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RESUMO

Silva, Vivian de Almeida. Mecanismo de acdo de adjuvantes de enovelamento
protéico: modulacdo conformacional da proteina apomioglobina como sistema
modelo. Rio de Janeiro, 2006. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas) —
Faculdade de Farmécia, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro,
2006.

Esta tese tem o0 objetivo de entender o mecanismo pelo qual adjuvantes
guimicos atuam sobre a superficie de proteinas, e como 0s mesmos conseguem
proteger a sua estrutura reenovelada contra perturbacdes, tais como pH,
temperatura e pressao. A proteina de escolha para o estudo foi a apomioglobina de
coracao de cavalo (apoMb), visto que a apoMb é uma proteina bem estudada, sua
estrutura esta elucidada, assim como suas vias de enovelamento-desenovelamento
em equilibrio e cinética. A espectroscopia de fluorescéncia foi usada para monitorar
mudanc¢as conformacionais na estrutura terciaria. A pH 7, a apoMb esta enovelada
(estado N) e desenovela-se em duas etapas quando o pH é diminuido. Para valores
de pH entre 4 e 5 a proteina assume um estado parcialmente desenovelado, o
estado intermediario (I). Para valores de pH abaixo de 4, a proteina continua o
desenovelamento até o estado desnaturado (D). O estudo da influéncia de presséo e
temperatura sobre a estrutura protéica através das técnicas de alta presséo e
calorimetria acoplada a perturbacdo por pressdo contribuiu para melhor
compreensao das forcas que regem o enovelamento da apoMb, demonstrando que
o principal fator envolvido no processo é a variagéo de volume (AV) do sistema e nédo
forcas entalpicas como pensado anteriormente. Todos os adjuvantes testados
estabilizam uma estrutura intermediéria (1), que apresenta as mesmas propriedades
espectroscopicas do estado parcialmente enovelado de pH 4, o que validamos por
analises dos parametros estruturais raio de giro e distancia maxima, a partir de
medidas de espalhamento de raios X a baixos angulos (SAXS) da proteina a pH 2,5
na presenca de tais co-solutos. A dependéncia da concentracdo de co-soluto no
valor de energia livre de transicdo em equilibrio entre D e | foi interpretada em
funcao da atividade da 4gua. O grau de hidratacdo protéica, associado com a reacao

de enovelamento foi calculado. Esta modificacdo é representada pela mudanca do



ndamero de moléculas de agua, dNw, que s&o excluidas da superficie da proteina
guando esta se enovela. Os resultados indicaram que dNw varia com o tamanho do
cosoluto e, dentro de uma faixa, estd linearmente relacionado com o volume
especifico parcial dos solutos usados para regular a atividade da &gua. Essa
dependéncia atinge um plateau de dNw = 600, que estd em total concordancia com
dados da literatura para a diferenga de hidratagéo entre a apoMb a pH 2,5 e a pH 4
estimados por espectroscopia dielétrica de microondas. Medidas de cinética rapida
de reenovelamento monitoradas por fluorescéncia revelaram que nem o tamanho
nem a concentracdo de soluto empregada influencia a velocidade de transicdo D -
I, sugerindo que a estabilidade do intermediario de enovelamento em equilibrio | é
entdo determinada pela reagdo de transicdo | - D. Os esforcos empregados no
sentido do entendimento do mecanismo de agdo de solutos sobre estruturas
protéicas vai além da compreenséo das for¢as envolvidas no enovelamento, visando
também a melhoria da eficicia de agentes terapéuticos protéicos e demais sistemas

macromoleculares.



ABSTRACT

Silva, Vivian de Almeida. Mecanismo de acdo de adjuvantes de enovelamento
protéico: modulacdo conformacional da proteina apomioglobina como sistema
modelo. Rio de Janeiro, 2006. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas) —
Faculdade de Farmécia, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro,
2006.

This dissertation has the aim to understand the mechanism for which chemical
adjuvants act on the protein surface, and how they get to protect its structure refolded
against perturbations, as pH, temperature and pressure. The protein of choice for
studying was the horse heart apomyoglobin (apoMb), since apoMb is a well studied
protein, its structure is elucidated, as well as its folding-unfolding equilibrium and
kinetic pathways. Fluorescence spectroscopy was used to follow tertiary structure
conformational changes. At pH 7, apoMb is folded (N state) and unfolds in two steps
by lowering the pH. For pH values between 4 and 5 the protein assume a partially
folded state, the intermediate state (I). For pH values bellow 4, the protein further
unfolds to the denatured state D. The study of the pressure and temperature
influence on the protein structure trough the techniques of high pressure and
pressure perturbation calorimetry contributed to better comprehension of the forces
that guide the apoMb folding, demonstrating that the main factor involved in the
process is the volume change (AV) of the system and not the enthalpic forces as
thought previously. All tested co-solutes stabilize an intermediate-like structure (I)
that presents the same spectroscopic properties of the pH 4 molten globule state,
what we validated through analyses of the structural parameters radius of gyration
and maximum distance, from measurements of small-angle X-ray scattering (SAXS)
of the protein at pH 2,5 in the presence of co-solutes. The dependence of co-solute
concentration on the free energy of equilibrium transition between D and | were
interpreted in function of water activity. The degree of protein hydration associated
with the folding reaction was calculated. This change is represented by the change of
number of water molecules, dNw, that are excluded from the protein surface when it
folds. The results indicated that dNw vary with the size of the co-solute and, within a

range, it is linearly related with the partial specific volume of the solutes used to



adjust water activity. This dependence reaches a plateau of dNw = 600, that it is in
total agreement with data of the literature for the difference of hydration between the
apoMb at pH 2,5 and pH 4, estimated by microwaves dielectric spectroscopy. Kinetic
fast measurements of refolding followed by fluorescence reveal that neither the size
nor the concentration of the solute used influence the velocity of transition D - |,
suggesting that the stability of the folding intermediate | in equilibrium is determined
by the reaction of transition | > D. The efforts used in the direction of the agreement
of the mechanism of action of solutes on the protein structures go beyond the
understanding of the involved folding forces, also aiming at the improvement of the

effectiveness of protein therapeutical agents and too much macromolecular systems.
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1 INTRODUCAO

A estabilizacdo de estruturas protéicas €
sempre uma questdo importante a ser levantada,

independente do ambito em que o assunto é

envolvido. Isso se deve ao fato de estruturas

protéicas estarem susceptiveis a diversos tipos de

alteracbes quimicas e fisicas, tais como
deaminacdes, protedlise, oxidacdo, agregacdo, mudancas conformacionais
irreversiveis, inibicdo quimica por ligantes, etc. O maior problema por tras de
alteracdes conformacionais de proteinas € que estas nem sempre sao perceptiveis a
meétodos gerais de analise, 0 que torna complexo a andlise estrutural da mesma. Em
virtude disso, normalmente um grande conjunto de metodologias tem que ser
empregado: eletroforese, gel-filtracdo, mapeamento proteolitico, atividade otica (por
espectropolarimetria), infravermelho, atividade enzimatica (quando pertinente),
dentre outras (UNITED States Pharmacopeia, 2005).

Mais além que protocolar metodologias analiticas precisas, especificas e
sensiveis a percepcdo de mudangas estruturais, mesmo que sutis mas capazes de
pér em perda grande quantidade de material, € preciso manter a estrutura nativa
protéica, por meio de adjuvantes capazes de evitar que exposi¢do, ainda que breve,
de amostras protéicas a condi¢ces de stress levem a sua desnaturacgao.

Os adjuvantes sdo componentes néo-terapéuticos (ANSEL, POPOVICH &
ALLEN, 2000) adicionados a formulagdo com o intuito de facilitar a preparacao,
melhorar a estabilidade e/ou assegurar o funcionamento da forma farmacéutica

como um sistema de liberacdo do farmaco (AULTON, 2005). Os adjuvantes seréo
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eventualmente chamados, nesta dissertacdo, de co-solutos visto que trabalhamos
com um sistema liquido contendo a proteina dissolvida em agua.

Historicamente tem-se empregado diversos tipos de solutos capazes de
estabilizar estruturas protéicas. Esses solutos, ditos inertes, em geral solventes
organicos, compostos polihidricos e carboidratos, sdo amplamente empregados
mesmo sem o0 completo entendimento do mecanismo de atuagdo dos mesmos.
Entende-se atualmente que é por modulacdo da solvatacdo protéica que esses
compostos atuam. Assim, a questdo da solvatacdo das proteinas tem sido alvo de
grande atencdo nos ultimos anos. Isto porque uma caracteristica das reacdes
guimicas envolvendo proteinas é a mudanca na area superficial que é exposta a
agua, durante a reacdo de mudanca conformacional, qualquer que sejam os estados
inicial e final a que estejam sujeitas: é sempre muito provavel que essas mudancas
levem a profundas alteragbes no grau de superficie protéica exposta. Essas
mudancas de grau de solvatacdo também estdo envolvidas durante o enovelamento
protéico, de uma estrutura desenovelada a uma enovelada. Sendo assim, a
compreensdo de como a solvatagdo atua energeticamente sobre o enovelamento
proteico é chave no entendimento de dindmicas conformacionais, interacoes
protéicas - tais como proteina:proteina, proteina:ligante (ex: farmacos),
proteina:macromolécula, etc. , manuseio e processamento de produtos protéicos e
peptidicos biotecnoldgicos, modelagem molecular, dentre outros.

Assim sendo, é importante determinar variacdes em quantidade de moléculas
de agua que interagem com a proteina durante o curso de reacfes tais como as
mencionadas acima, bem como essas variagoes ocorrem, pois podem fornecer
indicagbes dos mecanismos fisico-quimicos envolvidos nesta reagdo. Esta

7

determinacdo € mais eficaz, e os dados obtidos tornam-se mais significativos,
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qguando perturba-se o sistema agua-proteina pela adicdo de um terceiro componente
em altas concentragbes, um soluto, aqui eventualmente denominado adjuvante
guimico.

O interesse especifico nesse tépico €, portanto, entender como a modulacdo
de condi¢cdes de solucdo-amostra pode atuar sobre a estrutura e funcionalidade
protéica, podendo-se partir para aplicacdes diretas em estabilizacdo de produtos
biofarmacéuticos, além da compreensdo dos fenbmenos gerais de enovelamento
protéico e interagbes macromoleculares envolvidos nos diversos sistemas
biolégicos.

Nesta dissertacdo, empregou-se como modelo para estudo a apomioglobina
de coracao de cavalo (apoMb). Mas, porque apoMb? Qual a relagéo direta dela com
produtos biofarmacéuticos? Pode-se dizer que ha uma relagdo direta, ainda que
apoMb nédo seja um farmaco de origem biotecnoldgica. Trata-se de uma proteina
estudada h&d mais de 40 anos, cuja estrutura é muito bem elucidada, entendida em
diversos aspectos, suas vias de enovelamento e desenovelamento por uma série de
variaveis também sao muito bem exploradas. Assim, ela se torna um modelo
excelente para o estudo de mecanismo de acdo de adjuvantes quimicos sobre o
enovelamento e estabilidade protéicos, exatamente por ser conhecido seu
comportamento e, assim, qualquer reconducéo de seu comportamento normal pode
ser atribuido e investigado a luz de efeitos desses adjuvantes. Fora isso, a
mioglobina é uma proteina que pode ser obtida com alto rendimento e elevadissima
pureza. Entretanto, mantém-se como perspectiva futura, a continuidade deste
trabalho com outros sistemas, em especial proteinas que correntemente estejam em
pratica médica atual, sob objeto de fases clinicas, ou ainda em uso em outros

processos biotecnoldgicos farmacéuticos, tais como enzimas de métodos
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diagnésticos, processamento de biofarmacos por catélise enzimatica, dentre tantas
outras areas.

Para melhor compreenséao do trabalho, da proteina em estudo e dos processos
de enovelamento/desenovelamento protéicos, segue uma revisdo bibliogréafica
apresentando contribuicbes cientificas importantes que serdo a base para a

discusséo e interpretagéo dos resultados apresentados.
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1.1 O ENOVELAMENTO DE PROTEINAS

O mecanismo pelo qual uma proteina se enovela a partir de conformacdes
desordenadas € alvo de estudos h& véarias décadas. O entendimento desse
processo envolve a caracterizac@o de todas as espécies que ocorrem na reagdo de
enovelamento e corresponde a oportunidade de relacionar a sequéncia de
aminoacidos de uma proteina, sua estrutura, estabilidade e funcédo bioldgica
(KUMAR & YU, 2004).

A cadeia polipeptidica de proteinas globulares é enovelada de forma compacta
e esta conformacado é importante para a funcéo bioldgica por elas exercida. Isso foi
evidenciado por experimentos de desnaturagdo protéica induzidos por aquecimento,
exposicdo a valores extremos de pH ou adicdo de agentes desnaturantes como
uréia e cloreto de guanidino. Quando uma proteina globular € desnaturada, seu
esqueleto covalente permanece intacto, mas a cadeia polipeptidica desdobra-se ao
acaso em conformacgfes espaciais variaveis e irregulares. A maneira como as
cadeias polipeptidicas sdo dobradas determina a estrutura terciaria da proteina
(NELSON & COX, 2000). Esta pode ser estabilizada por quatro tipos de interagao:
pontes de hidrogénio entre as cadeias laterais, ou grupos R, de residuos
pertencentes a alcas adjacentes, atracdo idnica entre grupos R com cargas elétricas
opostas, interagdes hidrofobicas e/ou interacbes covalentes.

A estrutura terciaria de uma proteina depende da sua sequéncia de
aminoacidos, ou seja, da sua estrutura primaria, o que foi evidenciado por
experimentos que demonstraram que a desnaturacdo de algumas proteinas é um
processo reversivel, ao contrario do que foi pensado durante muitos anos. Um caso

classico de renaturacdo € dado pela ribonuclease, uma proteina de cadeia Unica
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com guatro pontes dissulfeto intracadeia. Christian Anfinsen demonstrou, na década
de 50, que a ribonuclease era desnaturada por uréia e na presenca de um agente
redutor, perdendo sua atividade catalitica. Entretanto, a medida que essas
substancias eram removidas, a ribonuclease desnaturada readquiria, lenta e
espontaneamente, sua estrutura tridimensional correta, restaurando sua atividade
catalitica (NELSON & COX, 2000). Esse experimento provou que a sequéncia de
aminoacidos das proteinas contém toda informacao necessaria para o enovelamento
da cadeia na estrutura tridimensional nativa.

A estrutura nativa, entretanto, coexiste com outras conformagdes possiveis, e
transicOes reversiveis de uma conformacdo para outra podem ocorrer quando o
ambiente é alterado. Esses outros estados conformacionais apresentam maior
mobilidade interna da cadeia conferindo fragil estabilidade a conformacgéo nativa,
caracterizada como uma estrutura altamente organizada (TANFORD, 1968). A figura
1 ilustra diferentes estagios energéticos que podem ser apresentados pelas

diferentes conformacdes protéicas.

Inicio da formacéo de hélices

‘\\Emfoi.a i

A
E nativa \

Figura 1 - Diagrama de energia para diferentes estados conformacionais das proteinas. Disponivel
em: <http//ww.msstate.edu/~wss2/enzymes>. Acesso em 25 nov. 2005.
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Estudando o processo de enovelamento e desenovelamento protéico, varios
pesquisadores verificaram que esse processo nem sempre ocorre em apenas duas
etapas, como se pensava inicialmente. Foi identificada a presenca de intermediarios
de enovelamento. Estes foram primeiramente detectados por Tanford que constatou
gue os processos de desnaturacao protéica, induzidos por pH, temperatura, uréia e
cloreto de guanidinio ndo eram equivalentes, gerando formas estruturalmente
distintas (TANFORD, 1970).

O estado intermediario de enovelamento foi caracterizado por diversos
pesquisadores, que o descreveram como um estado compacto desnaturado, com
significativo conteldo de estrutura secundaria, similar a estrutura nativa, e estrutura
terciaria flexivel e desordenada (BARRICK & BALDWIN, 1993).

O estudo da a-lactalbumina por espalhamento de raios X a baixos angulos
(SAXS) demonstrou que o raio de giro (Rg) do estado intermediario apresentava um
valor muito proximo ao estado nativo, tendo um aumento apenas de 10% em relacéo
a forma nativa (DOLGIKH et al., 1981, 1985, PITITSYN, 1992). Por outro lado, o
citocromo ¢ na forma estabilizada por sais apresentava um Rg 25% maior que a
respectiva forma nativa (KATAOKA et al., 1993).

Uma proteina em seu estado nativo quando exposta a condi¢cdes de estresse,
como pH, temperatura, agente desnaturantes, entre outras, tende a se desenovelar
e esse processo pode ocorrer em varias etapas, com a formacdo de um ou mais
estados intermediarios. O importante € que o equilibrio esteja sempre deslocado no
sentido da forma nativa, impedindo assim a formacéao de estruturas ndo funcionais

elou que apresentem efeito toxico (figura 2).
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Figura 2 - Alguns possiveis estados conformacionais das proteinas. Fonte: SMELLER, 2002.
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1.2 APOMIOGLOBINA

1.2.1 Caracterizacdo estrutural da apomioglobina nativa

A apomioglobina é uma proteina globular na regido de pH neutro, derivada da
mioglobina - proteina de estocagem de oxigénio nos tecidos musculares dos
vertebrados - apds a extragdo do grupo heme. A estrutura secundaria é composta de
oito hélices a, denominadas pelas letras A a H (NELSON & COX, 2000). Sua

estrutura nao foi ainda determinada por métodos cristalogréficos.

Figura 3 - Estrutura cristalogréafica da mioglobina (recombinante) de coragdo de cavalo, néo
modificada (“selvagem”). 1WLA.pdb.
Fonte:http://www.rcsb.org/pdb/cgi/explore.cgi?pdbld=1WLA;page=;job=graphics&bio=1&0
pt=show&size=500.
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Harrison e Blout (1965) sugeriram que apoMb teria cerca de 20 aminoacidos
a menos envolvidos em hélices alfa quando comparada com a holomioglobina,
proteina contendo o grupo heme (holoMb). Mais tarde, Griko e Privalov (1988)
sugeriram, por experimentos de *HRMN e calorimetria, que a apoMb possuia uma
conformacdo tridimensional particular que, apesar de desconhecida, provavelmente
lembraria bastante a forma holo. A figura 4 apresenta um diagrama esquematico da

apoMb.

Figura 4 - Diagrama esquemaético da estrutura da apomioglobina. Fonte: ELIEZER & WRIGHT, 1996.

A mioglobina de coracdo de cavalo possui 11 histidinas com pKa bastante
diferentes. Medidas comparativas de RMN com apoMb e holoMb eqlinas
demonstraram que 8 dessas histidinas possuem constantes de acidez aparentes

similares, indicando que muito embora a geometria e dindmica ndo sejam
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completamente conservadas, a remo¢do do heme tem efeito limitado sobre a
estrutura e compactagédo dessa proteina (COCCO et al. 1992). A figura 5 apresenta

0 enovelamento da holoMb .

Figura 5 - Enovelamento da mioglobina. As hélices estdo representadas por uma Unica letra e as
partes conectadas por duas letras. Os numeros indicam as posi¢cdes das histidinas.
Fonte: COCCO, 1992.

Estudos recentes de ressonancia magnética nuclear (RMN) reforcaram as
evidéncias de que as estruturas secundaria e terciaria da apomioglobina sdo muito
semelhantes as da holo-proteina, proteina contendo o grupo heme (HUGHSON,
WRIGHT & BALDWIN, 1990). A andlise por RMN mostrou enorme similaridade entre
a forma holo e apo exceto por algumas diferencas nos loops EF e FG, na hélice F e
na por¢cao N-terminal da hélice G, cujas ressonancias do esqueleto polipeptidico sdo
alargadas além da capacidade de deteccdo, sugerindo uma ampla flutuagéo

conformacional (ELIEZER & WRIGHT, 1996).



Introdugdo 31

O estudo comparativo dos deslocamentos quimicos dos prétons e nitrogénios

amidicos para a forma apo e holo da proteina esta apresentado na figura 6.

dfipomioglobing
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Figura 6 - Deslocamentos quimicos da apoMb versus holoMb para (a) prétons amidicos e (b)
nitrogénios amidicos. Fonte: ELIEZER E WRIGHT, 1996.

A apoMb contém um extenso nudcleo hidrofébico e muito dos residuos
hidrofébicos presentes na holo-proteina é conservado na forma apo. Embora
semelhante a holo-proteina, apresenta notaveis diferengas tanto em sua estrutura
como em suas propriedades. A apomioglobina tem menor elipticidade que a holo-
proteina como observado pela técnica de dicroismo circular (DC), menor
estabilidade, diferente capacidade calorifica e apresenta um raio de giro ligeiramente
maior (WRIGHT & BALDWIN, 2000).

A apomioglobina em pH 2,5, é descrita como desenovelada (TEALE, 1959),
ainda que ela apresente estrutura residual, como sugerido por medidas de dicroismo
circular, por SAXS que revela raio de giro menor que o0 de uma cadeia polipeptidica

completamente desenovelada, e por RMN que demonstra a possibilidade de até 29
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residuos (19%) envolvidos em leve estruturagcéo de alfa-hélice (MOHANA-BORGES
et al., 2004).

Os numerosos trabalhos encontrados na literatura estéo praticamente divididos
em apoMb de cachalote e apoMb proveniente de coracdo de cavalo. Ambas
apresentam grande homologia, entretanto, diferem quanto a estabilidade frente a
diferentes agentes perturbadores, como por exemplo, uréia e concentracdo
hidrogenibénica. A concentracdo de uréia necessaria para alcancar o ponto médio de
transicdo entre os estados nativo e desenovelado para a apoMb de baleia é 3,4M,
enguanto para a apoMb de cavalo é 2,7M, mostrando a segunda ser menos estavel.
A apoMb de cavalo é ainda menos resistente ao desenovelamento induzido por
acido quando comparada a de cachalote (REGIS et al., 2005). Esta analise

comparativa esta apresentada na figura 7.
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Figura 7 - Analise comparativa da estabilidade de apoMb de coragdo de cavalo (M) e de cachalote
(O). A) Os pontos médios das transicfes entre os estados nativo e intermediario em
funcéo do pH foram de 4,8 para cachalote e 5,3 para cora¢do de cavalo. B) Os pontos
médios das transicdes entre os estados nativo e desnaturado, a pH 7,8, foram de 3,4M

para cachalote e 2,7M para coragéo de cavalo. Fonte: REGIS et al., 2005.
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1.2.2 Estudos de enovelamento da apomioglobina e caracterizagcdo dos

estados intermediarios

1.2.2.1 Estudos de equilibrio

A apomioglobina é uma proteina globular cujo enovelamento € muito bem
descrito, sendo conhecida por possuir em equilibrio, em funcdo de pH, estados
nativo (pH 6 a 7), intermediarios abundantes na faixa de pH 4,0, e que também
ocorrem transientemente, na forma de intermediarios de enovelamento, e estado
desenovelado a pH 2,5. (BARRICK E BALDWIN, 1993).

O intermediéario (I) a pH 4,0 possui todas as caracteristicas de um globulo
“fundido” (molten globule). Segundo Dolgikh e colaboradores (1985) um estado
molten globule apresenta-se como um glébulo compacto com estrutura secundaria
nativa e com estrutura terciaria flutuante. Ainda segundo os autores, a entropia
dessas formas intermediarias é maior e sua energia menor que a do estado nativo.

No caso da apoMb, o estado molten globule é compacto, porém apresenta um
raio de giro maior que o observado nos estados nativos da apo e holo-proteina.
(KATAOKA et al., 1995). Trés das oito a-hélices presentes na apoMb (A, G e H)
estdo estruturadas neste intermediario, enquanto as demais parecem estar
desenoveladas (LOH, KAY & BALDWIN, 1995). Este modelo sugere um
intermediério (I) em que as regides de hélices A, G e H estédo enoveladas formando
um nuacleo hidrofébico compacto. Estudos por RMN demonstraram que | contém
substancial estrutura secundaria (35% de hélices) e auséncia de estrutura terciaria

ordenada (ELIEZER et al., 1997).



Introdugdo 34

Gast e colaboradores (1994) realizaram um estudo comparativo, por SAXS,
entre a compactacdo do estado | da apoMb com os estados intermediarios da a-
lactalbumina e do apo-citocromo c. Verificaram que a compactacdo dos estados
intermediarios decresce na ordem a-lactalbumina > apocitocromo ¢ > apoMb.

O processo de enovelamento/desenovelamento foi verificado na presenca de
agentes desnaturantes. Jennings e Wright observaram, em 1993, que a reacgéo de
desenovelamento da apoMb induzida por uréia era cooperativa com um ponto médio
de transicdo proximo a 2,2M de uréia. A transicdo era completamente reversivel,
visto pelo completo ganho de conteudo helicoidal nativo quando a concentragdo de
uréia era reduzida (6M -> 0,8M) e pela habilidade em ligar o grupo heme
guantitativamente.

Loh e colaboradores, em 1995, identificaram um segundo estado intermediario
(I) da apoMb comparando o processo de desnaturacdo da proteina induzido por
acido e uréia na presenca e auséncia de tricloroacetato de sédio (hoje se sabe que
outros anions promovem o mesmo efeito), monitorado por medidas de DC e estudos
de RMN. Os resultados indicaram que |, € mais estruturado e estavel que I, se
aproximando mais da estrutura nativa. Apresenta as mesmas hélices A, G e H
observadas em | e uma quarta hélice — B — incorporada no molten globule. Estes
dados reforcaram a idéia de que a apoMb se enovela seqiiencialmente, com a

presenca de diversos estados intermediarios.
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1.2.2.2 Estudos da cinética de enovelamento

A via cinética para enovelamento da apoMb envolve um intermediario que
assemelha-se fortemente com o estado molten globule observado em equilibrio,
caracterizado sob baixo pH e baixa temperatura. Os estudos realizados por técnicas
de cinética répida (fluxo interrompido — stopped flow e fluxo suprimido — quench
flow), e medidos por RMN e DC indicaram que o primeiro evento detectavel no
enovelamento da proteina ocorre em 5 ms e corresponde a formagdo de um
intermediario contendo substanciais hélices. As primeiras ligagbes secundarias
ocorrem entre as hélices A, G e H — similar ao intermediario em equilibrio a pH 4 -
seguida da hélice B em aproximadamente 1 s. Posteriormente havia formacao das
hélices C e E e da alga DC em um tempo de 2,5 s (JENNINGS & WRIGHT, 1993).

Ao menos duas formas de intermediarios a pH 4, denominadas la e Ib, foram
identificadas através de processo cinético acompanhado por espectroscopia de
fluorescéncia (JAMIN & BALDWIN, 1996, 1998). Estas mesmas formas foram
evidenciadas em equilibrio a pH 3,2 e 4,2 (KAY & BALDWIN, 1996) e a razéo entre
elas dependia do pH, concentracdo de uréia e presenca de espécies idnicas. A
forma la € a Unica presente em pH 3; a razdo Ib/la aumenta em pH acima de 3. A
forma Ib é convertida a la quando a concentracdo de uréia € aumentada. Verificou-
se que a via de enovelamento e desenovelamento da apoMb era linear (D - la - Ib
- N). Essa interconversao entre as duas formas intermediarias péde ser observada

por experimentos de stopped flow (JAMIN & BALDWIN, 1998).
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1.2.2.3 Efeito da pressao sobre o enovelamento

Em 1914, Pierce Bridgman demonstrou que alta pressdo hidrostatica pode
levar & desnaturacdo de albumina, levando-a a um estado similar aquele obtido por
elevadas temperaturas. Desde entdo, estudos estruturais usando alta presséo tém
fornecido muitas informacdes a respeito do processo de enovelamento protéico em
adicdo aos estudos realizados com pH, temperatura e agentes desnaturantes. Este
estudo fornece informacdes termodindmicas sem alterar a composicdo gquimica da
solucdo (WEBER & DRICKAMER, 1983; SILVA et al.,, 2001; SCHARNAGL E
FRIEDRICH, 2005).

O efeito da pressdo estd relacionado a mudangas de volume e
compressibilidade que acompanham a transicdo conformacional protéica (ROYER,
2002). A aplicacdo de pressao desloca o equilibrio quimico na direcédo do sistema de
menor volume. Portanto, a variagdo de volume de um sistema, volume ocupado pela
proteina e pelo solvente, sob alta pressdo € negativa e indica desenovelamento
protéico (VIDUGIRIS & ROYER, 1998). Ademais, altas pressbGes favorecem a
particio de moléculas de &guas para o interior de proteinas, em regides
hidrofébicas, como demonstrado por modelagem e dindmica moleculares (HUMMER
et al., 1998) e cristalografia e difracéo de raios-X sob altas pressdes (COLLINS et al.,
2005).

A apoMb a pH 5,4 é resistente a presséo até 80 MPa e desnatura entre 80 e
200 MPa gerando um intermediario, estruturado nas hélices A, G e H, sendo
portanto similar aos intermediarios cinéticos e em equilibrio observados em funcao
do pH. O aumento da presséo até 500 MPa resulta em sua completa desnaturagéo

(BONDOS, SLIGAR & JONAS, 2000). Os dois triptofanos presentes na hélice A
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mantém-se protegidos do solvente no intermediario, que retém parte da estrutura

nativa. A figura 8 ilustra as curvas de desnaturacéo da apoMb monitoradas por RMN.

1.2

tiva

Fracio na
Pl

0 50 100 150 200 250

Pressao, MPa

Figura 8 - Curvas de desnaturacdo por pressdo da apoMb de cachalote selvagem, monitorada por
1D-RMN de 'H de His24°H (@), His36 *H (O), His48°H (¥) e His113*H (V). As amostras
foram preparadas em 10 mM bistris, 10 mM TCA, 1.5 mM TSP, pH 5,4. Fonte: BONDOS,
SLIGAR & JONAS, 2000.

Estudos com a apoMb revelaram que a transicdo de seu estado nativo para um
estado intermediario induzido por alta pressdo, monitorado por espectroscopia de
fluorescéncia, apresentava uma alteracdo de volume de -70 mL/mol. O completo
desenovelamento por pressao, a partir deste intermediario, a pH 4,2 revelou uma
mudanca de -61 mL/mol (VIDUGIRIS & ROYER, 1998).

Anteriormente ja havia sido reportado na literatura que a apoMb, a pH neutro,
sob pressao, apresenta-se na forma de intermediario de enovelamento com
caracteristicas similares as observadas no molten globule a pH 4,0 (BISMUTO et
al., 1996). Verificou-se que a apoMb perdia sua capacidade de ligagdo a 1,8-

anilinonaftalenosulfonato (ANS), indicando perda da “bolsa” de ligagdo ao grupo

heme (SIRE, ALPERT & ROYER, 1996).
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1.3 ADIGCAO DE OSMOLITOS E ESTABILIDADE PROTEICA

A estabilidade de uma proteina é definida como a persisténcia de sua
integridade molecular ou agdo biol6gica em face de altas temperaturas ou quaisquer
outras influéncias deletérias (FAGAIN, 1995).

Os osmdlitos sdo substancias capazes de modular as propriedades osmaticas
de uma solucédo alterando a estabilidade do sistema. Sabe-se que a conformacéo
nativa de muitas proteinas pode ser estabilizada por moléculas polihidricas como o
glicerol e a sacarose em altas concentracdes (= 1M). Estudos do mecanismo de
interacdo destes compostos com as proteinas, a temperatura ambiente,
demonstraram que eles sdo preferencialmente excluidos da superficie das
proteinas. Isto indica que a adicdo de co-solutos a solu¢des aquosas de proteinas €
termodinamicamente desfavoravel visto que aumenta o potencial quimico da
proteina em solucéo e do aditivo (XIE & TIMASHEFF, 1997).

A estabilizacdo da ribonuclease foi estudada através de densitometria por Xie
e Timasheff em 1997. Medidas de interagéo preferencial foram realizadas com a
proteina em diferentes valores de pH e temperatura, a fim de avaliar que forcas
estariam envolvidas no processo de estabilizagdo. Verificou-se que contribuicdes
entélpicas de interacdo com o sistema co-solvente para estabilizagdo durante
desnaturagcdo eram muito pequenas quando comparadas com a mudanca de
entalpia padrédo na auséncia da substancia estabilizadora. Isto demonstrou que na
desnaturacdo, as interacdes com 0s elementos estruturais expostos da proteina
seria similar as interagcdes com a superficie da estrutura nativa. Isto corroborou com
os resultados de outros pesquisadores, que em trabalhos anteriores avaliaram o

efeito de alguns solutos sobre aminoacidos e peptideos. Estes estudos mostraram
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gue a sacarose e a sarcosina tém uma baixa afinidade por residuos polares e
apolares e afinidade menor que a agua pelos peptideos (LIU & BOLEN, 1995).
Estes experimentos apontam a estabilizagdo protéica como funcdo da excluséo do
osmolito do dominio protéico.

Muitos pesquisadores tém investigado a acgdo estabilizante de polidis,
atualmente usados como estabilizantes de formulagdes biofarmacéuticas, contra os
mecanismos de degradacdo protéica, como agregacao, deamidacgao e oxidacao.

Somnath Singh e Jagdish Singh (2003) utilizaram a calorimetria diferencial de
varredura para medir parametros termodinamicos, como temperatura de transi¢éo e
entalpia calorimétrica, para avaliar a estabilidade conformacional da lisozima na
presenca de polidis (manitol, sacarose, lactose, glicerol e propilenoglicol). Estes
pesquisadores sugerem duas possiveis causas para o efeito estabilizante. A
primeira é que esses aditivos restringem as mudancas conformacionais pela
formacdo de ligagbes hidrogénio com grupos na superficie da lisozima. Cada
interacdo tenderia a preservar a conformacgdo nativa da proteina assim como
proteger residuos de aminoacidos da exposicdo a deamidagdo, oxidagao,
agregacdo ou outras modificagbes adversas. A segunda possibilidade é que os
polidis sdo preferencialmente excluidos do dominio protéico, aumentando a energia
livre do sistema. A exclusdo preferencial de polidis leva a estabilizacdo protéica
devido ao estado desnaturado da proteina tornar-se termodinamicamente menos
favoravel na presenca de polidis.

No estudo da estabilizacdo do estado intermediario de enovelamento do
citocromo c, induzida por polidis, Kamiyama e colaboradores (1999) indicaram que a
principal forca que rege a formacdo do estado intermediario € a interacao

hidrofébica. Os estudos foram feitos utilizando a técnica de dicroismo circular e



Introdugdo 40

calorimetria diferencial de varrredura. A estabilidade de um estado intermediéario (I)
da proteina é determinada pelo balanco de interagbes como repulsédo eletrostética
entre residuos carregados e for¢cas opostas como ligagdes hidrogénio e interacdes
hidrofobicas. A adicdo de sais reduz a repulsdo eletrostatica, mas tem somente
pequeno efeito nas ligagdes de hidrogénio e nas interacdes hidrofébicas em baixas
concentracdes, produzindo uma forca liquida favoravel & formagdo de |. Este
balanco de forcas é completamente oposto com polidis. Estes teriam somente
pequenos efeitos nas interacdes eletrostaticas porque a constante dielétrica da agua
ndo é tdo marcadamente reduzida a ponto de haver formacdo de pares ibnicos
mesmo em altas concentragcfes de polidis. O efeito dominante dos polidis é a
estabilizacdo de interacdes hidrofobicas: a energia livre de transferéncia da agua
para polidis em solu¢do aquosa € positiva para a maioria dos aminoacidos apolares,
e esse valor torna-se maior com o aumento da concentracdo do poliol e o numero de
grupamentos hidroxila livres na molécula deste.

O efeito do glicerol sobre a proteina calpastatina foi estudado por
espectroscopia de DC. Verificou-se um aumento de elipticidade em funcdo da
concentracdo de glicerol, indicando ganho de estrutura secundaria. O glicerol em
altas concentracdes teria entdo efeito de hidratacdo preferencial (KONNO et al.,
1997).

Ja foi demonstrado que a adicao de alguns solutos leva ao enovelamento da
apoMb a pH 2,5 (MARAO, 2000). Esse comportamento parece estar relacionado a
acdo de solutos no potencial quimico da agua e, portanto, levando a proteina a se
reenovelar por mudancgas no estado de hidratacdo devido a diminuicédo da atividade
da agua por estes solutos. Verificou-se através de experimentos de DC que a adigéo

de solutos, de diferentes classes quimicas, alterava o namero de moléculas de agua
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envolvidas no processo de enovelamento e esse numero era tanto maior quanto
maior fosse o tamanho do soluto empregado (MARAO, 2000).

Muitas teorias tentam explicar o que ocorre num sistema contendo trés
componentes: 4gua, proteina e soluto. Elas levam em consideracdo os fatores

termodinamicos envolvidos no processo de exclusao ou ligacéo preferencial.

1.3.1 Teoriatermodindmica dos trés componentes

Quando uma molécula de proteina é dissolvida em agua (TIMASHEFF, 2002),
sua superficie tende a interagir com as moléculas de 4gua presentes no sistema,

gerando o equilibrio:

P + nHO — P.nH,O (Ky)

Onde:

P = proteina e P.nH,O = proteina hidratada.

Estas interacbes podem ser atrativas ou repulsivas de varias extensdes
(energia livre), como ilustrado na figura 9. Nao h&4 uma camada rigida de 4gua ao
redor da proteina e sim uma nuvem flutuante de moléculas de agua afetadas
termodinamicamente mais ou menos pela proteina (TIMASHEFF, 2002). A essa
reacdo da dgua com a proteina é associada uma constante de equilibrio (Ky) e um
valor de energia livre AG®,. Quanto maior o valor de K,, € mais negativo o valor de

AG®y, mais favoravel a interagdo entre agua e proteina (TIMASHEFF, 1998).
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Figura 9 - Interacéo de moléculas de agua com a superficie da proteina. (A) agua livre. (B) Introducao
da molécula de proteina sua interacdo com a dgua em diferentes graus de energia livre. (C)
Mudancas referentes a alteragées na mobilidade das moléculas de agua; a = moléculas de
agua repelidas do dominio protéico e b = moléculas flutuantes entre forte atracdo e
liberdade. (D) Conseqiiéncias para um processo de transporte. A seta indica movimento
pela aplicagdo de um campo gravitacional ou gradiente eletroquimico. Fonte: TIMASHEFF,

2002.

E caracteristico de reagdes protéicas que, durante o curso de reacdo, a area

superficial total da proteina em contato com a agua mude. Isto pode ser

acompanhado pelo grau de hidratacdo, AWy = Wy (produto) — Wy (reagente). A

reacao pode entdo ser escrita da seguinte forma:

—
<—

P.n H,0 P+

n H,O

(n = AWH)

Se 0 sistema apresenta um terceiro componente, um soluto, a proteina ira

interagir com este de acordo com o equilibrio:
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P + S < PS (Ks)

Onde S = soluto e Ks = constante de equilibrio.

Neste equilibrio novas interagfes estdo envolvidas, as quais se atribui um valor
de energia livre, AG°s, que quanto mais negativo mais favoravel é a interacdo da
proteina com o soluto.

O resultado final desse sistema € o balango de intera¢des entre as moléculas
de proteina com a 4gua e com o soluto. A interacdo da proteina com soluto desloca
algumas moléculas de agua que anteriormente estavam ligadas a sua superficie. O

equilibrio global pode ser representado como segue:

PnH,O <«— P + nH,O (1K)

P + S &> PS (Ks)

—
P.nHO + S <+— PS + n H,O (K|:= Ksl KW)

Se a ligagdo da proteina ao soluto for tdo favoravel quanto a sua ligacdo a
agua, os valores de Ks e Kw serdo iguais e a constante final Kg sera 1. Nesse caso,
a energia livre do processo sera zero, indicando indiferen¢a da proteina com relacéo
a ligacdo a agua ou ao soluto (TIMASHEFF, 2002). Por outro lado, se a interagcéo da
proteina com o soluto for mais favoravel, a constante Kg serd maior que 1 e o valor

de AG do sistema sera negativo, indicando que a reacao é favoravel. Se a ligagédo da

proteina a agua fosse mais favoravel, AG do sistema seria positivo e



Introdugdo 44

consequentemente, a reacdo desfavoravel, ou, em outras palavras, a interacao entre
0 soluto da solucao e a superficie protéica teria carater repulsivo, criando uma regido
ao redor da proteina rica em agua e pobre em soluto.

A figura 10 demonstra os diferentes graus de interacdo da proteina com o0s

diversos solutos previamente estudados.

a T
GuaSCN ] - -
— Kex>1: Ligacdo Pref do osmolito
GuaHClI - Exclusdo preferencial de agua
CIEtOH
ArgHCI -
GuaAc |
Uréia; Gua,SO4; MgCl, 0 _L | Kex= 1: Neutro (inerte)
PEG’s —
MgSO4 |
Glicerol ] Kex< 1: Exclusdo preferencial do
. — osmolito
Sorbitol — Hidratacao preferencial
Betaina —
Trealose ] l
w
Figura 10 - InteragGes preferenciais com osmolitos. Kex = constante de exclusdo. Fonte:

TIMASHEFF, 2002.

Desta forma, podemos entdo dizer que ndo basta ser osmodlito para ser
estabilizador. A estabilizagdo de uma estrutura protéica por solutos pode ser obtida
de algumas formas, como por exemplo, a ligacdo especifica (horménio, farmaco,
ions) e manutengdo de estrutura local, propagando-se para a estrutura global da
macromolécula, bem como pelo efeito de hidratacédo sugerido acima Por sua vez, a

desestabilizacdo de uma estrutura protéica pode ser atingida por solutos que atuem
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sobre o coeficiente de particdo protéico (com guanidino, uréia, etc), por
desestabilizacdo de contatos idnicos por protonagéo/desprotonacdo e efeitos de
carga, por adicdo de tensoativos e rompimento de regides hidrofobicas, dentre

outros.

1.3.2 Interpretacdo do efeito de solutos no equilibrio conformacional segundo

arelacdo de Wyman

A interpretacdo do efeito de solutos sobre a estabilidade de proteinas parece
estar relacionada com o efeito de exclusdo preferencial de solutos da superficie de
proteinas, ou de outra forma, pelo efeito de hidratacdo preferencial. Esta analise
pode ser conduzida segundo a expansdo da relacdo de Gibbs-Duhem feita por
Wyman (1964).

A adicao de solutos a uma solugdo contendo proteina para manté-la estavel,
assim como cloridrato de guanidinio ou uréia para desnatura-la, ou sulfato de
amoOnia para precipita-la, sdo praticas comuns ha muitos anos. Entretanto, por muito
tempo elas tiveram base puramente empirica, e as diferentes a¢fes das substancias
eram tidas como néo relacionadas.

Isto assim permaneceu até que o surgimento de teorias que foram combinadas
e a articulacdo de idéias permitiu fundamentar uma base para estes fatos.
Esclareceu-se que as acdes destas substancias eram relacionadas, e que, assim o
papel das mesmas era idéntico, sendo este a capacidade de controlar ou modular
alguns processos envolvendo as proteinas, diferindo apenas a direcdo em que este

controle era feito.
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De acordo com a teoria termodindmica da solucdo de trés componentes o0s
solutos irdo competir com a agua pela interagdo com a superficie da proteina. O
balanco desta competicdo resultara numa ligacdo ou excluséo preferencial da agua
ou do co-solvente, conforme o caso, e este efeito pde em jogo uma quantidade de
energia em solucéo.

Durante o processo de desnaturacdo, a interacdo da superficie da proteina
com as moléculas de agua muda a medida que os produtos vao sendo formados.
Considerando o equilibrio N = D, podemos dizer que a interacdo com a 4gua muda
devido a mudanca no estado fisico do reagente, a proteina nativa.

Como apresentado anteriormente, 0s solutos irdo competir com a agua pela
interagdo com a proteina e essa competicao ir4 acarretar uma diferenca no balango
final de afinidade da agua pela proteina nativa (estado inicial) e pelo estado final,
desenovelado. A equagdo de Wyman procura interpretar esse efeito a partir da
relacéo:

(OINK/BINA, )1 paix = Vx 0 = V9 = Av,

Onde:
K = constante de equilibrio da reacéo;

x = ligante (soluto)

ax = atividade do ligante

vx = extensdo da ligagéo entre o ligante e a proteina
T = temperatura em Kelvin

P = pressao do sistema

Pode-se afirmar que numa reacdo bioquimica modulada por um ligante a

extensdo da ligacdo se altera ao longo da reacéo, pois a ligacdo desse fator aos
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produtos serd diferente da sua ligacdo aos reagentes. Gragcas a esse fato, a
constante de equilibrio do processo sera alterada, pois existem dois eventos
ocorrendo simultaneamente no sistema: a reacdo e a ligacdo do fator a proteina. A
mudanc¢a de um induz a mudanca do outro.

Se o soluto se ligar ao longo da reacgéo, esta sera mais espontanea a medida
que a atividade do ligante aumentar, visto que a extensdo da ligagdo (Avy) sera
positiva. Este € o caso da desnaturacdo da proteina que torna-se mais espontanea
na presenca de concentra¢des cada vez maiores de guanidina ou uréia, visto que
estas substancias ligam-se mais a forma desnaturada do que a forma nativa da
proteina. Estes agentes ligam-se preferencialmente ao longo da reac&o, entéo v,
- V®% ser4 positivo e conseqiientemente dlnK/dlna, seré positivo indicando que a
constante de equilibrio aumentard& com o aumento da atividade do soluto
(TIMASHEFF, 1993).

O oposto ocorre quando se adiciona sacarose ao sistema. Por ser um soluto
gue se exclui da superficie da proteina a medida em que a mesma se desnatura, ira
diminuir a constante de equilibrio desta reacdo, tornando-a menos espontanea, ou
seja, mantendo a macromolécula na forma nativa. Isso se estende a todos os solutos

Prod _ ) R®30 serg negativo, assim

gue se liguem preferencialmente a forma nativa , vy
como o valor de dInK/dlnay, indicando diminuicdo da constante de equilibrio em
funcdo do aumento da atividade do soluto.

A equacdo de Wyman torna-se, entdo importante na interpretagcdo das
reacdes bioquimicas, visto que informa em que direcdo o equilibrio sera deslocado
qguando um soluto é ligado ou excluido da superficie de uma macromolécula.

A interpretacdo da adicdo de um soluto a uma solugéo contendo proteina, e o

efeito que é gerado sobre a estrutura desta, pode ser descrita aparentemente como
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efeito direto do soluto ou mediado por agua. Buscou-se explorar essa interpretacédo
nesta tese.

A interpretacdo do efeito de soluto, portanto, pode ser feita construindo-se
gréficos de correlacao entre efeito (log K) versus log da atividade do soluto (ou de
sua concentragédo, em condi¢des ideais). Por sua vez, a interpretacdo do efeito de
agua sobre a atividade do soluto pode ser feita construindo-se o gréfico log K em
funcéo do log da atividade da agua. A atividade da agua em uma solugédo pode ser

facilmente calculada a partir da correlagéo:

In a, =-Osm /55,55

sendo a, a atividade da agua em uma solu¢cdo de osmolalidade Osm, e 55,55 o

volume molar da agua.

Esses conceitos foram empregados no desenvolvimento deste trabalho

contribuindo para a interpretacéo dos resultados apresentados.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

% Elucidar o mecanismo de ag&o de adjuvantes de enovelamento protéico utilizando

a apomioglobina como proteina modelo.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

« Inferir a energética e compressibilidade de transicdo entre os estados

conformacionais da apoMb por perturbacdo com alta presséo hidrostética.

+ Investigar uma série de solutos por fluorescéncia intrinseca quanto a seus efeitos

sobre a apoMb no equilibrio.

+« Analisar os dados em termos de hidratacdo, interacdo preferencial de solutos (e

agua) com a proteina.

% Realizar medidas cinéticas de enovelamento e desenovelamento a pH 2,5 em
funcdo de concentragcdo de diferentes solutos, determinando como 0s mesmos

modulam a cinética de enovelamento protéico.

« Tracar correlagbes entre todos os efeitos medidos com concentracdo molar,

peso/peso, osmolalidade, atividade de &gua, dentre outros parametros fisico-
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guimicos, em busca de maiores evidéncias do mecanismo comum pelo qual esses

solutos levam a um enovelamento de proteinas.

% Realizar andalise de espalhamento de raios X a baixos éangulos (SAXS)

correlacionando os resultados termodinamicos com medidas estruturais.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL

3.1.1 Proteinas e Solutos

v

v

Mioglobina de coragéo de cavalo (SIGMA-ALDRICH);

Lisozima de clara de ovo (SIGMA-ALDRICH);

Sacarose (INVITROGEN);

Xilitol (ALDRICH);

Trealose (VETECQC);

Glicerol (VETEC);

Polietilenoglicois: 400 (SIGMA), 600 (SIGMA), 1000 (SIGMA), 1500
(FARMOS), 3350 (SIGMA), 6000 (SIGMA), 8000 (SIGMA), 10000

(SIGMA).

3.1.2 Reagentes

v

v

Acido cloridrico P.A. (QUIMEX);

Etanol P.A. (VETEC);

Hidroxido de sédio (VETEC);
Metil-etil-cetona P.A;( QUIMEX);

Tampao bistris/acetato de sodio (MERCK);

Solugdes Tampéo pH 4 e 7 (MERCK).
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3.1.3 Equipamentos de Medida

v

v

Balanca analitica METTLER TOLEDO — AG204;

Potencidmetro (Mettler toledo MPC 227) com eletrodo de vidro e
calomelano para ions hidrogénio;

Refratdbmetro (Carl Zeiss);

Espectrofotdmetro UV-visivel (Shimadzu 2401PC);

Espectrofluorimetro modelo ISSPC1 (photocounting);

Espectrofluorimetro (Cary Eclipse Varian);

Aparelho de medidas de fluorescéncia por filtro e absorbancia com
resolucdo em milisegundos (cinética rapida por fluxo interrompido,
stopped-flow) Applied Photophysics SM18X;

Aparelho de calorimetria com perturbag&o por pressao (Microcal).
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3.2 METODOS

3.2.1 Obtencédo da Apomioglobina

A partir da mioglobina de coracdo de cavalo, obtida da Sigma-Aldrich, seguiu-
se 0 método de extracdo do grupo heme pela metil-etil-cetona apoés
desenovelamento da proteina por redugdo do pH com HCI (TEALE, 1959). O
protocolo utilizado foi o seguinte: pesou-se aproximadamente 10 mg de mioglobina
que foi dissolvida em 3 mL de agua purificada. A solugéo foi levada a pH 2,0 por
adicdo lenta e gradual de aliquotas de HCI 1 M. Adicionou-se 3 mL de metil-etil-
cetona gelada e agitou-se vigorosamente. Deixou-se descansar por alguns minutos
para a separagdo das fases: uma fase orgéanica, cetbnica, escura e que contém o
grupo heme e, outra fase aquosa, clara, onde esta a apoproteina desenovelada. A
fase organica foi descartada e a extracdo repetida duas vezes. Todas as etapas
acima descritas foram feitas em banho de gelo. A fase contendo a apoproteina foi
dialisada contra 4gua em geladeira por aproximadamente 18 horas. Obteve-se a
apoproteina livre de residuos cetdnicos e impurezas. Esta solugdo deve ter uma cor
amarelada e transparente e para ser estocada, a 4°C, é necessario elevar seu pH
para 7,0 para a proteina retornar ao seu estado nativo (TEALE, 1959).

A concentragcdo de apomioglobina na preparagéo foi obtida a partir do seu
coeficiente de extingdo molar, €5 = 1,43 . 10* M*cm™ (ASCOLI, FANELLI &
ANTONINI, 1981). O nivel de contaminagdo residual por heme foi avaliado pelo
coeficiente de extingao molar €410 = 1,59 . 10°M™*cm™, sendo este sempre menor que
0,5% mol/mol (ASCOLI, FANELLI & ANTONINI, 1981). O conteudo de
holomioglobina foi estimado espectrofotometricamente usando-se coeficiente de

extingdo molar a 409 nm (410 = 160,000 M™* cm™).
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3.2.2 Estudo do Enovelamento da ApoMb e Caracterizagdo do Estado

Intermediario

3.2.2.1 Efeito do pH no enovelamento protéico

As amostras contendo a apoMb em agua - concentragdo: 2 uM - foi adicionado
acido cloridrico em diferentes propor¢des, a fim de avaliar alteracdes na estrutura
protéica a medida que o pH era diminuido, induzindo o desenovelamento da
proteina. Foram preparados brancos referentes a cada amostra para eliminar
interferéncias dos solutos. As amostras foram incubadas por uma hora, a
temperatura ambiente, e posteriormente analisadas.

Um espectrofluorimetro CARY Eclipse Varian foi utilizado para monitorar as
mudancgas conformacionais. As amostras foram excitadas a 280 nm e a emisséo foi

varrida de 300 nm a 420 nm.

3.2.2.2 Efeito da presséao sobre o enovelamento protéico

A determinacdo da estrutura e dindmica de intermediarios de enovelamento e
estados desnaturados da proteina € de grande importancia para o entendimento do
mecanismo de enovelamento. O uso de alta pressdo como agente perturbador tem
sido muito empregado por exercer diferentes efeitos sobre a conformacdo das
proteinas quando comparada aos efeitos de temperatura ou composicéo do solvente
(HEREMANS & SMELLER, 1998). Em geral, uma molécula de proteina em solucao

flutua ndo s6 em energia, mas também em volume. Esta flutuacdo pode envolver
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além de conférmeros enovelados, conférmeros parcialmente enovelados ou
desenovelados. A pressdo atua sobre o volume, denominado volume parcial molar
de uma proteina, e desloca o equilibrio conformacional em favor do conférmero de
menor volume. Consequentemente a populacdo de estruturas de menor volume ird
aumentar (KAMATARI et al, 2004). O uso de técnicas espectroscopicas combinadas
com alta pressdo permite a analise estrutural das proteinas facilitando o
entendimento do mecanismo de enovelamento e, assim, possibilita esclarecer
melhor o processo de enovelamento da apoMb.

Neste estudo utilizou-se a espectroscopia de fluorescéncia para monitorar as
alteracdes na estrutura da apoMb provocadas por alta pressdo. Em pH neutro, sob
pressédo, a fluorescéncia intrinseca dos dois residuos de triptofano na hélice A da
apoMb exibem um aumento de intensidade e um deslocamento do espectro para
comprimentos de onda maiores, caracteristica do estado intermediario de
enovelamento (BISMUTO et al., 1996). A apoMb pode ser parcialmente desnaturada
por altas pressfes até 200 MPa para uma estrutura equivalente a espécie
intermediaria (VIDUGIRIS & ROYER, 1998). Nosso objetivo foi medir a energética
das transi¢cdes conformacionais da apoMb entre os estados nativo, intermediario e
desenovelado.

As medidas de fluorescéncia foram realizadas em espectrofluorimetro modelo
ISSPC1 (photoncounting). Para obter as isotermas de pressao utilizamos uma célula
de alta pressdo acoplada ao fluorimetro. O processo de desnaturacdo foi
acompanhado pela excitacdo da proteina a 280 nm e mediu-se a emissdo de
fluorescéncia entre 300 e 420 nm. Esses espectrofluorimetros possuem como fonte
luminosa lampadas de xendnio, com sistema de monocromadores de grade para

varredura de luz tanto na excitacdo quanto na emissdo. A velocidade de varredura
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usualmente utilizada era de 0,5 a 1,0 nm x s™. As medidas de fluorescéncia eram
acumuladas com a temperatura mantida constante (variagdo de + 0,5°C) com auxilio
de um banho circulador de mistura de iguais volumes de &gua:etilenoglicol, e
controlado por um termdmetro digital acoplado diretamente a célula de presséo.

Os espectros de fluorescéncia a uma dada condig&o “u” foram quantificados

especificando-se 0 seu centro de massa espectral <v,>:
<> =2 ViF/XF

sendo F; a fluorescéncia emitida a um numero de ondas v; e > Fi a soma da
fluorescéncia ao longo de toda a faixa medida de emissao.

A relacdo entre o desvio do espectro de emissao de fluorescéncia intrinsica e o
meio em que o dado fluoréforo esta localizado foi baseada em observacdes de que a
emisséao de fluorescéncia destes é extremamente dependente da polaridade do
ambiente no qual os fluoréforos se encontram (MACGREGOR & WEBER, 1986).

As medidas espectroscépicas realizadas sob altas pressdes hidrostaticas (até
3.000 atm) envolveram um sistema descrito na literatura (PALADINI & WEBER,
1981), onde a amostra foi introduzida em uma cubeta com formato de garrafa, e
selada com um tubo flexivel de polietileno vedado em uma extremidade (Figura 11a),
qgue funciona como transdutor/equalizador da pressao entre a amostra e liquido de
pressurizacdo. A amostra, na garrafa, foi entdo transferida para o interior de um
compartimento denominado bomba de alta presséo, construida em aco vascomax
temperado capaz de suportar altas pressdes. Esta pode ser monitorada por luz
através de 3 janelas de quartzo ou safira acopladas ao compartimento, sendo uma
delas para a luz de incidéncia (excitacdo) e as outras duas, 90° em relacéo a esta,

para a luz emitida. O compartimento de alta pressédo foi entdo apropriadamente
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acoplado ao espectrofluorimero e conectado a um sistema de geragcdo de presséo
(Figura 11b). O liquido pressurizante usado foi etanol (> 99°), de grau analitico. A
amostra foi entdo submetida a mudanca de presséo e, somente apos 10 minutos de
equilibrio, as medidas foram realizadas. Esse tempo indicado para equilibrio foi
satisfatorio, visto que os valores espectrais medidos ndo variavam em intervalos de
10 a 120 min. Todas as medidas sob alta pressao hidrostatica foram realizadas
usando-se como agente tamponante mistura 10 mM bis-tris / 10 mM acetato de
sodio, acertado o pH com HCI / NaOH. A escolha desses tampdes se deve ao fato
de possuirem pequenos volumes de reagéo de ionizagdo sendo, portanto, a variagdo
de pH desprezivel para a faixa de pressédo usada (KITAMURA & TETSUROH, 1987).
A outra razao de escolha desse sistema tamponante € a sua nao interferéncia sobre

estrutura protéica por ligacao especifica.

(A) (B)

Figura 11 - Diagrama esquematico do sistema de alta pressdo hidrostatica. (A) O esquema
representa um corte longitudinal do compartimento de alta pressdo para medidas
espectroscopicas, estando nele representados: (a) carcaca de aco; (b) célula de
guartzo em formato de garrafa; (c) suporte da célula; (d) anel de conexdo do gerador de
alta presséo; (e) janelas de quartzo ou safira; (f) tubo de polietileno usado na vedacéo
da célula-amostra. (B) O sistema de geracéo de alta pressdo hidrostatica € composto
por: (a) um reservatorio de etanol; (b) duas valvulas para vedacéo da linha de presséo;
(c) uma tubulagédo de aco; (d) um mandmetro; (e) um pistdo em parafuso que comprime
o etanol da linha de tubulacédo e (f) um sistema de geracdo de pressdo propriamente
dito.
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3.2.2.3 Andlise dos dados de transi¢cdo conformacional induzida por pressao

Os dados foram analisados considerando uma transigéo reversivel entre dois
estados, um enovelado (N) e um desenovelado (D), respectivamente proteina nativa
e molten globule a pH 7,0 ou molten globule e proteina desenovelada a pH 4,0, de

acordo com o equilibrio:

Entao:

K¢® = [D]/[N] = exp (- AG{"IRT)

onde K4” e AG4® sdo respectivamente a constante de equilibrio e a energia livre de
desnaturacdo a pressdo p e temperatura T. AG4® esta relacionado a pressdo da
seguinte forma:
AGS = AG+ p AV / RT
e
K = Kexp (p AV / RT)
A fracdo de espécies desnaturadas a cada valor de pressdo, a”, pode ser
descrita como:
a” = (<vP> - < VM) / (<vP> - <v™>) = [D] / (N] + [D])
onde <v™> e <vP> sdo os limites assintéticos da curva, os valores inicial (estado
enovelado N) e final (estado desenovelado D) de centro de massa espectral,

respectivamente. Considerando as equagdes anteriores temos:

<> = <> - (< UM - <yP> ) % {Kd? exp ((pAV / RT))}
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Os valores de entalpia e entropia de transi¢cao foram calculados considerando a
influéncia da temperatura sobre a constante de equilibrio, de acordo com a equacao

de Van't Hoff:

Ks° = exp (AS/R — AH/RT)

3.2.2.4 Estudo por calorimetria de perturbacéo por presséo

As medidas de calorimetria de perturbacao por pressédo (CPP) foram realizadas
em calorimetro usando acessoério MicroCal PPC. O volume das células de
referéncia, contendo apenas tampéo fosfato 10mM, e amostra, contendo apoMb
dissolvida em tampéo foi idéntico (0,5 mL). Foi aplicada uma pressao de 5 bar a
ambas as células utilizando gas nitrogénio. O instrumento foi operado com uma taxa
de aquecimento de 20°C/ hora. A concentracdo de apoMb utilizada foi 2 mg/mL e as

medidas foram realizadas em valores de pH iguais a 7,0, 4,0 e 2,5.

3.2.2.5 Analise dos dados de calorimetria de perturbacéo por pressao

De acordo com a segunda lei da termodinamica, a variagdo de entropia para
um processo reversivel a temperatura T, cuja variacdo de aquecimento € dQyey, pode
ser escrita como dS = dQ,/T. Considerando a variacdo de pressdo e temperatura

constante temos: (0Qrev/dp)r = T (0S/dp)r. Empregando a relacdo de Maxwell

(0S/op)t = - (0V/0T),, obtém-se:
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(0Qrev/Op )t =-T (0V/OT )p=-T.V.a
onde V é o volume e a é o coeficiente de expansdo térmica. Integrando esta
equacao, a temperatura constante, sob uma pequena variagdo de pressao, Ap,
obtém-se a equacéo para o célculo de a:

a=- AQreV / TV Ap

O coeficiente de expansdo térmica pode ser determinado a partir de medidas
isotérmicas do calor consumido ou liberado sob pequenas variagbes de presséo.
AQrey € a diferenca de calor entre a célula amostra e a célula referéncia, sob variacéo
de pressdo Ap. As variagfes de volume AV/V da transicdo de desenovelamento a

uma faixa de temperatura de T, a T, podem ser obtidas pela equagao:

AVN = [ =qa.dT
To

Considerando o coeficiente de expanséao térmica do solvente (0soy) € 0 volume

da célula (Ve pode-se escrever:
O = Osolv — ( AQrev/ T.Veel. AP)

Assim, é possivel determinar a variagdo de expansividade entre a solucdo
contendo a proteina (célula amostra) e o tampéo (célula referéncia). As medidas
incluem a variagdo de hidratacdo da superficie protéica considerando o sistema

solvente.



Material e Métodos 61

3.2.3 Estudo do efeito de solutos no estado desenovelado da apomioglobina

Foram utilizados sacarose, glicerol e polietilenoglicéis de diversas massas
moleculares como solutos e a escolha obedeceu aos seguintes critérios: sdo solutos
qguimicamente inertes no que se refere a reatividade/ligacdo com a proteina
(TIMASHEFF, 2002), sao de grupos funcionais distintos e tém massas moleculares
gue abrangem um intervalo bastante amplo.

Em geral, foram preparadas solucdes desses solutos em &agua com
concentracbes molar e molal conhecidas (a primeira pesando 0s solutos e
completando o volume em baldo volumétrico com agua; a segunda pesando tanto o
soluto quanto a agua) e foi medido o indice de refracdo destas solucdes para
obtencdo de curvas de calibragdo, de concentracdo de soluto contra indice de
refracdo. O calculo de osmolalidade das solugdes foi realizado conforme descrito a
partir de valores tabelados (WOLF et al., 1986; PARSEGIAN, 1994).

As amostras para ensaio foram preparadas misturando-se a proteina com agua
(pH 2,5) e concentracdes variadas de soluto (pH 2,5) a partir de suas solugfes
estoque concentradas. ApOGs preparo das amostras e respectivos brancos foi
determinado o indice de refragdo. A concentragdo exata de soluto ali presente foi
obtida por interpolacdo em sua respectiva curva de calibracdo (anexo A). Somente
depois as amostras foram entdo levadas ao espectrofluorimetro para medidas
espectrais. O tempo médio de incubacdo da proteina com os solutos foi de 60
minutos, tempo suficiente para atingir o equilibrio. Apos leitura espectrofluorimétrica
as amostras foram novamente conferidas quanto ao pH, para garantir a
interpretacdo dos resultados visto que o pH influencia em grande amplitude no grau

de enovelamento da apoMb.
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3.2.4 Estudo da Cinética de enovelamento da apomioglobina induzido por

diferentes solutos

Investigou-se a influéncia dos solutos por estudos cinéticos no processo de
enovelamento da apoMb, comparando os resultados obtidos com os observados em
equilibrio.

O estudo foi feito em equipamento de mistura rapida (stopped flow SX18MX, da
Applied Photophysics), com leitor de fluorescéncia, capaz de resolver processos
cinéticos em até 10 milisegundos. Foi selecionado 280 nm como comprimento de
onda de excitagdo. O equipamento possui um termostato, 0 que permitiu a rapida
modulacdo da temperatura e medidas de cinética de enovelamento. Foi realizada a
mistura proteina:soluto na proporcdo de 1:10, possibilitando obter efeito de
enovelamento por alta concentracdo de soluto. Foram realizadas medidas com os
adjuvantes PEG 400, PEG 600 e PEG 1500, todos em pH 2,5. A concentragao final
de apoMb foi de 5 pM.

A figura 12 apresenta, em esquema simplificado, um aparelho para estudos de

cinética.

LUZ
MISTURADOR [ ]

[ i———— '] PROTEINA ™ g

Lr 1 __fd—“ {

[— ;

| :

|L——— | souto | IEI

DETECTOR

Figura 12 - Esquema simplificado de um aparelho de cinética.
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Os valores de constante cinética e amplitude de mudanca foram calculados
considerando-se a transicdo em apenas dois estados (D - 1), por uma exponencial
simples, empregando-se o software do proprio equipamento. A figura 13 ilustra o
processo de (des)enovelamento de proteinas cuja constante cinética pode ser obtida

a partir da curva sinal versus tempo obtida.

Sinal l Sinal

D=>1

Tempo Tempo

Figura 13 - Representagdo da cinética de (des)enovelamento de proteinas. A transicdo do estado
intermediario para o estado desenovelado é seguida pelo decréscimo da intensidade de
fluorescéncia, enquanto o reenovelamento do estado D para | é seguido por aumento de
intensidade de fluorescéncia.

3.2.5 Medidas espectrofluorimétricas

Mudancas estruturais da apoMb foram monitoradas por propriedades
espectrais, em termos de alteracdo na fluorescéncia intrinseca. A fluorescéncia
intrinsica da proteina estd relacionada a capacidade de emissdo de luz -

fluorescéncia, apdés ser excitada por luz em torno de 280 nm - por residuos de

triptofano e tirosina, tendo o primeiro maior contribuicdo que o segundo devido a
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maior presenca nesta proteina, maior extingdo molar e maior rendimento quéantico
(LACKOWISCZ, 1999). Nas medidas apresentadas neste trabalho, excitagdo a 280
nm (ndo-seletiva) ou a 295 nm (seletiva para triptofano, sem contribuicdo de
tirosinas) ndo apresenta diferenga. Optou-se, portanto, por trabalhar com excitagéo a
280 nm por ser mais sensivel. A emissao foi varrida de 300 nm a 420 nm. Os dados

espectrais foram analisados em termos de:

- intensidade de fluorescéncia normalizada (F): tendo o valor da fluorescéncia

da proteina na auséncia de solutos (Fo) como 1,0, como segue:

F = FilFo

sendo Fi a fluorescéncia na condicédo i em relagdo ao parametro inicial, Fo.

- centro de massa espectral (CM): o centro de massa espectral € o ponto de
comprimento de onda que divide o espectro em duas metades de areas iguais,
sendo indicativo do centro de distribuicdo de energia. Este parametro, CM, serve
para monitorar o deslocamento espectral. O centro de massa foi calculado segundo:

CM = (Z Fi*Ai) / £ Fi

sendo Fi a fluorescéncia no comprimento de onda Ai e ~ Fi o somatério da
intensidade de fluorescéncia ao longo de todos os pontos de comprimento de onda
Ai, ou seja, a area espectral (integral espectral).

Todos os dados apresentados correspondem a fluorescéncia da amostra

subtraida da fluorescéncia de seu respectivo “branco”, ou seja, similar a amostra,
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porém tendo volume equivalente de agua em vez de proteina. Todos os dados foram

analisados empregando-se o programa SigmaPlot® (Jandel Scientific).

3.2.6 Anélise dos dados de equilibrio conformacional

Considerou-se que a pH 2,5, pela adicdo de solutos, a apoMb sofre
deslocamento de equilibrio conformacional para uma estrutura mais enovelada,
conforme confirmado por evidéncias anteriores de estrutura secundaria por medidas
de dicroismo circular (MARAO, 2000). Essa transicdo se da entre dois estados, sem
evidéncias de intermediarios acumuldveis (medidas no equilibrio) ou transientes

(medidas cinéticas) entre esses, apresentados mais a frente.

Assim, considerando-se a reacdo de dois estados abaixo,
U <& N,
temos que a constante de equilibrio Keq é descrita simplificadamente por:
Keq = [N]/[U]
Sabendo-se que as fracdes de N e U somam 1, tem-se que:
Keq = [NJ/ (1-[N])
Sabendo-se que a fragdo de proteina enovelada N equivale a:
fn=(Sobs — Sn) / (Su — Sn)

sendo Seps 0 sinal observado, Sy e Sy o sinal correspondente a 100 % de proteina
enovelada e desenovelada, respectivamente. Assim, tem-se:

Keq = [N}/ (1-[N]) = fn / (1-f)
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gue permite calcular a constante de equilibrio Keq em qualquer condi¢do ao longo
da variavel observada. Assim, o gréfico de In Keq versus In as, sendo as a atividade
do ligante S sob investigacdo, obtém-se o referido “plote de Wyman”, que € uma
relacéo aproximada da funcdo de Hill (HILL, 1910), que para sistemas perfeitamente
cooperativos a inclinagdo corresponde a estequiometria da ligacdo do ligante S
(WYMAN & GILL, 1990).

Desenvolvendo-se um pouco mais essas equacdes, unindo-a com a relagéo de

Wyman, chega-se a funcdo abaixo:

S =Sy - (S - Su)*( ko*exp( dNs*x )) / (1 + ( ko*exp( dNs*x )))

sendo Ko a constante de equilibrio na auséncia do agente perturbador, dNs a
variagdo no numero de ligantes S na transicdo entre estados enovelado (N) e
desenovelado (U), e x o log natural da atividade do ligante S. Assim, pode-se extrair
os valores de Ky e dNs diretamente do ajuste interativo da equacgdo acima para um

gréafico de sinal monitorado versus log natural da atividade de um ligante.

3.2.7 Estudo conformacional da apomioglobina em diferentes solutos a partir

datécnica de espalhamento de raios X a baixos angulos (SAXS)

Espalhamento de raios X a baixos angulos é uma técnica aplicavel a uma
grande variedade de condicbes e tamanhos de particulas e por isso, permite a

analise de macromoléculas bioldgicas e seus complexos em condi¢des proximas as
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fisiolégicas, além de permitir um estudo direto das mudancas estruturais que podem
ocorrer quando alteramos as condi¢des externas (OLIVEIRA, 2002).

Quando uma amostra é irradiada por ondas eletromagnéticas associadas aos
raios X, os elétrons dos atomos dessa amostra sofrem oscilagcdes, comportando-se
como se fossem livres. Particulas livres carregadas oscilantes produzem ondas
espalhadas coerentes com a onda incidente em todas as diregdes. A intensidade 1(q)
produzida por um sistema monodisperso diluido de macromoléculas em solugéo é
proporcional a amplitude de espalhamento da macromolécula.

Esta técnica nos permite obter dados sobre a configuracéo e globularidade de
estados conformacionais intermediarios a partir do célculo do raio de giro (Rg) e da
dimensdo maxima (dmax) da molécula.

O estudo foi realizado no Laboratério Nacional de Luz Sincrotron (LNLS), linha
D11SAS, localizado em Campinas, Sdo Paulo. As amostras foram preparadas
misturando-se a proteina dissolvida em agua a pH 2,5 com solugfes variadas de
PEGs a partir de solugbes estoque concentradas (pH 2,5). As amostras foram
centrifugadas antes da andlise (9 KRPM - 15min). A concentracéo final de apoMb
nas preparacdes foi 5 mg/mL e utilizou-se a concentragdo maxima que poderia se
obter de PEG, de acordo com a tabela 1. Foram feitas também medidas de SAXS
com a apoMb em HCI 5 mM (pH 2,5) estando a proteina em seu estado
desenovelado, e em tampéao bistris AcONa 2 mM pH 6,0 e pH 4,0 caracterizando 0s
estados nativo e intermediario (molten globule), respectivamente. Para evitar
qualquer variagdo durante as andlises, a temperatura foi mantida constante a 25°C.
A intensidade de espalhamento foi medida em um detector PSD unidimensional
sendo a distancia detector-amostra 444,9 mm e o comprimento de onda utilizado

para detecgdo 1,488 A. O volume do porta-amostra foi 100 pL.
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Utilizou-se como padréo de analise a lisozima (19 mg/mL), adicionando PEGs
nas mesmas concentragdes que as utilizadas para a apoMb com e sem adicéo de
HCI 1M para ajustar o pH em 2,5. Mediu-se ainda a intensidade de espalhamento de
luz pela amostra na presenca de tampdo AcONa 50 mM em substituicdo a agua,
com e sem adigdo de PEGs. O uso desse controle facilitou a interpretacdo dos

resultados.

Tabela 1 - Concentracdes de PEG utilizadas para andlise:

PEG Concentracao
PEG 400 0,90 M

PEG 600 0,63 M

PEG 1500 0,18 M

PEG 6000 0,04 M

PEG 10000 0,017 M

3.2.8 Andlise dos dados de SAXS

A andlise dos dados de SAXS fornece informagfes estruturais do sistema
espalhador (raio de giro, dimensdo maxima, area superficial e volume), diretamente

da curva de espalhamento.
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Figura 14 - Espalhamento de luz quando um raio incide sobre a molécula. Disponivel em:
<http://polymers.msel.gov/highlights/structures-small-angle-x-ray-scattering>.  Acesso
em 25 jan. 2005>.

A intensidade de espalhamento é medida como uma funcdo do vetor de
espalhamento, q. Se 20 é o angulo de espalhamento a partir da radiacdo incidente,

entao:

g = (4mt/ A) sen 20

onde A é o comprimento de onda de detecgdo. A intensidade espalhada I(q) a partir
da particula em solu¢cdo é méxima quando q = 0 e diminui com uma taxa que
depende do tamanho e da conformagdo da particula. Se considerarmos a particula
em solucdo como um sistema bifasico, isto é, particula e solvente, entdo a
densidade eletrénica do solvente deve ser considerada de acordo com a equacao a
sequir:

@) =n(ILI[pM-ps]e™d’r|)

onde 1(q) é a intensidade de espalhamento, n € o numero de particulas por unidade

de volume, p(r) € a densidade eletrénica da particula, ps € a densidade eletrénica do
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solvente e “r” denota a posicao relativa da particula. A integral € a média de todas as
orientacdes e o conjunto de estruturas presentes em solucao.

Para um sistema diluido, uma solugcdo monodispersa de particulas
homogéneas, a intensidade 1(q) esta relacionada ao raio de giro (Rg) de uma

particula segundo a lei de Guinier:

In[1(@)]1=M[10)]-(aRg)*/3

O gréfico de Guinier esta limitado a casos onde gq.Rg < 1,3. Fornece evidéncias
da presenca ou auséncia de agregacdo, que se manifesta como uma elevagédo nos
dados em baixos valores de “q”, ou artefatos devido a interferéncias interparticula,
gue se manifesta como um declinio nos dados de baixos valores de “q”.

O raio de giro é entdo calculado a partir do grafico In (I) versus g?, onde a
inclinacdo da reta corresponde a — Rg%/3.

Uma analise adicional dos dados foi realizada a fim de se obter informacgdes
sobre a conformacao e a dimensdo méaxima (dmax) da particula.

Invertendo a segunda equacdo dada obtém-se a fungdo de distribuicdo de
pares de distancia P(r) a partir da curva experimental 1(q) usando a transformada de

Fourier:

P(r) = 1/21¢ ([”o dq (ar) I(q) sen (ar) )

A funcao P(r) foi avaliada empregando o programa GNOM (SVERGUN, 1992).
Embora contenha a mesma informagédo da intensidade de espalhamento I(q), a
representacao no espaco real permite inferirmos a forma e anisotropia das particulas
espalhadoras.

A figura 15 apresenta simulagbes de SAXS, demonstrando os diversos perfis

que podem ser obtidos dependendo das caracteristicas da macromolécula.
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Figura 15 - Simulagdes de SAXS para diferentes proteinas em fungéo de diferentes estados oligoméricos e da
presenca de pequenos ligantes. Representacéo dos gréaficos de espalhamento de luz, distribuicdo de
pares de distancia (P(r)) e Kratky. A) transtirretina humana (1BMZ.pdb); B) receptor tipo toll-
3(1ZIW.pdb); C) mioglobina de coracéo de cavalo (IWLA.pdb); D) 1UMR.pdb. Essa simula¢Bes foram
geradas com o programa Crysol a partir dos pdb acima mencionado para se obter as I(q) e,
subsequentemente, com o programa GNOM para calcular as P(r). Os estados “oligoméricos” foram
estimados a partir das operacdes de simetria dadas pelo grupo espacial da estrutura cristalografica de
tais pdb’s, usando-se o programa COOT.
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Outra caracteristica que pode ser obtida a partir dos dados de espalhamento é
o grau de enovelamento da particula espalhadora. Para esta analise utilizamos os

Gréficos de Kratky (1.g° versus q).

@ | 1 (9). o 1 (9). o

v
v

Figura 16 - Variacdo do gréafico de Kratky para uma proteina. (A) Grafico de Kratky para proteina
globular compacta, (B) em estado intermediério ou de crescente desenovelamento e (C)
completamente desenovelada.

A curva de espalhamento para uma particula globular segue a lei de Porod’s,
I(q) O g*. (KATAOKA et al., 1995) e apresenta um pico bem definido ao contrario da

forma desenovelada, como demonstrado na figura 16.

v
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

“Volume and enthalpy changes are equally fundamental properties of the unfolding process,
and no model can be considered acceptable unless it accounts for the entire thermodynamics
behaviour.”

Walter Kauzmann (1987) Nature 325: 763

4.1 DEPENDENCIA DO pH NO ENOVELAMENTO DA APOMB

Conforme descrito anteriormente, nossos objetivos eram investigar 0s
parametros termodindmicos, energéticos e volumétricos, em equilibrio e cinético,
determinantes da estabilidade dos estados conformacionais da apoMb a pH 4,0 e
7,0, e por que meios os adjuvantes quimicos aqui testados modulam esses
parametros. Ja foi reportado na literatura, repetidas vezes, as dependéncias de pH
sobre o enovelamento da apoMb tanto de cachalote quanto eqliina, com transi¢cdes
acompanhadas por espectrofluorimetria, espectropolarimetria e até RMN. Entretanto,
as medidas espectrofluorimétricas sob alta pressdo que realizamos envolveram
deslocamento espectral (jA& empregado por Vidugiris e Royer, 1998), que é mais
sensivel a modificacdes do ambiente quimico de triptofano e tirosina, ambos
observados pelos parametros que usamos (excitagdo 280 nm e emissdo 300 nm a
420 nm), menos sensiveis a erros, e uma medida absoluta (enquanto intensidade de
fluorescéncia € uma medida relativa).

A figura 17 A mostra os espectros obtidos para a apoMb em pH 7,0 e pH 2,5.
Foi observado uma maior intensidade de fluorescéncia para a apoMb em pH 7,0
(estado nativo) quando comparada com o espectro em pH 2,5 (estado
desenovelado). Observou-se ainda através da figura 17 B, o deslocamento

espectral. Em pH &cido o espectro é deslocado para comprimentos de onda maiores,
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indicativo da exposicdo dos residuos de triptofano em ambiente aquoso,

caracterizando o desenovelamento da proteina.
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Figura 17 - A) Grafico de emissao de fluorescéncia intrinseca da apoMb versus comprimento de onda
a pH 2,5 e 7,0. B) Fluorescéncia normalizada a partir do grafico A. ApoMb 2 pM, tampéao
bis-tris/AcONa, 25°C (excitacdo: 280 nm, emissdo: 300 — 420 nm).

O espectro a pH 7 corresponde ao espectro tipico do estado nativo (N). A
medida que o pH é diminuido, a estrutura nativa € desestabilizada mudando de
conformacdo. A primeira etapa do processo de desnaturacdo acida corresponde a
transicdo entre o estado nativo e um estado parcialmente desenovelado, o estado
intermediario (1), que péde ser observado pela formacao de um plateau em valores
de pH entre 5 e 4 (figura 18). A segunda etapa de desnaturagdo esta relacionada a
transicdo do estado | para um estado totalmente desenovelado, em virtude do
abaixamento do pH até valores em torno de 2. As transi¢cbes seguidas pelo

deslocamento espectral sdo entdo compativeis com aquelas reportadas na literatura,
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seguidas por medidas de dicroismo circular e intensidade de fluorescéncia (ver

figura 7, item 1.2.1).
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Figura 18 - Efeito do pH sobre a emissao de fluorescéncia, indicado A) pelo deslocamento do centro
de massa espectral e B) pela intensidade de fluorescéncia dada pela area espectral.
Condi¢Oes de ensaio: apoMb 2uM, 25mM de tampéo bis-tris’AcONa. Excitagdo 280 nm,
emissdo 300 nm a 420 nm. CM = ZiFiAi/ZiFi. A linha continua em (B) é o melhor ajuste de
uma funcéo polinomial de terceira ordem, apenas para indicar as transicoes.

4.2 EFEITO DA PRESSAO SOBRE O ENOVELAMENTO DA APOMB

Na figura 19 observamos que o0 aumento da pressdao promove um
deslocamento do espectro da apoMb em pH 7,0, observado pelos valores de centro
de massa, para comprimentos de onda maiores. Esse comportamento €
caracteristico da transferéncia do triptofano para ambiente aquoso, sugerindo um
efeito de desenovelamento da apoMb. O mesmo foi observado para pH 4,0, onde a

proteina se encontra preferencialmente em seu estado I. O grafico demonstra uma
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curva sigmoide para ambos estados conformacionais alcangados, em pH 7,0 e pH
4,0, com platés bem definidos, revelando uma transicdo em dois estados. Essa
transicdo em dois estados coincide com duas medidas anteriores de alta presséo
hidrostatica, apesar desses trabalhos possuirem condicbes diferentes das que
empregamos nessas medidas. A primeira, por RMN (BONDOS, SLIGAR & JONAS,
2000), empregou apoMb de cachalote e foi conduzida a pH 5,4. A segunda,
acompanhada por espectrofluorimetria (VIDUGIRIS & ROYER, 1998), ainda que
tenha empregado apoMb de equino, foi conduzida a pH 6,0, condicdo em que existe
grande heterogeneidade de populagédo (N e I), visto que o plateau da transi¢éo é a
pH 7,0 (COCCO et al. , 1992).

A diminui¢do da temperatura desloca o ponto médio de transicdo das isotermas
para pressdes menores, indicando uma aparente perda de estabilidade para as

transi¢des: N < | (pH 7,0, figura 19A) e | <~ D (pH 4,0, figura 19B).
A) B)
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Figura 19 - Transicdo conformacional da apoMb induzida por pressdo, observada através do

deslocamento do centro de massa espectral. ApoMb 5uM em tamp&o bistris AcONa
25mM.
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A partir dos dados do grafico obtiveram-se os valores de constante de
equilibrio, K. Considerando a transicdo em dois estados, N < D, a constante K pode

ser expressa como:
K =[D]/[N] = fragdo D / (1 — fragéo D)

Construindo o grafico In K em fung¢édo da pressao, P, obtém-se os valores de

energia livre de Gibbs, AG® e a variacéo de volume (AV) para essas transicoes.

RT.InNK = AG? - p.AV n K /

P

Logo,
INK=-AG°/RT+AV/RT.p
Voo Voo
onde: y = a + b . X

As constantes de equilibrio determinadas & pressdo atmosférica, K° foram
analisadas em termos energéticos pelo grafico de Van't Hoff (figura 20). De acordo
com o gréafico, ndo se observa dependéncia da temperatura para a constante de
equilibrio na transi¢do induzida por pressdo de | < D (pH 4,0). Entretanto, uma
dependéncia linear é observada para o equilibrio entre os estados N < | (pH 7,0).
Para cada transicado (I & D e N < [) determinou-se a entalpia padrdo (AH) e a

entropia (AS) pela equacao de Van't Hoff.
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Os resultados mostraram que a entalpia de Van't Hoff de desenovelamento
para o estado intermediério (1), obtido por perturbacédo por pressao, é praticamente
zero. Isto ja foi previamente sugerido por medidas calorimétricas por Griko e Privalov
(1988) e por Jamin e Baldwin (2000). Estes pesquisadores tentaram medir o calor de
transicdo entre | e D e entdo sugeriram, sem quantificacdo direta, que esse valor

seria proximo de zero. Os valores de AH e AS estdo apresentados na tabela 2.

A) B)
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Figura 20 - A) Grafico de Van't Hoff. Analise do processo de desenovelamento induzido por presséo
da apoMb nativa (pH 7,0, vermelho) e seu estado intermediario (pH 4,0, azul). B) Efeito
da temperatura sobre o valor de energia livre de Gibbs.
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Para melhor comparagéo dos valores de variacdo de volume (AV) obtidos para
as duas transicdes estudadas, foi construido o grafico AV versus temperatura (figura
21). Verificou-se que, na faixa de temperatura estudada, todos os valores de AV
calculados sdo negativos. Isto corresponde ao desenovelamento da proteina
induzido por alta pressdo. O aumento da temperatura resultou em um decréscimo
linear na perda de volume parcial molar para ambas transicoes: N < | (AV ) e | &
D (AV ,p). Essa relacdo entre a variagdo de volume de desenovelamento e a

temperatura pode ser analisada por uma funcéo polinomial de primeira ordem:

AV N, =0,731 (£ 0,104) T — 266
e

AV ,p=0,690 (£ 0,191) T — 256

O coeficiente angular dessas retas corresponde ao coeficiente de expanséo
térmica de desenovelamento, AQges (ZIPP & KAUZMANN, 1973). Os coeficientes de

expansao térmica para N = | e | ® D sédo similares considerando os desvios obtidos

(tabelas 2 e 3).
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Figura 21 - Efeito da temperatura sobre a variagdo de volume parcial da apoMb nativa (pH 7,0,
vermelho) e seu estado intermediério (pH 4,0, azul) sob presséo.

Tabela 2 - Parametros termodinamicos para transi¢cdo conformacional da apoMb induzida por
pressao.

pH AH Van’t Hoff AS Van’t Hoff AVIT
(Kcal/mol) (cal/mol) (mL/mol.K)
4,0 (I=D) 048+15 -1,78 £ 5,5 0,731+ 0,104

7,0 (N=I) 58+14 14,03 + 4,7 0,690 + 0,191
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Tabela 3 - Parametros termodinamicos e estruturais correspondentes aos diversos estados da apoMb

N pH 7,0 I pH 4,0 D pH2s
a (10 K™ 1,% 1,37 0,93 0,85
Rg? 19,7 + 0,6 23,1+1.3 30,2+2,5
Omax ® 62,5+ 2,5 725%2,5 110+ 10
Elipticidade molar 20.000 12.000 5.000

(°.cm?.dmol™ ?)

2KATAOKA et al., 1995, °REGIS et al., 2005.

Os dados obtidos mostraram que, apesar da larga variagcdo de volume
envolvida nas transi¢cfes entre os estados N < | e | < D, ndo ha, aparentemente,
nenhuma contribuicdo energética, ou seja, em termos de calor de ligacdo, na
manutencdo do estado intermedidrio em relagdo ao estado desenovelado. Isso
significa dizer que, para essa transicdo, ndo existem diferencas entre a entalpia de
interacdo proteina:proteina e proteina:agua. Da mesma forma, o balanco entrépico
entre os estados | e D é zero dentro do erro, 0 que leva a entender que a entropia
conformacional do desenovelamento € compensada na mesma extensdo pelo
aumento da hidratacao protéica (Figura 22), o que levaria a decréscimo entropico em
funcdo da transferéncia de 4gua da vizinhancga para a superficie protéica.

Acredita-se que a estabilizagdo do estado | em relagdo a D ocorra devido a
grandes mudancas de hidratacdo protéica durante as transicdes. Kamei e
colaboradores (2002) ja haviam demonstrado diferencas no grau de hidratacdo da
apoMb nos diferentes estados conformacionais. Os resultados demonstraram ainda

que a transicdo entre | e D & somente determinada por variagdo de volume.
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Experimentos posteriores foram importantes para avaliar estas primeiras

observacdes.

Figura 22 - Diagrama esquematico representando a hidratacdo, em termos de moléculas de agua
(nimeros em parénteses), para os estados nativo (N), intermediario (A) e desenovelado
(V) da apoMb induzido por pH. Fonte: KAMEI et al., 2002).

Assumindo que o coeficiente de expansao térmica é constante em ampla faixa
de temperatura, € possivel estimar que AV n_ e AV | p atingem o valor zero em
temperaturas semelhantes, respectivamente 363 K e 370 K. Porém, apenas a
realizacdo de medidas a altas temperaturas poderiam comprovar esse resultado.

Foram realizadas medidas por CPP (LIN et al., 2002; RAVINDRA et al., 2004,
COOPER et al., 2001) para melhor explorar as variagdes do coeficiente de expanséo
térmica da apoMb em cada estado conformacional (tabela 3). O coeficiente de
expansdo térmica aparente, o, é descrito como uma funcéo de temperatura entre 10
e 90°C. Tanto pH 7,0 (nativa) como pH 4,0 (intermediario) mostram um valor positivo

para a a baixas temperaturas (10°C), que decresce com o aumento da temperatura
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até 90°C. Estas transi¢cdes ocorrem sem nenhum pico identificavel nas curvas de o
versus T (figura 23). Isto sugere que o processo de desenovelamento induzido por
aquecimento (nestes valores de pH) ndo envolve variacdo de volume detectavel. O
decréscimo do pH promove o desenovelamento progressivo da apoMb e
consequente exposicdo de sitios alifaticos anteriormente protegidos do meio
hidrofilico. Isto resulta em uma diminuigcdo dos valores de a a baixas temperaturas
assim como o coeficiente angular da reta o /T. Essa dependéncia esta relacionada
as propriedades dos grupos hidrofilicos presentes na estrutura, que diminui em
funcéo do abaixamento do pH devido ao progressivo desenovelamento e exposi¢ao
dos residuos hidrofébicos. Entretanto, ambos valores, a (12°C) e a /T para pH 4,0 (1)
sd0 mais proximos aos valores encontrados para o estado D que para o estado N.
Os dados estruturais reportados na literatura (tabela 3) ndo demonstram essa

similaridade.
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Figura 23 — Curvas de calorimetria de perturbacdo por pressdo da apoMb a pH 7,0 (azul), pH 4,0
(vermelho), e pH 2,5 (preto). Concentragdo de apoMb: 2 mg/mL. Taxa de aquecimento:
10°C/h.
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A variacdo das propriedades de expansividade térmica medidas por CPP estédo
correlacionadas com a capacidade de estruturacdo / desestruturacdo de moléculas
de 4guas ao redor dos solutos em avaliagdo. Desta forma, tanto o valor absoluto a
uma dada temperatura quanto a dependéncia dos valores de expansividade em
funcdo da temperatura serdo uma propriedade particular para cada soluto e,
portanto, para cada aminoacido. Lin e colaboradores (2002) investigaram as
propriedades de solu¢gbes de L-aminoacidos separados, em meio aquoso, por DSC-
CPP, e observaram que aminoacidos hidrofilicos apresentam valores de alfa positivo
a baixa temperatura, que decresce com o aumento da temperatura. Aminoacidos
alifaticos apresentam comportamento oposto, com valores de alfa negativos a baixa
temperatura e que aumentam conforme o incremento desta varidvel. Aminoacidos
aromaticos apresentam comportamento mais similar aos hidrofilicos que os alifaticos

(figura 24).
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Figura 24 - Coeficientes de expanséo térmica de L-amino&cidos . Fonte: LIN et al, 2002.
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Desta forma, resolvemos avaliar se as medidas de CPP obtidas com apoMb
nas diferentes de condicdo de pH sdo propriedades resultantes de propriedades
aditivas da extensdo da exposicdo de cada aminoacido a medida que a proteina se
enovela ou ndo, 0 que neste caso levantaria a hipétese de existéncia de alguma
outra contribuicdo sobre os parametros termodinamicos avaliados.

A partir da estrutura da holoMb (1WLA.pdb), do qual removemos as
coordenadas correspondentes ao grupamento prostético heme e as moléculas de
agua cristalogréaficas, obtivemos o arquivo “apo_1WLA.pdb”, que foi usado na
estimativa da area de superficie exposta a solvente da apoMb. Para esse calculo,

empregamos o programa WHAT _IF (http://swift.cmbi.kun.nl/WIWWWI/). A figura 25

apresenta a pagina da Internet com esse programa.
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Figura 25 - Pagina da Internet com o programa WHAT _IF. Fonte: http://swift.cmbi.kun.nl/WIWWW]/.




Resultados e Discussdao 87

A saida dada pelo programa € a area de superficie acessivel a solvente de

cada aminoacido relativa ao mesmo aminoacido, denominado X, em uma

conformacgédo Gly-X-Gly no vacuo. Para cada um dos 153 aminoacidos da apoMb

temos, entdo, o percentual exposto ao solvente, que colocamos em termos de fragéo

(de zero a um). A partir dos dados obtidos por Lin e colaboradores (2002) para a

funcdo de temperatura da expansividade térmica dos aminoé&cidos livre em solucdo

(Figura 26), podemos estimar o coeficiente de expansao térmica da proteina na sua

conformagéao enovelada (calculado a partir de WHAT_IF como descrito acima) e

desenovelada, assumindo completo estado randémico e, portanto, fragcdo de

exposicao a solvente para cada aminoécido igual a unidade (figura 26).
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Figura 26 - Estimativas de coeficientes de expanséo térmicos da apoMb nas conformagfes nativa

(circulos) e desenovelada (triangulos), a partir dos valores de expansividade térmicos de
cada aminoacido dados por Lin et al. (2002), tendo-se empregado acessibilidade de 100
% para a proteina desenovelada e acessibilidade a solvente para a proteina nativa
calculados com WHAT_IFF  (http:/swift.cmbi.kun.n/WIWWW]I/) usando-se as
coordenadas de 1WLA.pdb, segundo a; = soma [ ( a;; ) * (fracdo;,) ]sendo a; o valor de
expansividade térmico da proteina na temperatura t, a;; 0 valor de expansividade térmica
do aminoécido i na temperatura t, fracdo;; o valor de fracdo de superficie exposta a
solvente calculado como descrito no texto.
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Pelo que se observou, existe uma grande diferenga entre os valores medidos e
estimados para apoMb nativa e desenovelada. Essas discrepancias podem ser
devido a diversas origens, a saber:

- interagBes protéicas intramoleculares que n&do foram levadas em
consideracédo (por ndo haver dados sobre elas) nos célculos estimativos, o que torna
questionavel essa abordagem de calculo aditivo dos valores de expansividade a
partir dos produtos dos solutos individuais pela sua fracdo de &area exposta a
solvente;

- diferencas nos valores de expansividade associados a ionizagcdo de
grupamentos dos aminoacidos;

- a contribuicdo de expansividade inerente a macromolécula, ay, além dos
valores acima correspondentes as mudancas de expansividade do solvente

imediatamente solvatando a vizinhanca de cada aminoacido da macromolécula.

4.3 ESTUDO DO EFEITO DE SOLUTOS NO ESTADO DESENOVELADO DA

APOMIOGLOBINA

A figura 27 mostra o efeito da diminuigéo do pH na presenca de polietilenoglicol
10K. A curva obtida para a apoMb na presenca do soluto € semelhante & curva da
proteina em &gua na faixa de pH entre 7,0 e 3,0. Isto demonstra que a diminuig&o do
pH promove a desestabilizacdo da estrutura nativa mesmo na presencga do soluto,
deslocando o equilibrio N = | para a formacdo do estado intermediario, como

observado para a proteina em solugdo aquosa. Entretanto, a presenca do PEG



Resultados e Discussdao 89

impediu o total desenovelamento da proteina quando se reduziu o pH para valores
préximos a 2,0. O valor de centro de massa espectral observado foi cerca de 349 nm
em pH 2,0 e 347 nm em pH 4,0. Este resultado demonstra que o soluto estabiliza o
estado intermediario da apoMb mesmo em valores baixos de pH, nos quais a

proteina estaria completamente desenovelada.
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Figura 27 - Transi¢cdes conformacionais da apoMb induzidas por pH, monitoradas pelo deslocamento
do centro de massa espectral. Excitacdo: 280 nm; emissao: 300 a 420 nm.

Na figura 28 estdo apresentados espectros da apoMb na auséncia e na
presenca de 1,5 M de sacarose. Pode-se observar, no painel A, que a sacarose leva
a um aumento da intensidade de fluorescéncia da apoMb. No painel B, esses
espectros foram normalizados para o mesmo maximo de emissao, o que possibilita a
constatacdo de que ha, além do aumento de intensidade de fluorescéncia devido a
presenca de sacarose, um deslocamento espectral para menores comprimentos de

onda, comportamento caracteristico da transferéncia do triptofano para ambiente
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mais apolar, longe do ambiente aquoso, sugerindo um efeito de enovelamento da

proteina devido a presenca de sacarose.

350

300

250

200

150

100

al
o

0

Intensidade de Fluorescéncia, U. A.

A)

280 300 320 340 360 380 400 420 440

Comprimento de onda, nm

Fluorescéncia Normalizada, U. A.

B)

1.2

1.0 A

0.8 -

0.6

0.4 4

0.2 4

0.0

280 300 320 340 360 380 400 420 440

Comprimento de onda, nm

Figura 28 - Efeito de sacarose na fluorescéncia intrinseca de apoMb. ApoMb (2 uM) foi incubada em
meio aquoso a pH 2,5, acidificado com HCI, na auséncia (preto) ou na presenca
(vermelho) de 1,5 M sacarose. Demais detalhes em materiais e métodos.

Na figura 29 esta apresentado o efeito de quantidades progressivamente

maiores de sacarose sobre a fluorescéncia intrinseca da apoMb a pH 2,5. Podemos

observar que existe um concomitante aumento da intensidade de fluorescéncia

(painel A) e do deslocamento espectral para menores comprimentos de onda, de

aproximadamente 357 nm (auséncia de sacarose) para aproximadamente 350 nm

(presenca de 2,4 M de sacarose). Isto sugere que existe um progressivo aumento do

grau de enovelamento protéico em funcdo de concentragBes crescentes de

sacarose, tendendo a um efeito maximo (plateau) em torno de 2,5 M de sacarose.
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Figura 29 - Isoterma de titulacéo de apoMb por sacarose a pH 2,5. Diferentes amostras de apoMb (2
UM) foram incubadas em meio aquoso a pH 2,5, acidificado com HCI, em concentracdes
crescentes de sacarose, e sua fluorescéncia intrinseca foi monitorada. O efeito de
sacarose € apresentado em funcado de intensidade de fluorescéncia intrinseca (painel A)
e de centro de massa espectral (painel B). Demais detalhes em materiais e métodos.

Para saber se este efeito € uma propriedade exclusiva da sacarose ou um

mecanismo comum a outros compostos, partiu-se para a caracterizacao do efeito de

outros compostos polihidricos, tais como glicerol e polietilenoglicéis. Na figura 30

apresentamos o efeito destes compostos sobre a fluorescéncia intrinseca da apoMb

apH25.
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Figura 30 - Efeito de concentracdes variadas de diferentes solutos sobre o enovelamento da apoMb a

pH 2,5, monitorado por sua fluorescéncia intrinseca.
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E demonstrado que essas classes de compostos polihidricos s&o
preferencialmente excluidos da superficie protéica (TIMASHEF, 2002), exercendo,
portanto, pouco efeito de ligacdo direta. Sendo assim, podemos entender o efeito
desses solutos sobre a estrutura da apoMb por um mecanismo indireto, via ajuste do
potencial quimico da agua por tais compostos. Sendo assim, passamos a interpretar
as curvas de reenovelamento monitoradas pelo deslocamento do centro espectral da
emissdo de fluorescéncia como uma funcdo da atividade da agua. Essa forma
interpreta a agua como agente atuante sobre a proteina, sobre as forcas de
enovelamento. Na figura seguinte (31) temos os mesmos dados da figura anterior
(30), porem em graficos de centro de massa em funcdo da atividade da agua para

cada soluto especifico.
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B) Sacarose

£ 360 17
c < °
= 358 S 169 o
5 356 - ’0" g 15-
2 .
@ 354 1 ° 8 14- «°,
§ 352 - ° o 13- .o
o] . o
E 350 T . 2 (§ 12 T ®
) g,
T 348 - ® N 811 ceo
o : S o
c 346 A [ J N S 1.0 )
) o 010 o 006 0 O® 0w L
O 344 . . ne 0.9 . . .
-0.12 -0.08 -0.04 0.00 012  -008  -0.04 0.00
In a, In a,
C) PEG 10K

g 360 . 35
c <
- 358 . )
© : D 3.0 - °
g 356 - ® ‘§ L] °
@ 354 - 0' B 257 °
o ° &

° 3 °
@ i o = 2.0 -
[7)) 352 . s [ .
2 ® o © s
g 3507 o @ 15 - °
) < 7 ‘
T 348 R 3
£ 346 1 : g 107 |
c . 2 — =)
m -0.010 -0.005 0.000 u
(@) 344 : : | \nlaw 0.5 T T T T T T

10,020 0015 -0.010 -0.005 0.000 -0.30 -0.25 -0.20 -0.15 -0.10 -0.05 0.00

In aw
In ay

Figura 31 - Interpretacdo do efeito dos solutos sobre a estrutura da apoMb em termos de
enovelamento induzido por forgas de hidratagéo.
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Foram construidos os mesmos graficos para os demais solutos: PEG 400, 600,
1000, 3350, 6K e 8K, tendo sido obtido resultados com perfis semelhantes (dados
nao apresentados).

Com a adicdo de solutos, a atividade da agua diminui e desloca o equilibrio D
= | para o estado menos hidratado (l). Os graficos de logaritmo da constante de
equilibrio versus logaritmo da atividade da agua (apresentados na figura 31 em
tamanho menor) medem o nimero de moléculas de agua de hidratacédo liberadas na
reacdo de enovelamento protéico. Uma forma direta de avaliar a influéncia dos
solutos é empregar a relacdo de Wyman, através da equacéo:

S =Sn- (Sn - Su)*( ko*exp( dNs*x )) / (1 + ( ko*exp( dNs*x )))
descrita anteriormente no item 3.2.6, que permite estimar qual seria a mudanga no
grau de hidratacdo da proteina entre os estados desenovelado e enovelado. Essa
mudanca no grau de hidratacdo é representada pelo numero de moléculas de agua
gue sdo excluidas da superficie protéica quando esta se enovela. Na tabela 4

apresentamos esses valores.

Tabela 4 - Relagdo entre variacdo de hidratacdo e volume parcial molar dos solutos empregados.

Soluto ANw Massa Molecular
Glicerol 10,98 + 0,92 92
Sacarose 62,59 + 2,09 342

PEG 400 70,55 + 19,38 400

PEG 600 170,3 + 30,57 600

PEG 1000 230,0 + 35,68 1000

PEG 1500 239,3 +£58,81 1500

PEG 6000 168,6 + 24,52 6000

PEG 8000 4415 + 20,17 8000

PEG 10000 436,1 + 29,86 10000
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Podemos observar que esse efeito é diferente conforme o tamanho do soluto,
representado aqui por sua massa molecular. A figura 32 apresenta a correlacédo

entre mudanca no grau de hidratagéo e a massa molecular do soluto.

600

500 -

400 —

300

ANw

) ANw= a*Vm/(b+Vm)
a =5.240e+2 +/- 4.783e+1
b =1.735e+3 +/- 4.582e+2

200

100

0 | | l
0 5000 10000 15000 20000

Massa Molecular, Da

Figura 32 - Relag&o entre variagbes de hidratagdo no enovelamento da apoMb a pH 2,5 induzido por
soluto e a massa molecular do mesmo.

Pode-se observar uma boa correlacdo entre essas duas quantidades. Isso
sugere que quanto maior o soluto, ou seja, o volume que ocupa em solu¢cdo, mais
pronunciado € o efeito. Entretanto observa-se a tendéncia de formacdo de um
plateau a medida em que a massa molecular do soluto ultrapassa 10000Da. Pode-
se dizer que os diferentes solutos empregados estabilizam estados intermediarios

com diferentes graus de hidratacdo, ndo sendo, portanto estruturas idénticas.
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4.4 ESTUDO DA CINETICA DE ENOVELAMENTO

Tem-se nesse trabalho interesse em também entender como os solutos podem
estar afetando a cinética de enovelamento. Para isso, submeteu-se a mistura da
proteina com diferentes solutos, em diferentes concentra¢gdes, tudo a pH 2,5, e
monitorou-se ao longo do tempo o que ocorre. Foi verificado que o processo atinge o
equilibrio em poucos segundos. Para seguir a cinética de um processo tdo rapido
empregou-se, como descrito no item 3.2.4, um equipamento modular que
rapidamente realiza a mistura das solugbes ja na microcubeta, tendo seu sinal
monitorado em linha, com resolucdo em milisegundos. O que se observa é um perfil
de aumento de intensidade de fluorescéncia ao longo do tempo (figura 33), com
apenas um componente exponencial, sugerindo uma Unica etapa de enovelamento
cinético, entre apenas dois estados.

A figura 33 mostra que, durante o tempo de experimento, a intensidade de
fluorescéncia aumenta e alcanga um plateau em cerca de 5 s, com todos os solutos
testados, indicando que a mistura foi completa e, portanto, os dados obtidos a partir

do gréfico sdo confiaveis.
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Figura 33 - Cinética de enovelamento da apoMb (5uM) em diferentes concentracBes de solutos,
monitorada por fluorescéncia.

Esse aumento na intensidade de fluorescéncia esta de acordo com o observado
no equilibrio (figuras anteriores). A amplitude de mudanca de fluorescéncia na
reacdo cinética de reenovelamento é dependente da concentracdo dos solutos
(figura 34), similar ao que ocorre com as medidas em equilibrio (figura 30), sugerindo
gue o processo cinético € compativel com as medidas observadas em equilibrio.
Interessante é notar que, dentro do erro, ndo ocorre mudangas nas constantes
cinéticas (k) de enovelamento em funcdo da concentracdo do soluto,

independentemente do adjuvante empregado (figura 35).
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Figura 34 - Medidas cinéticas de enovelamento da apoMb induzido por PEG 400 e PEG 600 a pH 2,5
a 20°C. Os dados expressam a variacdo da amplitude de mudanca no sinal de
fluorescéncia em funcao da concentracdo de soluto. ApoMb foi misturada com diferentes
quantidades de PEG 400, rendendo as concentracbes de 5 pM de proteina e as
concentragfes indicadas nos eixos de PEG 400 e 600. Os valores de atividade da agua
foram calculados como descrito em Materiais e Métodos.
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Figura 35 - Medidas cinéticas de enovelamento da apoMb induzido por soluto a pH 2,5 e temperatura
21°C. ApoMb foi misturada com diferentes quantidades de PEG, rendendo as

concentragOes de 5uM de proteina e as concentracdes de PEG indicadas na abscissa.
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Para todos os solutos testados o valor da constante cinética encontra-se préximo
a 0,5, indicando que a velocidade de transicdo do estado desenovelado (pH 2,5)
para um estado intermediario € a mesma, independentemente do tamanho do soluto
empregado e de sua concentragao final. Os diferentes solutos podem deslocar a
reacdo D = | para a formacdo de intermediarios estruturalmente distintos, porém,
com a mesma velocidade.

As constantes cinéticas foram avaliadas em funcdo da atividade da agua, para
interpretarmos o resultado ndo como efeito direto dos PEGs, mas como uma
mudancga no grau de hidratacdo da proteina (figura 36). Pode-se observar que a
diminuicdo da atividade da dgua néo alterou significativamente o valor da constante
cinética.

N&o foi possivel trabalhar com concentracdes maiores de PEGs porque as
solucdes formadas eram muito viscosas, o que dificultava o processo de mistura em
tempo rapido. O mesmo ocorreu quando se tentou empregar PEGs de tamanhos
maiores como o PEG 6K e o PEG 10K. Para algumas concentragdes empregadas foi
possivel observar o aumento de intensidade de fluorescéncia até alcancar um
plateau. O valor de constante cinética obtido era similar aos demais PEGs testados,
porém ndo se conseguiu trabalhar em varias concentracdes devido a dificuldade de

mistura.
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Figura 36 - Medidas cinéticas de enovelamento da apoMb em funcao da atividade da agua a pH 2,5 a
21°C. ApoMb foi misturada com diferentes quantidades de PEG 400, 600 e 1500
rendendo as concentrac@es de 5uM de proteina e concentragfes variadas de solutos. Os
valores de atividade da 4gua foram calculados como descrito em Materiais e Métodos.

Desejando também estimar as energias de ativacdo envolvidas no
reenovelamento da apoMb induzido por soluto, realizamos experimentos de cinética
por stopped flow em temperaturas variando de 30°C a 16°C. Interessantemente
vimos, que os valores de constantes cinéticas de reenovelamento ndo variam em

funcéo dessas temperaturas para nenhum dos solutos testados (figura 37).
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Figura 37 - Medidas da constante cinética de reenovelamento da apoMb (5uM) em funcédo da
temperatura para os PEGs 600 e 400.

De acordo com a equagéao de Arrhenius:
K =yexp (-AE* / RT)

a inclinacdo de um gréfico de In k versus 1/RT fornece a energia de ativagdo AE*
para a reacdo sob investigacdo. Neste caso, para a reagdo de reenovelamento
observamos que a constante cinética k independe da temperatura na faixa
explorada, indicando que a energia — entalpia - de ativagdo neste processo €
(proxima de) zero. Isso significa dizer que ndo existem diferencas energéticas
entélpicas significativas entre os estados desenovelado e o ativado. Se agora
considerarmos a teoria do estado de transicdo, podemos estimar a energia livre de
Gibbs de ativacdo, AG*, e a entropia de ativacdo, AS*, a partir das constantes
cinéticas determinadas:

K =vyexp (-AE*/RT) = y exp (-AH*/RT) exp (AS*/R)
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Entretanto, diferente de AH*, quantidade que independe do coeficiente preé-
exponencial, as quantidades AG* e AS* dependem do coeficiente pré-exponencial v,
valor ndo bem determinado ainda e que pode variar (BILSEL & MATTHEWS, 2000)
entre 6,2 x 10> M* s conforme formalismo de Eyring (GLASSTONE, LAIDLER &
EYRING, 1940) a 3,3 x 10° M* s*, formalismo de Kramers (KRAMERS, 1940).
Desta forma, podemos entdo assumir que a maior contribuicdo na energia livre de
Gibbs de ativac@o durante o enovelamento cinético é oriunda do termo entrépico de
ativacdo. Outro dado importante é o fato de ndo haver desvio de linearidade,
significando que ndo ha contribuicdo de termo de capacidade calorifica na reacéo de
reenovelamento. E bem conhecido que mudancas de capacidade calorifica em
reacfes de enovelamento protéicos estdo associadas a mudancgas no balanco total
de hidratacdo de regides hidrofobicas/alifaticas (MAKHATADZE & PRIVALOV,
1995). Sendo assim, este dado indica que regides apolares que estao acessiveis ao
solvente no estado desenovelado ainda continuam expostas a agua no estado de

transicao.
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4.5 ESTUDO CONFORMACIONAL DA APOMIOGLOBINA EM DIFERENTES
SOLUTOS A PARTIR DA TECNICA DE ESPALHAMENTO DE RAIOS X A

BAIXOS ANGULOS (SAXS)

Para compreender melhor o processo de enovelamento da apoMb e qual a
influéncia da adicdo de PEGs a soluc¢des acidas contendo a proteina em seu estado
desenovelado, empregou-se a técnica de SAXS. A compactacédo e a forma sdo duas
propriedades criticas que descrevem o grau de enovelamento da proteina. O SAXS
€ uma técnica efetiva para medir essas propriedades quantitativamente, permitindo a
caracterizacdo de estados conformacionais intermediarios. (KATAOKA et al, 1995).

Na figura 38 esta apresentado o perfil de espalhamento de raios X da apoMb
em diferentes condi¢des: na presenca de PEGs variados em pH 2,5 e na auséncia
destes, em diferentes valores de pH. Os gréficos apresentam os valores de

intensidade em funcao do vetor de espalhamento (q).
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Figura 38 - Perfil de espalhamento de raios X a baixos angulos. ApoMb (5 mg/mL) foi incubada em
meio aquoso a pH 2,5, acidificado com HCI, na auséncia ou presenca de PEG ou em
tamp@o bistris AcONa como descrito em materiais e métodos.

Chama a atencéo o fato das curvas a pH 6,0, 4,0 e 2,0 serem menos dispersas
em seu espalhamento do que as curvas obtidas na presenca dos PEGs. Isso se
deve ao fato da intensidade de espalhamento de uma particula (macromolécula,

proteina neste caso) ser uma funcdo do contraste de densidade eletronica (Ap) entre

a solugcdo-amostra de macromolécula M (pu) € 0 “branco”, solvente/solucéo S (ps):

AP = v - Ps

A figura 39 apresenta um esquema ilustrativo da diferenca de densidade

eletrbnica entre a solugdo amostra e o “branco”.
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densidade eletrénica g compondo uma solucdo-amostra de densidade eletrdonica gy.
Neste caso aqui apresentado, ps=0,335 corresponde a densidade eletrbnica da agua
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Figura 40 - Dados de espalhamento de raios-X a baixos angulos corrigidos para intensidade do feixe
e atenuagdo da amostra. No painel A: vermelho - tampéo pH 6,0; azul - apoMb em
tampé&o pH 6,0. No painel B: vermelho — PEG 6K; azul — apoMb em PEG 6K.
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Ocorre, portanto, que a intensidade de espalhamento da solu¢cdo contendo
apenas os PEGs em agua, € muito intensa quando comparada com a intensidade de
espalhamento da solucdo-amostra ou apenas agua (figura 40). Desta forma, o sinal
de espalhamento da particula é muito pequeno comparado ao espalhamento total, o
gue torna o sinal relativamente ruidoso. Desta forma, demos preferéncia a usar os
dados coletados a 5 mg/mL de apoMb visto que obtivemos sinal satisfatério (ainda
gue um pouco ruidoso) e com comportamento monomérico, sem contaminagao por
sinal oriundo de agregacao / oligomerizacao.

A partir desses dados foram feitos os graficos de Guinier (Inl vs g% a fim de
obter os valores de raio de giro (Rg) da molécula nas diferentes condi¢ges testadas.
Os resultados estdo mostrados na figura 41. O comportamento linear indica que nao
houve agregacao significativa das moléculas e nem interferéncia interparticula na
regido avaliada. Se as amostras estivessem agregadas o grafico de Guinier
mostraria um desvio positivo da linearidade.

A inclinagéo da reta (b[1]) nos fornece o Rg da particula visto que:

InM)=Ink) - Rg>/3. ¢°

R TR T

onde: y = Db[0] - b[1l] . X
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Figura 41 - Gréaficos de Guinier das curvas de espalhamento para apoMb 5mg/mL na presenca de
PEG em pH 2,5, acidificado com HCI 1M; e em tampé&o bistris AcONa pH 2,5; 4,0 e 6,0.
Os simbolos b[0], b[1] e r indicam coeficiente linear, coeficiente angular e coeficiente de
linearidade, respectivamente.

O Rg encontrado para a proteina no estado nativo, pH 6,0, através da analise

dos dados de Guinier foi 23,13 A enquanto o valor encontrado para a apoMb em pH

2,0 foi 25,66 A. O aumento de Rg observado demonstra que a conformacio da

apoMb difere com a alteragdo do pH. Essa diferenca pode estar relacionada ao grau

de hidratagdo da molécula. Este depende das condi¢des de incubacdo da proteina:

pH e presenca de solutos. Os resultados indicaram que em pH acido, na presenca

de PEGs, ocorre um decréscimo do Rg quando comparado com o valor encontrado

para a proteina em HCI 5 mM. O mesmo é observado quando utilizamos os valores

de Rg obtidos pelo programa GNOM. O Rg variou também em funcdo do PEG

utilizado.

Os raios de giro foram determinados dentro do limite de confianca (Qmax.-Rg <

1,3) e encontram-se calculados na tabela 5.
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Tabela 5 - Pardmetros estruturais obtidos por SAXS para a apoMb em diferentes condicdes:

Condicao 1(0) Rg — Guinier gmax Rg—GNOM  dmsx

A) A) A)
PEG 400 0,9 M 0,01292 = 0,0012 23,59+£0,73 0,042 23,13+0,24 691
PEG 600 0,63 M 0,01412 = 0,0003 22,73+1,15 0,043 2282+0,10 65+1
PEG 1500 0,18 M 0,01084 + 0,0001 24,19 £1,40 0,041 2583+0,24 75+1
PEG 6K 0,04 M 0,01402 = 0,0005 20,30 £ 0,85 0,040 18,90+0,12 53+1
PEG 10K 0,017 M  0,01313 +0,0008 21,79 + 0,94 0,046 20,22+0,21 58=*1
Tampéo pH 6,0 0,05075 +0,0002 23,13 +0,29 0,043 24,17+0,13 691
Tampéo pH 4,0 0,05246 = 0,0002 25,70 £ 0,32 0,039 26,53+0,13 771
HCI 5mM pH 2,0 0,02136 = 0,0001 25,66 £ 0,37 0,039 27,34+0,19 78+1

Os estudos realizados com a lisozima demonstraram que na presenca de PEG
a proteina ndo tem sua conformacao alterada significativamente mesmo na presenca
de acido (dados néo apresentados).

Realizamos medidas a uma concentragdo mais elevada dos PEGs num outro
turno de uso da linha D11-SAS do LNLS em Setembro de 2005. Porém, esses
dados ndo puderam ser utilizados em calculos de parametros estruturais por
apresentarem forte sinal de espalhamento oriundo de grandes agregados protéicos
formados na mistura de apoMb com os PEGs a pH 2,5 mesmo apés 30 minutos de
centrifugacdo a 13000 RPM a 4°C. Tanto antes, quanto ap0s esse passo de
centrifugacdo, a solucdo se apresenta completamente limpida tanto por inspecéo
visual a olho nu quanto em aumento de 120 vezes, tanto a 5 mg/mL quanto a 25

mg/mL de proteina (dado ndo mostrado).
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As medidas de SAXS sdo bastante (teis para avaliar ndo apenas parametros
de formas e dimensBes médias, mas também das propriedades dindmicas em
solucdo (o que ndo é redundante, porque mesmo estruturas cristalogréficas de
macromoléculas, ou seja, estado solido, podem dar informac¢des de dinamica). A
funcdo de Kratky (GLATTER & KRATKY, 1982; SEMISOTNOV et al., 1996;
BOTELHO et al., 2003; TIROLI, et al., 2005) demonstra que um gréafico (Ig” x q)
devera apresentar um perfil sinoidal para proteinas compactas e pouco flexiveis, que
apresentem uma interface bem definida entre si e a solugdo, com dependéncia
acentuada de Ig® com g, atingindo um maximo em torno de 0,07 A seguido de
decréscimo. Por outro lado, proteinas completamente randémicas atingirdo um
plateau seguido por um aumento monotdnico a altos angulos de espalhamento
(valores de ). Por outro lado, particulas (macromoléculas) compactas que
apresentem dominios flexiveis terdo um grafico de Kratky com valores de Ig?
estaveis apos atingirem um plateau ao longo do vetor de espalhamento q.

A figura 42 mostra o grafico de Kratky para a apoMb nas diferentes condi¢des
testadas. A curva da apoMb em pH 2,0 ndo mostra um pico bem definido - indicativo
de um estado de elevada dindmica conformacional — ao contrario do resultado
observado para a apoMb em pH 4 e 6, que se apresentam como globulos de
interfaces mais bem definidas.

Observando os resultados obtidos com a apoMb em presenca de PEGs, pode-
se afirmar que em PEG 6K a proteina apresentou maior estado compactado quando
comparado com os demais, visto pelo menor raio de giro apresentado, ainda que

com grande flexibilidade como evidenciado pelo gréfico de Kratky (figura 42).
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Figura 42 - Gréafico de Kratky a partir das curvas de espalhamento para apoMb em diferentes
condig0es.

Para melhor comparagéo dos resultados, as curvas de Kratky foram reunidas
em um so6 grafico (figura 43) demonstrando que a apoMb mesmo na presenca de
PEGs ndo apresenta a mesma configuragcdo globular que a apresentada pela

proteina nativa e em pH 4,0.
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Figura 43 - Gréfico de Kratky para as amostras de apoMb em diferentes meios.
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Para obter mais informacdes partiu-se para a analise da funcéo de distribuicdo
de distancias, P(r), que pode ser obtida através da transformada de Fourier da
funcdo de intensidade. A P(r) permite-nos observar a conformacgéo adquirida pela
proteina em diferentes condi¢cdes a fim de caracterizar os diferentes estagios de
enovelamento. De acordo com os dados da figura 45 vemos diferentes perfis de P(r)
para a apoMb em diferentes meios. Isso indica que a proteina se apresenta em
diferentes conformagfes de acordo com 0 meio em que se encontra. Pode estar
numa forma mais ou menos compactada ainda que ndo se observe diferenca
significativa nos valores de dmax. A dmax € 0 ponto onde a fungéo P(r) € zero.

Para verificar os valores mais adequados de dmsx antes de avaliar a P(r),
construiu-se o grafico do total estimado, um pardmetro estatistico obtido pelo
programa GNOM versus dnax (figura 44). O ponto maximo da ordenada corresponde
a dimensdo maxima da particula. Trabalha-se com o valor mais alto, pois é o ponto

onde o dado experimental estd mais préximo do ajuste fornecido pelo programa.

total estimado

Figura 44 - Gréfico do total estimado em fungdo da distancia maxima para algumas condi¢des
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Observou-se que a dimensdo maxima da proteina aumenta com o decréscimo
do pH indicando o desenovelamento. Na presenca de PEGs a menor dma foi
observada com a adicdo de PEG 6K. O valor de raio de giro obtido para esta
condicdo através da P(r) foi 18,90 A, resultado muito semelhante ao descrito na

literatura por Kataoka e colaboradores (1995) para o estado nativo da apoMb (19,7 +

0,6 A).
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Figura 45 - Func¢édo de distribuicdo de pares de distancia. ApoMb 5mg/mL na presenca de PEGs em
pH 2,5, em HCI 1M, pH 2,0 e em tampé&o bistris AcONa pH 4,0 e 6,0. As funcdes P(r)
foram obtidas a partir dos dados mostrados na figura 40.
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Os resultados obtidos por SAXS corroboram com os dados obtidos em
equilibrio. Com estes, verificamos primeiramente que o uso de concentragfes e
tamanhos elevados de PEG leva a obtencdo um estado conformacional com o
menor numero de moléculas de agua na superficie e, portanto, mais enovelado e
compactado. O mesmo foi observado por SAXS: o emprego de PEG 6K e 10K
acarretou na diminuicdo do Rg da proteina quando comparado com o Rg encontrado
para solutos de tamanho menor.

Desta forma, vimos que a presenca de co-solutos hidrofilicos preferencialmente
exclusos da superficie de proteinas, tais como os glicois e glicosideos aqui
empregados, sdo capazes de estabilizar um estado enovelado protéico frente a
perturbacdo quimica (aumento do potencial hidrogenibnico), estado este de
dimensdes comparaveis ao da proteina enovelada, com estrutura secundaria similar
ao do intermediario de enovelamento de pH 4,0, mas que apresenta dinamica
conformacional. Esse estado estabilizado por co-solutos tem a cinética de
enovelamento independente da concentragdo e tamanho dos solutos, indicando que
se a reacdo € em apenas dois estados, a estabilidade do estado enovelado em
equilibrio é determinada pelo passo cinético de desenovelamento. Este estado
estabilizado por co-solutos tem também a cinética de enovelamento independente
da temperatura, 0 que significa que a entalpia de ativagcdo para a reacdo D <& ET
(sendo ET o estado de transicdo) € proxima de zero, indicando que a energia
entélpica do estado desenovelado é similar ao do estado de transicdo e, portanto
esses dois estados conformacionais sdo muitos proximos entre si. A maior barreira
energética que impede o desenovelamento da apoMb é, portanto, o custo entalpico

e de hidratagédo do passo enovelado - estado de transicao.
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5 CONCLUSOES

Este trabalho investigou a acdo de adjuvantes de enovelamento, procurando
elucidar o mecanismo pelo qual estes atuam, estabilizando a estrutura protéica.
Diversos pesquisadores tém estudado o0s processos de enovelamento-
desenovelamento de macromoléculas e muito se tem especulado a respeito. Os
resultados aqui apresentados trazem novas descobertas para a area. Para tal,
empregamos uma proteina bastante estudada h& alguns anos, a apomioglobina
(apoMb). Esta proteina enovela-se em equilibrio e cineticamente em trés estados,
nativa a pH 7,0 e desenovelada a pH 2,5, mas com intermediarios de enovelamento
na faixa de pH entre 4 e 5.

Para entender o mecanismo de acdo desses compostos sobre proteinas —
neste caso a apoMb - primeiramente avaliamos a energética e volumetria de
transicdo entre esses trés estados conformacionais, empregando para isso alta
pressdo hidrostatica , temperatura e pH como variaveis fisicas e quimica de
perturbacdo. Altas pressfes promovem a desestabilizagdo da estrutura nativa (pH
7,0) favorecendo a formagcdo de um estado conformacional equivalente ao
intermediario de enovelamento em equilibrio a pH 4,0 (I), assim como promove o
desenovelamento de | (pH 4,0). A diminuicdo de temperatura acompanhada de
perturbagcdo por pressao provoca perda de estabilidade para as transigbes: N < |
(pH 7,0) e | & D (pH 4,0). A constante de equilibrio da transicdo induzida por
pressdo de | < D (pH 4,0) independe da temperatura. Porém existe uma
dependéncia linear para o equilibrio entre os estados N < | (pH 7.0). O valor da
entalpia de Van't Hoff de desenovelamento para o estado intermediario (l), obtido

por perturbagdo por pressao, € zero, ndo havendo entéo contribuicdo entélpica para
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manutenc¢do de sua estrutura. A entalpia assim como a entropia conformacional do
desenovelamento € compensada pelo aumento da hidratagcdo protéica. A transigédo
entre | e D obtida por perturbacdo por pressdo é somente determinada por variagdo
de volume.

Empregando-se a técnica de calorimetria acoplada a perturbacéo por pulsos
de presséo (CPP), observamos que o processo de desenovelamento induzido por
aguecimento, em valores de pH 2,5, 4,0 e 7,0 ndo envolve variacdo de volume
detectavel. Em adi¢édo, observamos que a expansividade térmica observada para os
diferentes estados da apoMb esté relacionada com a capacidade de estruturacao /
desestruturagdo de moléculas de dguas ao redor da estrutura protéica.

Uma vez entendida a energética e volumetria envolvida nessas transi¢coes,
exploramos a modulagéo das transicfes entre os estados conformacionais | e D
cineticamente e em equilibrio. A presenca de solutos estabiliza o estado
intermediario da apoMb mesmo a pH 2,5. Esse efeito € aumentado a medida que se
aumenta o tamanho do soluto e a concentracdo do mesmo. Entretanto, solutos de
massa molecular superior a 6000Da tendem a estabilizar estados conformacionais
de mesmo grau de hidratagdo. Todas essas medidas espectroscopicas foram
corroboradas pelos ensaios de espalhamento de raios-X a baixo angulo (SAXS),
revelando que os valores de Rg para a proteina a pH 2,5 decrescem a medida que o
tamanho do soluto empregado aumenta, sendo o mesmo efeito observado para os
valores de Dms, igualando-se os valores do estado intermediario a pH 4,0 na

auséncia de cosolutos.

Por fim, medidas de cinética rapida de reenovelamento monitoradas por

fluorescéncia revelaram que nem o tamanho nem a concentracdo de soluto
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empregada néo influencia a velocidade de transicdo D - I, sugerindo entdo que a
estabilidade do intermediario de enovelamento em equilibrio | € entdo determinada
pela reacdo de transicdo | > D, regida exclusivamente por variagdo de volume com
contribuigBes entalpica e entropica nulas ou despreziveis.

Nossos esforgos aqui apresentados no sentido do entendimento do mecanismo
de acdo de solutos sobre estruturas protéicas vai além da compreensao das forcas
envolvidas no enovelamento, visando também a melhoria da eficacia de agentes

terapéuticos protéicos e demais sistemas macromoleculares.
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ANEXO A

Correlacao entre indice de refragdo e concentragdo percentual peso/peso dos PEGs

utilizados.
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Os simbolos b[0], b[1] e r indicam coeficiente linear, coeficiente angular e

coeficiente de linearidade, respectivamente.



TABELAS - Concentracdo de PEG (%p/p) versus log ay

PEG 400

%p/p

25 6.30
5.0 6.5
10.0 6.93
15.0 7.14
20.0 7.33
25.0 7.50
30.0 7.65

PEG 1000

%p/p

5.0 6.07
10.0 6.61
15.0 6.82
20.0 7.08
25.0 7.34
30.0 7.46
35.0 7.55
40.0 7.65
45.0 7.79
50.0 7.89
55.0 7.93
60.0 7.95
25 6.11
5.0 6.27
10.0 6.54
15.0 6.86
20.0 7.05
25.0 7.26
30.0 7.43
35.0 7.58

Equacdo da reta:
logP=a+b™* (%p/p)"~c
omdea=5.29,b=0.73ec=0.34

Equacdo da reta:
logP=a+b™* (%p/p)~c
ondea=4.87,b=0.80ec=0.34

log P (dinas/cm?)

log P (dinas/cm?)

ANEXO B

%p/p
25
5.0
10.0
15.0
20.0
25.0
30.0
35.0
5.0
10.0
15.0
20.0
25.0
30.4
35.2
40.5
45.0
61.5
67.5
45.0
40.0
5.0

%p/p
10.0
15.0
20.0
25.0
30.0
35.0

PEG 600

log P (dinas/cm?)

6.22
6.43
6.80
7.01
7.20
7.38
7.53
7.68
6.15
6.72
6.96
7.13
7.30
7.42
7.57
7.64
7.92
8.35
8.49
7.92
7.80
6.34

Equacéo da reta:
logP=a+b* (%p/p)~c
ondea=5.63,b=0.33ec=0.51

PEG 6000

log P (dinas/cm?)

Equacéo da reta:
logP=a+b* (%p/p)"~c
ondea=5.12,b=0.28ec=0.59

6.23
6.51
6.79
7.02
7.23
7.43
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PEG 8000 PEG 10.000
%plp log P (dinas/cm?) %plp log P (dinas/cm?)
10.0 6.15 10.0 6.16
15.0 6.48 15.0 6.45
20.0 6.77 20.0 6.75
25.0 7.00 25.0 7.00
30.0 7.23 30.0 7.24
35.0 7.44 35.0 7.43
20.0 6.82
25.5 6.98 Equacéo da reta:
30.2 7.28 logP=a+b* (%p/p)"c
355 7.38 ondea=4.99,b=0.29ec=0.60

Equacdo da reta:
logP=a+b* (%p/p)~c
ondea=3.96,b=0.95ec=0.36

Disponivel em: http://www.brocku.ca/researchers/peter_rand/osmotic/osfile.html#data.
Acesso em: 10 dez. 2005
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ANEXO C

TRABALHOS EM CONGRESSOS

THERMODYNAMIC CHARACTERIZATION OF TRANSITIONS BETWEEN NATIVE,
MOLTEN GLOBULE AND UNFOLDED STATES OF APOMYOGLOBIN INDUCED BY

HIGH PRESSURE.

Vivian de Almeida Silva and Luis Mauricio T. R. Lima
Faculdade de Farmécia, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Brazil, 21941-590.
mauricio@pharma.ufrj.br
vivianwal@yahoo.com.br

Our aim is to measure the energetic of conformational transitions of apomyoglobin (apoMb)
between the native (N), molten globule (MG) and unfolded (U) states. Pressure-induced
reversible conformational changes of horse heart apoMb have been studied up to 2.5 kbar at
differents pH and temperature. Fluorescence spectroscopy was used to follow the transitions.
At pH 4.0, the intrinsic fluorescence emission is shifted to longer wavelength, indicating a
high degree of exposure to solvent of the tryptophan residues. At neutral pH, increasing
pressure shifts the intrinsic fluorescence of the apomyoglobin to longer wavelength,
characteristic of the MG intermediate. The plot of the average emission wavelength as a
function of pressure in values of pH 4.0 and 7.0 reveals a sigmoidal behavior characteristic of
a cooperative transition. Unfolding transition between N = MG and MG = U are accompanied
by a loss of partial molar volume, which increases with decreasing temperature. Moreover,
the Van't Hoff analysis of unfolding energies allowed us to characterize the enthalpy and
entropy of the transitions between N =MG and MG = U states. We present an overall

mechanism with a description of all species in energetic terms.

3" International Conference on High Pressure Bioscience and Biotechnology — Set 2004.
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HYDRATION EFFECTS ON EQUILIBRIUM PROTEIN FOLDING REACTION

Vivian de Almeida Silval, Marcio F. Colombo? and Luis Mauricio T. R. Lima®
1 Faculdade de Farmacia, UFRJ, Brasil
2 Departamento de Fisica, IBILCE, UNESP, Brasil
vivianwal@yahoo.com.br

Our aim is to investigate the hydration effects on the folding mechanisms of a polypeptide
chain. This can be obtained by the addition of cosolutes of different chemical classes and
sizes to the solution. We used apomyoglobin from horse heart (apoMb) on this work since
apoMb is a well studied protein, its structure is elucidated, as well as its folding-unfolding
equilibrium and kinetic pathways. Fluorescence spectroscopy was used to follow tertiary
structure conformational changes. Lowering the pH from 7.0 to 2.5 apoMb can be denatured
(D) from the fully folded structure (N), with the accumulation of an intermediate molten
globule structure (1), which can be accessed both by concerted changes in intensity and shift
in spectral center of mass of intrinsic fluorescence emission. All tested cosolutes stabilize an
intermediate-like structure (I) that presents the same spectroscopic properties of the pH 4.0
molten globule state. The dependence of cosolute concentration on the free energy of
equilibrium transition between D and | were interpreted in function of water activity. The
degree of protein hydration associated with the folding reaction was calculated. This change is
represented by the change of number of water molecules, dNw, that are excluded from the
protein surface when it folds. We observed that dNw vary with the size of the cosolute and,
within a range, it is linearly related with the partial specific volume of the solutes used to
adjust water activity. We interpret our data in the view of excluded volume effects, which
contributes to condensation of the protein chain due to limitations of the conformational

space.

1* Latin American Protein Society Meeting — November 2004.
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ANEXO D

TRABALHO — LNLS



SAXS investigation of protein folding intermediates: cosolute-induced folding of apomyoglobin.

Silva, V. A.! Colombo M. F2 and Lima, L. M. T. R

lUniversidade Federal do Rio de Janeiro - Rio de Janeiro RJ Brazil
2Universidade Estadual Paulista - Sd0 José do Rio Preto - S&o José do Rio Preto SP Brazil

INTRODUCTION GNOM computer program ([3]).

Our aim is to investigate the hydration effects on the fold-
ing mechanisms of a polypeptide chain. This can be obtained RESULTS AND DISCUSSION
by the addition of cosolutes of different chemical classes and
sizes to the solution. We used apomyoglobin from horse We measured Rg of apoMb at pH 2.5 in the presence of dif-
heart (apoMb) on this work since apoMb is a well studiedferent concentrations of several PEG (close to saturation ef-
protein, its structure is elucidated, as well as its folding-fect as estimated from thermodynamic data), and all of them
unfolding equilibrium and kinetic pathways. Lowering the pH induced a decrease in Rg of apoMb with Rg varying from 20.2
from 7.0 to 2.5 apoMb can be denatured (D) from the fullyto 24.2 angstrons, close to that described for the MG confor-
folded structure (N), with the accumulation of an intermedi-mational state (([4]).
ate molten globule structure (1). Several cosolutes stabilize an CONCLUSION
intermediate-like structure (1), that presents the same spectro-

scopic properties of the pH 4.0 molten globule state. The de- \ye operved a close correlation between thermodynamic

pendence of cosolute concentration on the free energy of equing structural data for the cosolute-induced folding reaction.
librium transition between D and | is well characterized by

our group, and can be interpreted in function of water activity,
giving access to changes in degree of protein hydration asso- ACKNOWLEDGEMENTS
ciated with the folding reaction (number of water molecules,

dNw) (([1]). Our aim is to correlate observed thermodynamic .
guantities with structural changes in apoMb in folding reac- Acknowledgments This work was supported by FAPERY,

E/Npq, PIBIC-CNPq, PRONEX, PADCT-IIl, FUJB, CAPES,

tions induced by these cosolutes. To address this questioff, _
. . APESP and ABTLuUS LNLS (under project number 2919).
AX I I ch R I , .
we investigated by SAXS overall structural changes (Rg an e also thank Thomas Privelic and José Fernando Q. Reis for

Dmax) of apoMb at pH 2.5 in several cosolutes conditions. . . .
) P P assistance in the SAXS beamline setup.

EXPERIMENT

SAXS data were collected using a one-dimensional;) colombo MF, Rau DC, Parsegian VA. (1992) Protein solvation
position-sensitive detector, with quartz capillary sample in allosteric regulation: a water effect on hemoglobin. Science.
holder and wavelength 0.1488 nm, at 22. Data acquisi- 256, 655-9. .
tion was performed by taking several frames of each sami2] Guinier, A., and Fournet, G. (1955). Small Angle Scatter- ing of
ple, which allowed the control of any possible radiation dam- __ X-Ray (Ed. Wiley, New York, EUA). _
age. Monodispersity of the samples was confirmed by Guinie®! Svergun D.I. (1991) Mathematical methods in small-angle scat-

. . . tering data analysis. J. Appl. Cryst. 24, 485-492
plots of the data ([2]). and molecular weight calculation using 4] Kataoka, M., I. Nishii, T. Fujisawa, T. Ueki, F. Tokunaga, and

hen egg Iysozymg as standard. Data were corrected for dgtec- Y. Goto (1995) Structural characterization of the molten globule
tor homogeneity, incident beam intensity, sample absorption and native states of apomyoglobin by solution x-ray scattering.
and blank subtracted. Data fitting was performed using the J. Mol. Biol. 249:215-228
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