producéo de p-
nitroanilina também cresceu, indicando um aumento na atividade amidasica da
enzima, sendo que nas concentragcées 1:30 e 1:60 (m/m) ocorreram as maiores

atividades amidasicas.

Uma possivel sugestao que explica o aumento da atividade enziméatica com aumento
da concentragao de B-CD pode ser devido a presenca de aminoacidos com cadeias
laterais hidrofébicas (alanina, glicina, isoleucina, leucina, fenilanalina, prolina,
triptofano, tirosina e valina) na superficie da B-tripsina (Figura 12). A cavidade
hidrofébica da B-CD interage localmente com estes aminoacidos, formando
complexos de inclusdo entre as cadeias laterais e a B-CD. Esta interacdo afeta a
estrutura tridimensional da proteina, promovendo uma maior estabilidade para a B-
tripsina e consequentemente um aumento na atividade amidasica (HORSKY; PITHA,
1994; IRIE; UEKAMA, 1999), além de interacbes especificas, que sdo as interacdes
entre B-CD com os residuos Hidrofébicos, deve se levar em conta a funcdo da 3-CD
como osmolito homotropico, ou seja, que estabiliza as proteinas aumentando a tensao
superficial da camada de solvatacdo. Tendo em conta que a diferenca entre 1:30 e
1:60 é relativamente baixa em comparagao ao gasto em dobro da (3-CD, escolhemos

utilizar a concentragdo de 1:30 nos proximos ensaios.
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Figura 11. Concentracdo relativa de p-nitroanilina em funcdo da variagdo de
concentragdo de [B-CD adicionada ao sistema proteina-tampéo. Usou-se como
tampéo tris-HCI 50 mmol.L%, pH 8,0, usando como substrato BApNA. O cromoforo foi
detectado a 410 nm. Os valores no eixo Y representam a concentragao relativa de p-
nitroanilina encontrada em cada amostra. Os resultados estdo expressos como média
(n=3) £ um desvio padréao.
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Figura 12. Residuos de aminoacidos hidrofébicos presentes na superficie da [3-
tripsina. A alanina esta representada em vermelho, a glicina em azul escuro, a
isoleucina em verde, a leucina em laranja, a fenilanalina em cinza, a prolina em
marrom, a tirosina em amarelo, o triptofano em rosa e a valina em ciano. Imagens em
“spacefill” geradas no Rasmol® a partir da estrutura da B-tripsina bovina (5ptp.pdb).

5.3. ATIVIDADE ENZIMATICA DA B-TRIPSINA VARIANDO O E
TEMPERATURA DE INCUBACAO

A fim de entender se a adicdo de B-CD a B-tripsina fornecera uma melhora duradoura
na atividade da enzima, foi realizado o préximo teste (Figura 13) em que incubamos a
B-tripsina junto com a B-CD na propor¢cao de 1:30 (m/m), sendo uma das melhores
concentracfes encontradas nos experimentos 5.2, durante um periodo de até 6 horas
em temperatura ambiente (25°C) ou refrigerada (4°C). Este teste teve como finalidade
entender se a interacdo de B-CD com a B-tripsina em pH 8,0 provocaram ganhos
duradouros na estabilidade da enzima em relagdo ao sistema sem o carboidrato. Os
resultados foram expressos pela concentracdo de p-nitroanilina produzida relativa ao

maior valor obtido, sistema sem adigdo de B-CD incubado a 4°C.

Na Figura 13 temos a concentracao relativa da p-nitroanilina em funcéo do tempo e
temperatura de interacdo. Os tempos de interacdo testados foram de 1; 2; 3 e 6 horas,
nossos resultados estao representados em azul claro para as amostras armazenadas
em temperatura de 4°C e em vermelho para as amostras armazenadas em 25°C, a
coluna sem hachura demonstram a atividade para auséncia de B-CD e a coluna

hachurada a atividade amidasica para o sistema B-tripsina:3-CD 1:30 (m/m).
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Figura 13. Concentracdo relativa de p-nitroanilina em funcdo da variacdo de
temperatura de incubacdo (4 e 25°C) e pela adicdo de benzamidina. As barras em
azul representam as amostras que foram incubadas a 4°C, as barras em vermelho as
amostras que foram incubadas a 25°C, as barras lisas representam as amostras sem
B-CD e as barras rachuradas as amostras contendo 3-CD na proporgéo B-tripsina:[3-
CD 1:30 (m/m). Usou-se como tampéao tris-HCI 50 mmol.L"1, pH 8,0, usando como
substrato BApNA. O cromoforo foi detectado a 410 nm. Os valores no eixo Y
representam a concentragao relativa de p-nitroanilina encontrada em cada amostra.
Os resultados estdo expressos como média (n=3) + um desvio padrao.
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Comparando as duas temperaturas analisadas, temos que em uma hora de incubacao
as duas diferentes amostras incubadas a 4°C apresentaram atividade enzimatica
superiores aos seus pares armazenados em 25°C, tendo a amostra sem (B-CD
armazenada em 25°C apresentando uma producdo de p-nitroanilina
aproximadamente 12% menor em relacdo a amostra sem (3-CD armazenada em 4°C.
Ja as amostras contendo B-CD na proporcdo 1:30 (m/m) armazenadas em 4°C
apresentaram uma producdo de p-nitroanilina aproximadamente 60% maior em
relacdo a mesma amostra armazenada em 25°C. Este padréo foi alterado ja com duas
horas de incubacao, onde as diferentes amostras apresentaram uma concentracao de
produto estatisticamente iguais. Com trés horas de incubacdo, as amostras
armazenadas em temperatura ambiente (25°C), apresentaram uma maior atividade
enzimatica em relacdo aos seus pares armazenados em refrigeracdo (4°C), onde a
amostras contendo B-CD e incubada a 25°C teve um ganho de 100% na producéo de
p-ntroanilina em relacdo a mesma amostra incubada a 4°C. Valores proximos foram
encontrados quando se compara as amostras incubadas durante trés horas sem a
presenca de [-ciclodextrina, onde houve um aumento de 129% da atividade
enzimatica devido ao aumento da temperatura de incubacao. Por ultimo, nas amostras
gue foram incubadas durante seis horas tivemos, novamente, uma reducdo na
diferenca de producao de p-nitroanilina entres as amostras de mesma temperatura de
armazenamento. Houve um aumento de 11% na producdo de p-nitroanilina nas
amostras incubadas com B-CD 1:30 (m/m) devido a reducdo da temperatura de
incubacdo. Ja nas amostras armazenadas sem [-CD, este aumento foi de 40%,

também devido a reducéo da temperatura de incubacéao.

Em relacédo ao tempo de incubacgéo, com uma hora de incubacéo é possivel notar que
as amostras sem a adicao de B-CD apresentaram as maiores producbes de p-
nitroanilina, sendo que a amostra armazenada sob refrigeracdo apresentou o0 maior
resultado em todo o experimento. Com duas horas de armazenamento houve uma
grande reducdo nas atividades enzimaticas, em comparacdo com o0s resultados
obtidos com uma hora de incubagéo, das amostras sem -CD (60% para as amostras
armazenada em 4°C e 25°C) e para a amostra com B-CD 1:30 armazenada em 4°C
(39%). Ja a amostra com 3-CD armazenada em 25°C o valor permaneceu constante.
Com trés horas de incubacgéo, a Unica amostra que permaneceu com a atividade

enzimatica constante, quando comparada com os resultados obtidos com 2 horas de
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incubacao, foi a amostra com B-CD 1:30 armazenada em temperatura ambiente
(25°C), as demais apresentaram reducédo de: 63%, para a amostra sem [(-CD
armazenada em 4°C; 47%, para amostra com 3-CD armazenada em 4°C e 12% para
a amostra sem (B-CD armazenada em temperatura ambiente. Com seis horas de
armazenamento, a Unica amostra ndo teve reducédo na producdo de p-nitroanilina,
guando comparada com os resultados obtidos com 3 horas de incubacéo, foi a
amostra sem B-CD armazenada sob refrigeracdo (4°C), as demais apresentaram
reducao de: 46%, para amostra com (3-CD 1:30 armazenada em 4°C; 72% para a
amostra sem (B-CD armazenada em temperatura ambiente (25°C) e 77%, para a

amostra com B-CD 1:30 armazenada em 25°C.

Como as amostras estdo em pH 8,0, é esperado, com o aumento do tempo de
armazenamento, que a B-tripsina sofra autolise reduzindo a quantidade de enzima
ativa e, consequentemente, a producéo de p-nitroanilina deveria ser menor. Assim, a
manutencao da atividade da enzima em presenga da B-ciclodextrina por 3 horas em
25°C e a menor perda em 4°C, demonstra que houve a interagao da B-tripsina com o
carboidrato. Além disto, a maior producéo de p-nitroanilina na amostra incubada por
3 horas contendo B-CD armazenada em 25°C em relacao a de 4°C pode ser explicada
pela agitacdo das moléculas serem maior em temperatura mais alta, possibilitando
uma melhor interacdo entre a 3-CD com a B-tripsina, proporcionando uma melhor
estabilidade da enzima e levando, assim, ao aumento da atividade enzimética.
Portanto, estes resultados nos indicam que a presenca da (B-CD melhora a

estabilidade da B-tripsina por periodos de até trés horas e em pH 8,0.

5.4. UTILIZACAO DA BENZAMIDINA DURANTE OS ENSAIOS
TERMODINAMICOS

A benzamidina € um inibidor reversivel da tripsina, quando ocorre a interacao, a
enzima diminui sua atividade enzimatica e o processo de autélise. Assim, quando
utilizamos a benzamidina, evitamos que a enzima sofra autdlise e se desnature,
permitindo com que as analises estruturais e termodinamicas, em pH 8,0, sejam
possiveis e que as mudancas conformacionais observadas sejam provocadas apenas
pela B-ciclodextrina e ndo pela autélise ou desnaturagéo da B-tripsina em pH 8,0.0s
resultados apresentados na Figura 14 foram expressos pela concentracdo de p-
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nitroanilina relativa ao maior valor obtido. Os resultados foram expressos em média

(n=3) e £ um desvio padréo.

Os resultados apresentados na Figura 14 foram expressos pela concentracdo de p-
nitroanilina relativa ao maior valor obtido, sendo expressos em média (n=3) e + um

desvio padréo.

Os resultados da Figura 14 mostram que na auséncia de benzamidina, a atividade
amidasica da B-tripsina decresce a partir de 2 horas, 0 que € provocada pela autolise
da mesma, sendo que em 1 hora a atividade ja reduziu em 40%. A queda na producao
de p-nitroanilina neste tempo pode ter ocorrido devido a oscilacdo de comportamento
de area do experimento. Porém o valor encontrado com 1 hora de incubacdo nao
interfere no resultado deste experimento, ja que ao desconsiderarmos este tempo, a
producdo de p-nitroanilina permanece estavel desde do inicio do experimento até 2

horas de incubacéao.

Em pH 8,0, o grupo amida apresenta-se protonado e liga-se com a triade catalitica da
B-tripsina. Como este inibidor apresenta alta afinidade com esta enzima (KRIEGER,;
KAY; STROUD, 1974), a triade catalitica permanecerd ocupada durante todo o
experimento. Assim, a utilizacdo da benzamidina ocasiona na producéao residual de p-
nitroanilina durante todo o experimento de 240 horas, indicando que a benzamidina
continuara atuando sobre a proteina durante este tempo, sendo assim a sua utilizacéo

€ segura para impedir a autolise da enzima.
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Figura 14. Concentracao relativa de p-nitroanilina em funcdo da variacdo em funcéo
da adicao do inibidor benzamidina e intervalo de incubacao (0 min, 20 min, 1 h, 2 h, 4
h, 24 h, 48 h, 72 h 144 h e 240 hs) a 25°C, usando como tampao tris-HCI 50 mmol.L™?,
pH 8,0 mais 3-CD na proporc¢éo 1:30 (m/m), e como substrato BApNA. Os circulos em
vermelho indicam os resultados contendo benzamidina na concentracdo de 1
mmol-L?, j& os quadrados pretos indicam resultados obtidos sem a adicdo da
benzamidina. O cromdéforo foi detectado a 410 nm. Os resultados estdo expressos
como média (n=3) £ um desvio padrao.
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A melhor maneira para realizar os estudos estruturais e termodinamicos seria utilizar o
valor de pH em gque a enzima apresenta a maior atividade enzimatica, para as
isoformas da B-tripsina seria em pH 8,0, pois a enzima estaria com sua melhor
conformacao estrutural. Assim, normalmente os estudos estruturais e termodinamicos
para as diferentes isoforma da B-enzima tripsina ocorrem em pH 3,0 (BITTAR et al.,
2003; LACERDA et al., 2014; ROSA et al., 2017; SANTOS, A. M.C. et al., 2008), onde
o risco de autdlise ndo ocorre, mas sim ligeiras mudancas conformacionais
provocadas pela desprotonacdo dos aminodacidos. Ao utilizarmos a benzamidina,
conseguimos realizar estes experimentos em pH 8,0, possibilitando a visualizagéo de
mudancgas conformacionais locais ou globais provocados pela -CD que ocorreriam
no pH de atividade da enzima e eliminando a possibilidade de que estas mudancas
ocorreram pela degradacdo da enzima. Portanto, a utilizacdo deste inibidor nos
experimentos futuros é benéfica para a realizacdo deste trabalho.

5.5. EFEITO DA ADICAO DE BENZAMIDINA NA ATIVIDADE AMIDASICA
DA B-TRIPSINA EM UM SISTEMA CONTENDO B-CICLODEXTRINA COM
INCUBACAO EM TEMPERATURAS ELEVADAS

Para realizar os experimentos termodindmicos no DSC, € necessério
atingir temperaturas elevadas, de até 90°C, porém € preciso saber se a benzamidina
ainda continua inibindo a B-tripsina nestas condi¢cdes quando os experimentos fossem
realizados em pH 8, para descobrir isso, foi realizado um experimento de atividade
amidasica utilizando diferentes temperaturas de incubagcdo. As temperaturas
utilizadas durante a realizac&do dos experimentos foram 37, 50 ou 70°C com um tempo
de interacdo de 10 minutos, a reacao de atividade amidasica foi realizada na mesma
temperatura de incubacdo (Figura 15). Os resultados foram expressos pela
concentracéo de p-nitroanilina produzida relativa ao maior valor obtido, sistema sem

adicdo de benzamidina incubado a 37°C.
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Figura 15. Concentracdo relativa de p-nitroanilina em funcdo da variacdo de
temperatura de incubacéo (37, 50 e 70°C) e pela adicdo de benzamidina. As barras
em cinzas representam os valores encontrados nas amostras com auséncia de
benzamidina, ja as barras brancas representam os valores encontrados nas amostras
contendo benzamidina. Usou-se como tampao tris-HCI 50 mmol.L-%, pH 8,0, usando
como substrato BApNA. O croméforo foi detectado a 410 nm. Os valores no eixo Y
representam a concentracao relativa de p-nitroanilina encontrada em cada amostra.
Os resultados estao expressos como média (n=3) £ um desvio padrao.
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Na Figura 15 podemos observar a concentragéo relativa da p-nitroanilina produzida
em relacdo ao valor maximo encontrado pela temperatura de incubacdo em 37, 50 e
70°C, nas barras coloridas de cinza temos os resultados obtidos pela atividade
amidasica da B-tripsina sem a utilizacdo de benzamidina, e nas barras em branco os
valores obtidos com a utilizacdo de benzamidina 1 mmol-L* no sistema de incubacéo.
O sistema sem benzamidina/enzima apresentou a maior producdo de p-nitroanilina
em 37°C, ocorrendo a diminuicdo da atividade amidasica com o aumento da
temperatura do experimento, sendo que em 70°C o valor obtido foi apenas 10% do
maximo. Ao utilizar benzamidina em 37°C, a producdo de p-nitroanilina foi
aproximadamente 88% menor se comparado ao sistema sem a utilizacdo de
benzamidina. A medida que a temperatura aumentou, a atividade enzimatica diminuiu,
apresentando em 70°C uma producao residual do produto. Podemos notar que a
utilizacdo de benzamidina ajuda a manter valores residuais em todas as temperaturas
testadas, indicando que a benzamidina se mantém ligada/desligada a tripsina durante
todo o experimento. Isto indica que a utilizacdo de benzamidina € uma boa opc¢ao para

impedir que a enzima provoque autélise durante os ensaios termodinamicos.

Segundo o trabalho publicado por (ROSA et al., 2017), a Tm da B-tripsina, uma das
isoformas encontrada na tripsina comercial, € de 56,5°C, ou seja, nesta temperatura
50% das moléculas de B-tripsina estdo na sua forma ativa e os outro 50% das
moléculas estdo desnaturadas. Assim foram realizados experimentos utilizando trés
temperaturas que representam trés situagdes diferentes: A primeira temperatura 37°C,
representa a temperatura usual em que a atividade amidasica da B-tripsina é testada
(ASCENZI et al.,, 1981), além disto a enzima esta na fase pré Tm. A segunda
temperatura 50°C, representa a temperatura préxima ao Tm da B-tripsina e a terceira
temperatura 70°C, representa a fase em que mais de 50% das moléculas de 3-tripsina
ja estdo desnaturadas. Assim, conseguimos verificar que a benzamidina ira se manter
ligada a B-tripsina durante os futuros testes termodinamicos, em que as temperaturas
sdo necessarias, impedindo que a enzima sofra autdlise, e garantido que as
mudangas conformacionais observadas ndo sejam provocadas pela autdlise da B-

tripsina.
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5.6. ESPECTRO DE VARREDURA UV-VISIVEL DA B-TRIPSINA

Como visto anteriormente nos itens 5.4 e 5.5, a benzamidina promoveu inibicdo
enzimatica da B-tripsina em temperaturas elevadas (até 70°C) e por um longo periodo
(até 240 horas), permitindo que a analise estrutural seja realizada em pH 8,0, o que
inicialmente n&o seria possivel, pois a enzima realiza autdlise neste pH. Porém para
a realizacdo dos seguintes experimentos, optamos por realizar em pH 3,0, pois a
guantidade de benzamidina a ser utilizada nestes experimentos seria muito grande,

inviabilizando continuar a utilizacdo em pH 8,0.

Para descobrir se houve mudangas nas propriedades estruturais globais da B-tripsina
com a adigao de B-CD, optamos por realizar a técnica de espectroscopia absor¢cao no
modo varredura no UV (Figura 16), para este experimento foi necessario realizar o
préoximo teste fazendo a preparagdo de uma solugao de B-tripsina em tampao glicina
pH 3,0 contendo ou ndo adigdo de B-CD. A metodologia utilizada foi adaptada de

Lacerda e colaboradores (2014).

Os residuos aromaticos presentes na B-tripsina (3 residuos de fenilalanina, 4 residuos
de triptofano e 10 residuos de tirosina) encontram-se internalizados quando a enzima
se encontra no estado nativo. Assim, uma das formas de se monitorar a desnaturacao
de uma proteina em meio polar, monitorada indiretamente pela exposi¢cdo dos
residuos aromaticos externalizados, é pela diminuicdo da absorcdo destes residuos
aromaticos, na regido entre 260 e 310 nm (SCHMID, 2001). Entdo, mudancas
conformacionais na estrutura da tripsina durante o processo de liofilizacao provocaram
uma desestabilizacdo estrutural que foi observada pela reducdo na absorcdo do

espectro de UV.
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Figura 16. Espectro de varredura do ultravioleta da B-tripsina em meio acido sob acéo
da B-ciclodextrina. Os resultados estdo expressos como média (n=3) = um desvio
padrdo. Usou-se como tampdo glicina 50 mmol.L-1, pH 3,0. A linha em preto
representa as amostras sem -CD, a linha em vermelho representa as amostras com
proporgao B-tripsina:3-CD 1:30 (m/m), a linha em azul representa as amostras
previamente liofilizadas sem B-CD e a linha em vermelho representam as amostras
previamente liofilizadas com proporgao B-tripsina:3-CD 1:30 (m/m). Os resultados
estdo expressos como média (n=3) + um desvio padrao.
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Na Figura 16 temos a absorbéncia das amostras da B-tripsina em funcdo do
comprimento de onda na faixa e 250 até 400 nm. O comprimento de onda de absorcao
maxima de proteinas € 280 nm, devido a absorcéo caracteristicas dos aminoacidos
aromaticos: triptofano, tirosina e fenilalanina. Olhando nesse comprimento de 280 nm,
podemos observar dois grupos distintos, no grupo | é formado pelas amostras nas
propor¢des de B-tripsina:3-CD 1:0 e 1:30 (m/m) sem liofilizar, que sdo as que
apresentaram as maiores absor¢8es, no grupo Il temos amostras nas propor¢des de
B-tripsina:B-CD 1:0 e 1:30 (m/m) ambas liofilizadas, apresentando uma diminui¢ao de

aproximadamente 40% menor em 280 nm.

Como a adicao de B-CD resultou em aumento na atividade enzimatica da B-tripsina,
era esperado que fosse refletido em mudancas no espectro de varredura de UV.
Entretanto, este experimento ndo mostrou mudancgas na absorgéo na regiao entre 270
e 295 nm, sugerindo que as mudangas conformacionais na enzima foram sutis ou que
o método utilizado néo foi sensivel o bastante para detecta-las, sendo necessario a
utilizacao de técnicas mais sensiveis, como a espectroscopia de fluorescéncia, para
detectar estas mudancas estruturais que promovam o0 aumento da atividade
enzimatica. Porém houve uma mudanca no perfil de absorgéo a partir de 300 nm, em
que a adigao de B-CD resultou em aumento de absorcéo, indicando que o sistema
espalhou mais luz, devido a interacdo do sistema B-tripsina:3-CD, tornando esta

amostra com tamanho maior do que a amostra sem 3-CD.

5.7. ESPECTROSCOPIA DE FLUORESCENCIA DA INTERACAO DE B-CD
COM A B-TRIPSINA EM PH 3,0

A andlise de proteinas por espectroscopia de fluorescéncia é atil na investigacdo
estrutural, pois sua informacao é relacionada as mudancas globais que uma molécula
sofre quando é submetida a condi¢bes fisico-quimicas diferentes, a partir dos
aminoacidos aromaticos fenilalanina, tirosina e triptofano, além disso é usada pois é
muito mais sensivel (LAKOWICZ, 2006). Por isso foi utilizada a técnica de
espectroscopia de fluorescéncia para acompanhar o deslocamento maximo de
emissado dos aminoacidos aromaticos para verificar os efeitos da adicdo de [-CD na
estrutura da B-tripsina. Nosso experimento foi preparado em uma solugao de B-tripsina

em tampao glicina pH 3,0, contendo ou n&o a adi¢ao de B-CD (tabela 2).
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Tabela 1. Espectroscopia de fluorescéncia de B-tripsina em fungao da adigao de [3-
CD.

Tripsina:-BCD Comprimento de onda maximo
(m/m) (nm)
1:0 3341
1:0* 334+0
1:30 306 +0
1:30* 334+0

*Amostras ressuspendidas apés liofilizacéo e armazenagem por 15 dias.

Como pode ser visto na tabela 2, a comparagéao dos efeitos da 3-CD sobre a estrutura
da B-tripsina demonstra que a amostra 1:30 sem liofilizacdo apresentou uma reducéo
em 28 nm do comprimento de onda maximo em relacdo as outras condi¢cfes. Os

outros perfis apresentaram comprimento de onda maximo iguais.

Quando uma proteina em meio aquoso tem seu equilibrio para uma regido mais
estavel, esta mudanca pode ser monitorada por uma diminuicdo no comprimento de
onda maximo de fluorescéncia (LAKOWICZ, 2006). Para que o0 movimento
conformacional relativo resulte em mudancas espectroscépicas na enzima B-tripsina,
€ necessaria uma variacdo da ordem de 7 a 10 nm de acordo com os resultados
obtidos por Rosa e colaboradores, 2017. Um ponto importante a se citar sobre este
experimento, é que a coleta de dados referentes a emisséo de fluorescéncia fornece
diversas informacBes globais sobre a molécula, sendo possivel monitorar as
populacdes de moléculas no estado enovelado e desenovelado. Mas 0 que se esta
medindo, de fato, € a alteracdo conformacional dos residuos de triptofano e tirosina
presentes na enzima. Além disso, vale destacar que a B-tripsina possui 4 residuos de

triptofano e 10 residuos de tirosina, sendo ambos excitados em 280 nm.

A Tabela 2 indica a variacdo de comprimento de onda méaximo encontrado pelas
diferentes amostras utilizadas: sem B-CD e 1:30 e amostras sem B-CD e 1:30 que
foram liofilizadas. Como pode ser observado na tabela 2 para amostras que nao
sofreram o processo de liofilizagdo, a adicdo de B-CD promoveu uma reducédo do
comprimento de onda maximo de 28 nm. Esta reducdo pode ser explicada pelo

encapsulamento dos residuos aromaticos presentes na superficie pela B-CD,
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protegendo estes aminoacidos do contato com a agua superficial e reduzindo a
absorcdo pelo equipamento. Isto nos indica que esta adicdo promoveu uma maior
estabilidade na proteina em relagédo a nao adigao de B-CD. Porém estes mesmos
resultados ndo foram encontrados quando analisamos as amostras que sofreram a
reliofilizacdo. Ambas amostras apresentaram um comprimento de onda maximo
idéntico, de 334 nm, isso nos mostra que um possivel stress provocado durante o
processo de liofilizagdo do sistema de proteina:3-CD, provocada pela retirada de toda
a agua da amostra e a B-CD nao foi capaz de substituir as interagdes da agua com as
proteinas, resultando em processos irreversiveis. Assim, uma nova etapa para
obtencéo de nosso composto solido ndo apresenta as vantagens obtidas pela adi¢éo

de B-CD num sistema B-tripsina:tampéo.

5.8. ANALISE TERMODINAMICA

De acordo com Ahmad (AHMAD, 2004), a estabilidade termodinamica de uma
proteina esta diretamente relacionada a estabilidade conformacional da proteina
nativa, para descobrir se a B-CD mudara os parametros termodinamicos da B-tripsina
foi preciso fazer algumas analises termodindmicas utilizando o microcalorimetro para

obter estes dados.

Para avaliar o processo de desnaturacao térmica foi obtido uma curva endotérmica, o
qual seus parametros serdo utilizados para obter os dados termodinamicos. Para
todas as transi¢oes foi observada uma reversibilidade de >95%. Na tabela 3 temos os
parametros termodinamicos da B-tripsina em fungéo da concentragao de -CD. Foram
obtidos os valores para o Tm, que € a temperatura em que 50% das moléculas estéo
no estado desnaturado; a variacdo de entalpia de van't Hoff (AHun), que relaciona a
variacdo da constante de equilibrio (Keq) de uma reac¢éo quimica com a variagdo de
temperatura (T) dada a variacdo da entalpia padréo para o0 processo; a variacao de
entalpia calorimétrica (AHca), que € a mudanca de entalpia que o sistema consome
ou libera para que a transicao ocorra; a variacdo de entropia no Tm (AStm), € 0 indice
de cooperatividade (IC), que € a distancia entre as bordas do pico a meia altura. Para
este experimento, foram utilizadas apenas as amostras que nao foram liofilizadas, ja
que a liofilizagéao do sistema B-tripsina:3-CD nédo apresentou ganho na estabilidade da

enzima, como visto no tépico 5.7.



Tabela 2. Parametros termodinamicos da B-tripsina em funcdo da proporc¢ao B-tripsina:f-ciclodextrina (m/m), em pH 3,0.

Trip:B-B CD Tml AHVH2 AH:a 3 AHca / AStm AStm 4 IC>
(m/m) (K) (kcal-mol* UC) (kcal-mol?) (kcal-molt-K1) (mol-kcal?)
1:0 331,5+0,8 99,5+4,94 941+1,0 0,948 0,28 £+ 0,01 0,64 £ 0,01
1:30 333,5+04 103,5+ 0,90 102,2+1,2 0,947 0,39+ 0,01 0,65+ 0,01

Temperatura em que 50% das moléculas estdo no estado desnaturado.
’Descreve a dependéncia da constante de equilibrio (K) em funcéo da temperatura.
SVariagdo de entalpia quando uma molécula desnatura.

4Variagdo da entropia no Tm.

SIndice de cooperatividade.
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Podemos notar que a adicdo de B-CD, na proporgédo B-tripsina:p-CD 1:30 (m/m),
aumenta o Tm da enzima em 2 K, possuindo uma influéncia estabilizadora maior do
que a solugédo sem B-CD. O efeito direto da estabilizagdo da 3-CD pode ser observado
pelo deslocamento do equilibrio nativo e desnaturado para o sentido do aumento das
moléculas no estado nativo e este parametro ndo € dependente de quantidade de

proteinas.

A AHca, que se refere a quantidade de calor que a molécula absorve ou libera para
que ocorra uma transicdo, é um parametro dependente da quantidade de proteinas
gue estdo enoveladas e desenoveladas (ROSA, 2021). Assim, podemos notar na
Tabela 3, a interacdo de 3-CD com o sistema B-tripsina:agua requer um aumento de
8,1 kcal-molt, em relagdo ao sistema sem B-CD, para provocar a desnaturagdo
enzimatica. Portanto, a adicdo da B-CD ao sistema aumenta a populacdo de
moléculas no estado nativo, e desta maneira a energia para desnaturar o sistema é
maior. Uma possivel explicacdo para este aumento é o aumento da tensao superficial

da agua na B-tripsina.

A entalpia de Van't Hoff (AH.x) € uma estimativa da entalpia da transicdo que se
baseia em um modelo que é obtido a partir da area sob a curva de Cp a uma
determinada temperatura, dividida pela area total do termograma, como uma medida
da extensdo da fracdo de moléculas desnaturadas naquela temperatura. Como se
baseia apenas nas razdes das areas sob a curva experimental, ndo requer
informagOes sobre concentracdo ou pureza da amostra. A comparacdo entre a
entalpia calorimétrica (AHca) € a entalpia de Van't Hoff (AH.wx) pode fornecer
informacBes sobre os mecanismos de alguns processos e a molecularidade de
eventos. A relacado AHca/AHuH nos indicam a natureza do processo de transi¢céo entre
0s estados nativo e desnaturado (PRIVALOV, 2012). A correlacdo entre as duas
variagdes de entalpia fornece informagdes importantes sobre o nimero de estados
povoados durante um processo de desenvovelamento. Valores igual a 1 indicam uma
transicdo em dois estados, valores igual a 0,5 indicam uma transi¢ao nao-dois-estados
e quando se obtém valores maiores do que 1,0, tem se a indicacdo de
desacoplamento de subunidades ou de dominios (BITTAR et al., 2003). Nossos

resultados desta correlagdo deram 0,95 para o sistema sem B-CD e 0,99 para o



65

sistema com B-CD. Este parametro nos indica que a proteina apresentou um

comportamento em dois estados nos dois sistemas utilizados.

O AStm também é uma propriedade afetada pela quantidade de moléculas presentes
no meio em sua forma enovelada, sendo esse parametro calculado a partir do AH e
do Tm obtidos experimentalmente. Com relacdo aos valores obtidos na tabela 3,
observou-se que, assim como no AH, os valores encontrados aumentaram quando se
adicionou a B-CD em 39%. O aumento do AStm demonstra que as mudancas
induzidas pela B-CD no sistema deslocam o equilibrio termodindmico em direcdo ao
estado enovelado. Cabe aqui ressaltar que o valor de AStm € relacionado ao sistema

e ndo a cadeia proteica.

A determinacédo do indice de cooperatividade (IC) baseia-se na seguinte relacao: “o
grau de cooperatividade da desnaturacdo € inversamente proporcional a largura a
meia altura na curva de desnaturagdo de uma molécula” (RELKIN, 1994). Portanto,
processos fisico-quimicos muito cooperativos completam-se em uma faixa estreita de
temperatura. Com base nos resultados disponiveis na tabela 3, a adicdo de 3-CD nao
resultou em variacdo significativa no IC, ou seja, os valores encontrados para
cooperatividade indicam que a 3-CD néo alterou significativamente a cooperatividade

de desnaturacao da B-tripsina.

Assim, a analise dos parametros termodinamicos apresentados na tabela 3 sugerem
que a B-CD possui um efeito estabilizador na B-tripsina. Estes resultados estdo de
acordo com os dados encontrados nos experimentos de atividade enzimética e de

espectroscopia de fluorescéncia.
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6. CONCLUSAO

Nossos experimentos em relacdo a atividade amidésica indicaram que uma propor¢ao
de B-tripsina:p-CD  1:60 (m/m) teve a melhor atividade amidasica, porém a
concentracdo 1:30 (m/m) apresentou atividade similar e com reduc¢éo no custo, sendo
esta concentracdo a utilizada nos proximos experimentos. Em relacdo ao
armazenamento do sistema em temperaturas de 4°C e 25°C, a presenca de B-CD na
concentracdo 1:30 (m/m) tornou o sistema protéico mais estavel por periodos de até
trés horas. A benzamidina inibiu a atividade enzimatica por periodo de até 240 horas
e nas temperaturas testadas (37°C, 50°C e 70°C), possibilitando as analises

estruturais e termodinamicas em pH 8,0.

Em relacdo a investigacao do efeito da B-CD na conformagao da B-tripsina, vimos que
a adi¢ao de B-CD no sistema protéico sem prévia liofilizacdo reduziu o comprimento
de onda maximo em 28 nm em relacdo as outras amostras, indicando o aumento da
estabilidade conformacional da enzima. Vimos também que o experimento de
espectroscopia de ultravioleta ndo foi sensivel o suficiente para captar as sutis
alteracdes conformacionais que ocorreram na molécula, porém, este experimento foi

apto para observar o aumento do volume da enzima quando em contato com a 3-CD.

Os parametros termodindmicos mostraram que a isoforma B-tripsina é mais estavel
em presenga de B-CD, sendo observado o deslocamento do equilibrio Nativo e
Desnaturado para o sentido para o aumento das moléculas no estado nativo. Os
parametros de Tm, AHca, AHww, AHcal /AHwH € ASTm Obtidos estdo de acordo com os
experimentos de atividade enziméatica e de espectroscopia de fluorescéncia,
mostrando que a interagao da -CD com o sistema B-tripsina:agua resulta em uma
enzima mais estavel. Apesar das analises termodinAmicas néo considerarem fatores
cinéticos, ou seja, ndo avaliarem a variavel tempo, estes parametros podem ser
usados para selecdo de condicdes e formulagdes otimizadas para ensaios cinéticos

poupando tempo e verba para este tipo de pesquisa.

Para fins praticos, na determinag¢ao da formulagao usando B-tripsina e 3-CD em meio
liquido, o nosso trabalho através dos resultados biolégicos, quimicos e fisicos foram
capazes de determinar as melhorias provocadas pelo uso deste novo sistema. Os

resultados conformacionais e termodindmicos nos deram suporte para
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desenvolvimento de formulacdes liquidas mais estaveis que possam manter a enzima

ativa por mais tempo.
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