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RESUMO

Ureia desnatura proteinas em diferentes concentracdes, dependendo das condicoes
experimentais e da proteina. A proteina monomérica soro albumina bovina (BSA) foi o
principal modelo de investigacdo na presenca de concentracdes subdesnaturantes de ureia
com base no modelo de equilibrio de dois estados. A desnaturagdo induzida por alta
pressdo foi intensificada em concentragdes de ureia ([U]) entre 3,5 M e 8,0 M, com

variacdo de energia livre a pressdo atmosférica (AG[OU]) de +5,0 a -2,5 kJ/mol de BSA, e

variacdo do volume de desnaturacdo (4V) de -30 a -36 mL/mol de BSA. Os parametros
m apresentaram cardter bifdsico, com valores de m; e m; de 0,92 e 2,35 kJ .mol‘l.M‘l,

respectivamente. A partir de graficos da variagdo de AG[OU] com relacdo a In[U] foram

obtidos valores de v, o coeficiente estequiométrico aparente do agente desnaturante, de
1,68 e 6,67 mol de ureia/mol de BSA, respectivamente v, e v,, correspondentes a m; e
m,. Estes resultados foram comparados com os de outras proteinas monoméricas da
literatura e com um conjunto de dados da SNase A+PHS I92A e estequiometrias
sistematicamente baixas foram observadas. No entanto, um valor de 140 mols de
ureia/mol de BSA pode ser alcancado a partir de abordagem que considera a existéncia de
uma populacdo heterogénea com respeito a energia livre de desnaturagdo e aspectos

moleculares da interacdo proteina-solvente puderam ser melhor interpretados.
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ABSTRACT

Urea denatures proteins at different concentrations, depending on the
experimental conditions and the protein. We investigated the pressure-induced
denaturation of bovine serum albumin (BSA) as a model in the presence of subdenaturing
concentrations of urea based on a two-state equilibrium model. Pressure-induced
denaturation was enhanced at urea concentrations ([U]) of 3.5 M to 8.0 M, with the free
energy of denaturation at atmospheric pressure (AG[OU]) ranging from +5.0 to -2.5 kJ/mol
of BSA while the volume change ranged from -30 to -36 mL/mol of BSA. The m values
appeared to be biphasic, with m; and m, of 0.92 and 2.35 kJ .mol . M™, respectively. Plots
of AG[OU] versu In[U] yielded values of v, the apparent stoichiometric coefficient, of 1.68
and 6.67 mol of urea/mol of BSA respectively for m; and m,. These results were
compared with the m and v values of other monomeric proteins reported from the
literature and of SNase A+PHS I92A and the very low values of v were systematically
observed. However, a value of 140 moles of urea/mole of BSA could be reached by
considering the existence of a heterogeneous molecular population with respect to the

free energy of denaturation and the molecular binding aspects could be better interpreted.
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INTRODUCAO

O mecanismo de enovelamento de polipeptideos que resulta na formacdo de
estruturas tercidrias funcionais, o chamado “protein folding”, constitui um dos mais
importantes problemas e dos que mais concentram estudos em biofisica quimica e
biologia molecular. H4 alguns anos, a revista Science (2005, 309:79-102) colocou o
enovelamento protéico como pertencente aos 125 principais problemas ainda nao
resolvidos e, apesar do trabalho intensivo dos ultimos tempos, o fendmeno continua nao
completamente compreendido.

Um melhor entendimento dos aspectos dindmicos e enérgicos do processo de
desnaturacdo de proteinas prefigura um componente essencial para decifrar as sutilezas
codificadas no genoma e elucidar questdes sobre fun¢do e origem de doencas de mau
enovelamento. Apesar da alta eficiéncia do processo de enovelamento protéico, ocorre
eventualmente a formacdo de espécies provenientes de enovelamentos incorretos e que
estdo implicadas num nimero expressivo de doencas, as quais podem ser agrupadas sob a
denominacio de desordens de enovelamento protéico, ou seja, doencas que se relacionam
com a ma constituicio da estrutura tercidria (Horwich, 2002). Sdo o caso das
denominadas doencas amildides, caracterizadas pelo depdsito de fibrilas protéicas na
matriz extracelular de diversos 6rgdos, onde uma grande quantidade de proteinas com
enovelamento incorreto se agrega, destruindo células cerebrais e de outros tecidos. Neste
grupo estdo, por exemplo, doengas como as de Parkinson, Alzheimer, a doenca de
Huntington e diabetes tipo II (Caughey & Lansbury, 2003). Os prions sdo proteinas que
se replicam autocataliticamente (Foguel & Silva, 2004) e sao conhecidas por promover as
encefalopatias espongiformes transmissiveis e doengas infecciosas tais como a doenca de
Creutzfeldt-Jakob (CJD), também conhecida como a ‘doenca da vaca louca’, a doenga de
Lou Gehrig e outras (Prusiner, 1998; Caughey & Lansbury, 2003). Num segundo grupo
estdo as doengas onde o enovelamento incorreto da proteina € atribuido a erros genéticos
isolados, até mesmo afetando um tnico aminoécido, e que causam importantes alteracdes
funcionais na proteina ou as torna suscetiveis a protease celular. Neste grupo estdo
incluidos o cancer, o enfisema, e as doencgas associadas a fibrose cistica. Em alguns

casos, tanto a agregacdo quanto a perda de funcdo contribuem para o efeito patogénico.
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No caso particular da CJD, a doenca surge a partir de um mal enovelamento de uma
proteina natural denominada PrP® que resulta na sua forma andmala PrP*® (Kuwata et al.,
2002). A PrP€ possui estrutura predominantemente de a-hélices, ao passo que a forma
PrP>¢ ¢ composta na maioria de folhas B pregueadas e a conversdo de uma forma noutra
tem origem numa alteragdo no seu mecanismo de enovelamento. Apesar da configuragcdo
PrP%° corresponder a forma termodinamicamente mais estavel (Kuwata et al., 2002), se
sugere que a elevada barreira da energia de ativacdo vem a limitar a taxa de sua
formacdo, o que resulta no fato da conformacdo PrP® possuir maior incidéncia tissular
(Kuwata et al., 2002, Marchal et al., 2005).

Outro ponto a ser citado é a existéncia de protefnas nativamente desenoveladas. E
o caso das particulas virais que se enovelam espontaneamente somente no momento de
sua atividade funcional, tornando muito mais dificil sua caracterizacdo. As abordagens
farmacéuticas para projeto de drogas requerem muitas vezes que a proteina possa ser
manipulada em solu¢@o e que apresente estabilidade durante o tempo de obtencdo de sua
estrutura, a ser obtida a partir de técnicas tais como a ressonancia magnética nuclear
(RMN) ou ainda através do elaborado processo de cristalizagdo para posterior resolucio
por raio-X. Tais proteinas virais nativamente desenoveladas s3o por muitas vezes
excelentes alvos de acdo de novas drogas mas, geralmente, sdo altamente flexiveis em
regides desnaturadas e possuem pouca homologia com outras estruturas ja conhecidas de
proteinas. Uma mais ampla descri¢do do processo de desnaturacdo vem ao encontro de
melhores modelos in-vitro que possam ser utilizados como base para elaboraciao de novos
farmacos (Warshel et al., 1984; Da Poian et al., 2002). O maior entendimento sobre o
processo de enovelamento nos ajuda na compreensdo destes tipos de doencas e na
conducao de tratamentos de maior eficicia.

Nesse sentido, historicamente, e de forma cada vez mais premente, a
caracterizacdo dos aspectos fisicos e energéticos da dindmica de desnaturacdo de
proteinas t€ém tido um intensivo aumento de pesquisas (Pace, 1986; Creighton, 1988,
Courtenay et al., 2000 e 2001, Auton & Bolen, 2005, Zangi et al., 2009, Schroer et al.,
2010). Um aspecto muito presente € uso de agentes desnaturantes tais como a ureia e
hidrocloreto de guanidina (GuHCI), que permitem que conceitos relacionados com as

forcas que governam a estabilidade e os mecanismos de enovelamento, tais como as
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ligacdes covalentes e idnicas, as ligacdes de hidrogénio, as interacdes hidrofébicas e de

Van der Waals, passam a ser melhor investigados.

Alta pressao como ferramenta de estudo na desnaturacao de proteinas

Pressdo é um importante parametro termodindmico, comumente utilizado em
diferentes processos (Mozhaev et al., 1996, Masson et al., 2001), mas sua importancia
com relacdo aos estudos de desnaturagc@o de proteinas surgiu somente no inicio do século
passado, quando Bridgman (1914) desnaturou a molécula de ovalbumina sob pressao.
Desde entdo, muitos trabalhos buscaram entender o mecanismo de desnaturagdo sob alta
pressdo de indmeras proteinas, tais como a tripsina e a quimotripsina (Curl & Jansen,
1950), o inibidor de tripsina pancredtica bovina (Akasaka et al., 1999), o complexo
apomioglobina-ANS (Bismuto et al., 1996), a ribonuclease A (Brandts et al., 1970), a
nuclease Staphylococcal (Seemann et al., 2001) e outras. A observacdo do efeito da
pressdo hidrostatica combinada com outros fatores tais como temperatura subzero, ureia,
pH e outros agentes quimicos tém crescentemente contribuido para uma maior
compreensdao dos mecanismos envolvidos nas interacdes protéicas que estabilizam
grandes agregados e que coordenam transi¢des estruturais (Weber, 1986; Ruan & Weber,
1989; Cioni & Strambini, 1996; Silva et al., 1992 e 2001; Foguel et al., 1992, 2005;
Bonafe et al., 1998; Da Poian et al., 2002; Foguel & Silva, 2004; Rouget et al., 2010).
Andlises do processo de dissociacdo viral por pressdo permitem, por exemplo, a
investigacdo dos mecanismos envolvidos nos processos de infec¢do viral em células
hospedeiras, e fornecem informacdes termodinadmicas importantes a respeito destes
sistemas (Da Poian et al., 1993 e 2002). Em tais casos, as subunidades protéicas
dissociadas mostraram baixa afinidade entre si quando comparadas a forma nativa,
demonstrando que este comportamento tem importancia também no estudo de oligdmeros
(King et al., 1986; Weber, 1986, Foguel & Silva, 2004; Bispo et al., 2005 e 2007). Estas
investigacdes sdo relevantes em aplicagdes biotecnoldgicas tais como as observadas no
desenvolvimento de vacinas antivirais (Da Poian et al., 1993). Nestes casos a

compreensdo dos mecanismos envolvidos durante a desnaturacdo, e por extensdo, na
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dissociacdo protéica, pode conduzir ao melhoramento da imunogenicidade e da
inativagdo viral através do controle das estruturas formadas. Atualmente, uma das
inovagdes obtidas através do uso de alta press@o € a estabilizacdo de intermedidrios do
processo de enovelamento protéico tais como nas conformacdes pouco acessiveis
denominadas como ‘molten-globule’, permitindo, assim, uma oportunidade Unica de se
obter uma caracterizacdo energética destas estruturas. A designacdo ‘molten-globule’
descreve uma série de caracteristicas conformacionais da etapa intermedidria do processo
de desnaturacdo da proteina. Basicamente, a estrutura secunddria se apresenta ainda
conservada como na estrutura nativa, mas ndo mais hermeticamente confinada no seu
interior hidrofébico. H4 ainda a perda da estrutura tercidria sem a definicdo de uma
conformagdo que caracterize por completo o estado completamente desenovelado, nos
altos niveis energéticos da forma desnaturada. O termo foi primeiramente estabelecido
por M. Ohgushi e A. Wada em ensaios com o citocromo ¢ (1983) onde se observou que o
volume de desnaturacdo destas moléculas se apresentava como semelhante ao do
empacotamento da forma nativa, mesmo apos a transi¢do de desnaturacao.

As proteinas sdo estabilizadas numa faixa de AG,, (diferenga entre a energia livre
de Gibbs do estado nativo, ou enovelado, e do desnaturado, desenovelado) que vai até
valores em torno de 40 kJ/mol. A razdo para esta relativa baixa estabilidade é geralmente
atribuida ao fato de que as proteinas precisam de uma alta flexibilidade conformacional
que venha a permitir a passagem transmembranar e a ligagdo aos seus subtratos, ou ainda
a demanda energética imposta por diversos outros processos tais como 0s que envolvem
transducdo de sinal e sinalizacdo alostérica (Cooper, 1976; Tournier et al., 2004). Como
reflexo dessa baixa estabilidade, a populacdo do estado nativo e desnaturado pode ser
apenas bem definida em condicdes especificas de pressdo, temperatura e na presenca de
demais agentes caotrépicos.

Além de ser particularmente util em se tratando do estudo de inativagdo viral,
como comentado, a alta pressdo hidrostética tem sido utilizada para a determinacdo de
parametros termodinamicos e propriedades de dissociacdo em proteinas multiméricas
(Bonafe et al., 1998; Santos et al., 2008), assim como no estudo das condicdes de
reassociacao (Bonafe et al., 1991). Em trabalhos recentes desenvolvidos em nosso

laboratério, foi investigado o efeito de prétons e alta pressdo na dissociagdo do virus do
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mosaico do tabaco (TMV) e da hemoglobina extracelular multimérica, a eritrocruorina
(Ec), com a quantificacdo e andlise estequiométrica da liberacdo de prétons no processo
(Santos etal., 2004; Bispo et al., 2007). Experimentos similares na presen¢a de ureia em
concentracdo até 7,0 M demonstraram uma estequiometria aparente significantemente
maior da ureia na desnaturacdo em comparagdo com a etapa de dissociacao. No TMV, a
fase inicial de dissociacdo foi identificada pelo espalhamento de luz, ao passo que as
fases de desnaturacdo foram monitoradas através das mudancas nas propriedades do
espectro de emissdo de fluorescéncia (Bonafe et al., 1998). Medidas similares de
fluorescéncia e espalhamento de luz foram apresentadas para outros virus. A maior parte
dos valores obtidos como coeficiente estequiométrico aparente da ureia durante o
processo de dissociacdo variou de 0,5 a 1,5 mol de ureia/mol de subunidade, enquanto
que para a desnaturacdo a variacdo foi de 4,0 a 11,0 mol de ureia/mol de subunidade
(Santos et al., 2008).

Estudos sobre a desnaturacdo de proteinas sdo relacionados com a descri¢do das
interacdes proteina-solvente (Simpson & Kauzmann, 1953; Tanford, 1961; Wyman,
1964; Schellman, 1975 e 1978; Baskakov & Bolen, 1998; Kita et al., 1994). Mais
recentemente, Auton e Bolen (2005) sugeriram que a interagdo direta do agente
desnaturante com a cadeia polipeptidica apresentava uma maior contribui¢ao no processo
de desnaturacdo induzida por ureia, comparativamente as interagcdes com os residuos
laterais. Ja foi mostrado que, numa condicdo em que o equilibrio final pudesse ser
interpretado como uma “rea¢do” de desnaturacdo envolvendo a proteina e o solvente, a
andlise das curvas de desnaturagcdo em func¢do do logaritmo da concentragdo de
desnaturante In[D] sistematicamente resultou em valores estequiométricos do solvente
muito baixos. Estes valores abaixo do que seria esperado conduziu a rumos alternativos
de interpretacdo da desnaturacdo de proteinas, resultando na anélise onde a energia livre
de desnaturacdo deveria ser considerada linearmente dependente da concentragdo de
desnaturante [U], em detrimento da andlise da variagdao da energia livre como dependente
linearmente do logaritmo natural da concentracdo de desnaturante. Greene & Pace (1974)
apresentaram uma abordagem tedrica baseada numa relacdo linear e que vem desde entdo
sendo aplicada a maioria das proteinas investigadas. Contudo, Schellman (1987) estudou

extensivamente o tema e observou que ndo haveria razdes para esperar que a energia livre
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de desnaturacdo possuisse um comportamento de variagdo estritamente linear com
relacdo a concentracio de desnaturante.

Numa ampla abordagem sobre tais questdes, esta tese se propde a investigar se a
desnaturagdo por ureia e pressdo da proteina monomérica modelo soro albumina bovina
(BSA) ocorre linearmente ou logaritmicamente com relacdo a concentracdo do agente
desnaturante. Esta relacdo foi analisada pelo cdlculo dos valores de m e de outros
parametros termodinamicos. Em contraste as 2130 subunidades capsidicas associadas
com o RNA, como no caso do TMV, a proteina BSA é monomérica e constitui um
sistema de maior acessibilidade cinética. Os resultados sdo comparados com os descritos
para proteinas monoméricas da literatura. Baseado nos achados deste estudo, é proposta
uma alternativa de explicacdo para os baixos valores encontrados a partir das curvas de
AG de desnaturacdo em fun¢do de In[D], ou seja, a partir da heterogeneidade com

respeito a energia livre de desnaturagdo no processo.

Caracteristicas da soro albumina - principal modelo de estudo

As soro albuminas sdo as mais abundantes proteinas presentes no sistema
circulatério, com uma concentragdo tipica de 5 g/100 ml no plasma, e contribuem em
80% para a manutencdo da pressdo osmotica do sangue (Khan et al., 1987; Tanaka et al.,
1997). Apesar da existéncia de enorme porosidade nos capilares sanguineos, a presenca
de uma quantidade adequada de grandes proteinas, em especial a albumina, que possui
dimensao maior que a dos poros, consegue reter a maior parte do plasma. A albumina da
circulagdo sanguinea possui meia-vida de 19 dias, e a diminui¢cdo de sua quantidade no
plasma pode ser resultado de patologia hepdtica ou ainda de um distirbio renal que venha
a permitir que a albumina seja acentuadamente secretada pela urina. A diminuicdo de sua
sintese pode estar relacionada a desnutricdo ou a uma dieta desprovida de proteinas
(Ahmad et al., 2004). A albumina é também notadamente uma das principais
responsaveis pela manutencdo do pH sanguineo. Nos mamiferos, ela possui sintese no

figado inicialmente como preproalbumina, sendo a proalbumina a forma obtida pela
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remocgdo do seu peptideo sinal e em seguida pela modificacdo de seis de seus residuos de
propeptideo do novo terminal N (Ahmad et al., 2004).

Ha décadas sdao consideradas muitas discussdes sobre a determinagdo estrutural
das albuminas. O principal modelo deriva dos resultados com estudos a partir de
hidrodindmica e espalhamento de raios-X, onde a molécula apresenta conformacgdo
elipséide de 140 x 40 A (Tanaka et al., 1997). As albuminas, com cerca de 583
aminodcidos na estrutura primdria, sdo caracterizadas por conter um nimero pequeno de
residuos de triptofano e metioninas e um alto nimero de cisteinas e polares com carga,
dcidos aspdrtico e glutamico, lisinas e argininas (Holowachuck, 1991). O contetdo de
glicina e isoleucina é menor que a média encontrada em proteinas com semelhante peso
molecular, ou seja, entre 50 e 100 kDa.

Tanto a BSA quanto a HSA sdo mondmeros e possuem trés dominios homologos
e seis subdominios, representados pela Fig. 1 (Shihui et al., 2008). Sua massa molecular é

de em torno de 65 kDa.

Figura 1. Estrutura da HSA com a indicacio da posi¢cdo dos dominios e
subdominios da molécula (de TA a IIIB). Nesta representacdo destacam-se alguns
conjuntos de ligantes tais como o dos dcidos graxos e lisofosfolipideos (bolas claras e
escuras) € a enumeracgdo de alguns de seus sitios de ligacdo (até 7). Cristalografia de raio-
X com faixa de resolucdo 50,0-2.8 (A). Cédigo de identificacio PDB: 3CX9 (Shihui et
al., 2008).
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A albumina possui habilidade de se ligar a uma grande variedade de moléculas
biolégicas (Carter & Ho, 1994). Apesar do seu papel estrutural de conten¢cdo do material
plasmaético, se qualificam como uma molécula extremamente flexivel. Sua estrutura de
voltas (“loops”) interligadas permite rapida expansao, contragdo e flexao, caracteristicas
que lhe sdo intrinsecas, mas também que lhe sdo atribuidas extrinsecamente quando na
presenca adicional de outros ligantes (Kolthoff et al., 1958). Sdo moléculas que, embora
estruturalmente definidas como sendo multidominio, tendem, dependendo do pH, a
recuperar sua estrutura nativa apdés mudangas estruturais decorrentes de condigdes
desnaturantes (Harmsem & Braam, 1988). Hid pouco ou nenhum efeito de ureia em
concentracdes abaixo de valores em torno 4 M (Khan et al., 1987; Tanaka et al., 1997,
Ahmad et al., 2004 e 2005). Suas propriedades fisiologicas e farmacoldgicas t€m sido
alvo de extensivos estudos nas ultimas décadas (Koch, 1998, Tanaka, 1997; Ahmad,
2005), se tornando um modelo muito versitil do ponto de vista experimental e de

compreensdo sobre a natureza da desnaturacao protéica.

Acompanhando a desnaturacao na BSA através da espectroscopia de fluorescéncia

A emissdo de fluorescéncia é amplamente atribuida ao triptofano em albuminas.
Assim como em proteinas em geral, o fluoréforo intrinseco dominante é o residuo de
triptofano, composto heteroaromdtico que absorve radiagdo da luz monocromadtica
incidente em comprimento de onda em torno de 280 nm e emite fluorescéncia em torno
de 340 nm. Os fluor6foros sdo divididos em duas classes gerais, os intrinsecos e 0s
extrinsecos. Fluor6foros extrinsecos sdo aqueles que sdo adicionados a uma amostra por
ela ndo exibir as propriedades espectrais desejadas. Os intrinsecos sdo aqueles que
ocorrem naturalmente. A emissdo pode sofrer um deslocamento para o azul, caso a regido
que possui o elemento fluor6foro sofra um confinamento em regido centralizada da
conformacgdo nativa da proteina, ou um deslocamento para comprimentos de onda mais
longos (desvio para o vermelho), caso a proteina passe a assumir sua conformag¢do
desnaturada (Lakowicz, 1999). Portanto, a evolugcdao do pico maximo de emissdo de

fluorescéncia do Trp em diferentes pressdes e concentracdes de agente desnaturante traz
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informacdo sobre a dependéncia deste com relagdo as mudangas no ambiente local e
imediato do residuo. A mudanca perceptivel no espectro de emissao de fluorescéncia é
vista em dois diferentes niveis. Um no qual o residuo esta totalmente imerso e confinado
estruturalmente e, portanto, inacessivel ao solvente, e outro onde ele estd em regido da
molécula protéica completamente exposta ao solvente. Pode existir uma contribui¢do das
tirosinas no espectro de emissdo, aspecto eventualmente indesejavel que pode ser
contorndvel com a verificagdo da emissao sobre um intervalo de comprimento de onda de
excitacdo, geralmente entre 295 e 305 nm, que seleciona puramente o sinal do espectro de
emissao do triptofano a ser registrado (Steinhardt et al., 1971; Lakowicz, 1999).

A monitorizacdo do estado de agregacdo da proteina sob pressdo pode ser
realizada a partir de medidas de espalhamento de luz a 90° em relacdo a luz incidente a
amostra. O espalhamento Rayleigh da luz é uma ferramenta eficaz para detectar
mudancas de forma em macromoléculas e formagao ou dissociacdo de agregados quando
estes sdo particulas de dimensdes menores que o comprimento de onda associado a luz
monocromética incidente. A intensidade da luz espalhada é funcdo da intensidade desta
luz incidente, e podemos assumir que € proporcional a uma determinada massa molecular
média para solugdes diluidas de proteina (Silva & Weber, 1988). Em oligdmeros, do
mesmo modo, o processo de dissociacdo leva a exposi¢do de residuos de triptofano ao
solvente, igualmente ocorrendo desvio para o vermelho do espectro de emissdo de

fluorescéncia (Silva & Weber, 1988).

A utilizacdo da BSA possui alguns diferenciais positivos em comparacdo a
utilizacdo da HSA neste estudo. A energia mixima obtida no espectro de emissdo da
BSA, aspecto relacionado diretamente com a qualidade da monitorizag¢do da desnaturagao
sob pressdo, € em torno de 2,7 vezes maior que a do espectro da HSA, o que revela que o
unico Trp existente na HSA possui, devido a proximidade do grupo tyrosil existente,
intensidade de emissdo de fluorescéncia suprimida quanticamente (“‘quenching”). No
caso dos dois Trps da BSA, eles se mostram essencialmente isentos de supressiao
(Steinhardt et al., 1971). O Trp-214 da BSA ocupa posi¢@o similar ao Trp da HSA, no
quarto “loop”. O conceito que ainda prevalece na literatura confirma esta posi¢io como

pertencente a uma regido conservada no interior hidrofébico da estrutura, numa espécie
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de matriz protegida da exposi¢do a solventes polares (Steinhardt et al., 1971; Eftink &
Ghiron, 1977). A presenga deste Trp no centro da BSA torna eficaz a monitoriza¢do
conformacional da molécula sob pressao através de espectroscopia de emissdao de

fluorescéncia (ver Materiais e Métodos).

OBJETIVO

Esta tese tem por objetivo estudar a desnaturacdo da proteina monomérica BSA
através da combinacdo de ureia e alta pressdo hidrostdtica e discutir amplamente a
dependéncia da energia livre de desnaturacdo com a concentracdo do agente desnaturante.
Serdo calculados parametros termodindmicos tais como a constante de equilibrio do
processo de desnaturacdo (K), a variacdo do volume de desnaturacdo (4V), a variacdo de
energia livre de desnaturacio (4G), a estequiometria aparente do agente desnaturante (V)
e o pardmetro m. Os resultados serdo comparados com os obtidos para proteinas
monoméricas da literatura e com um conjunto de dados obtido complementarmente para
a SNase A+PHS 192A. A proposta é elucidar alternativamente os baixos valores de v de
desnaturante sistematicamente encontrados a partir das curvas de 4G de desnaturacdo em
func¢do de In[D], e inferir sobre a ocorréncia de distribui¢des de espécies heterogéneas no
processo de desnaturacdo de proteinas, proporcionando assim melhor interpretacdo dos
aspectos moleculares e termodinamicos envolvidos na estabilidade da sua conformacgao

nativa.
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MATERIAIS E METODOS

Preparacao das proteinas e reagentes

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico. Foi utilizada 4gua
deionizada através de sistema de purificacdo Milipore (resisténcia de 18 ). Os
experimentos com a BSA foram realizados com tampao Tris HCl 100 mM em pH 7.4 e
com a SNase A+PHS 192A em Tris HC1 50 mM em pH 7,0. O ajuste dos pHs foi feito nas
temperaturas de cada experimento, 22 °C para a BSA e 18 °C para SNase. A escolha do
Tris HCI como sistema tamponante foi em razdo da baixa dependéncia de seus pKas em
funcdo da pressdo (Neuman et al., 1973). BSA essencialmente livre de 4cidos graxos,
ureia ¢ GuHCL foram obtidos da Sigma. O mutante 192A da proteina SNase A+PHS
trabalhado foi obtido junto ao grupo da Johns Hopkins University (EUA), colaboradores
do Centre de Biochimie Structurale (CBS), em Montpellier (Francga), laboratério onde
atuei em meu estigio PDEE. A variante 192A da SNase A+PHS foi produzida e
purificada conforme previamente descrito por Shortle & Meeker (1986).

A concentragdo da BSA utilizada nos experimentos foi de 0,5 mg/mL (7,7 uM) e
da SNase foi de 1,6 mg/mL (100 uM). A concentragdo molar das solucdes estoque foi
determinada através de medi¢do da absorbancia realizada em espectrofotometro

“Beckman-DU640”, e da utilizagdo da relagdo

M= (1)

A
&

onde A € a absorbancia num dado comprimento de onda considerado, € o coeficiente de
extincdo molar (para a BSA: em. 279 nm, 1 em = 43824; para a SNase: €m. 270 nm, 1 em = 50828)
e M a concentracdo molar da proteina na amostra analisada. Foram realizadas corre¢des
dos possiveis efeitos de interferentes Opticos, trabalhando dentro dos limites de
linearidade da variagdao da absorbancia com a concentra¢do a ser determinada e com a

utilizacdo de cubeta de quartzo. Foram também consideradas despreziveis as mudancas
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com relacdo as propriedades coligativas do soluto e as consequéncias de uma eventual

ionizagdo acentuada da proteina.

Equipamento de alta pressao hidrostatica

O sistema utilizado para as medi¢des de fluorescéncia consiste de um gerador de
pressdo “HIP” conectado a camara de pressdo hidrostatica modelo “ISS HP”, Figs. 2A e
2B, respectivamente. Essa camara possui trés janelas Opticas de safira, através das quais
se realizam as medidas espectroscopicas das amostras a pressoes de até 250 MPa, limite
que essas janelas toleram. No interior da camara se coloca uma cubeta cilindrica de
quartzo com volume de aproximadamente 1,2 mL que contém a amostra a ser submetida
a alta pressdo. Para evitar contato da amostra com o fluido que transmite a pressdo, no
caso o etanol, a cubeta é selada com um tubo de polietileno cuja extremidade € selada por
aquecimento, Fig. 2C. Esse tubo colapsado permite a equalizacdo da pressdo entre o meio
hidrostitico e a amostra dentro da cubeta, evitando a0 mesmo tempo a mistura dos
liquidos. A cubeta € fixada em uma base cilindrica metélica para evitar 0 movimento
desta no interior da bomba. A escolha do etanol absoluto como meio liquido para a
transmissdo da pressdo € devido ao seu indice de refracdo préximo ao do quartzo,
minimizando a perda de sinal nas medidas espectroscopicas. Através de um sistema
adaptado, a amostra pode permanecer sob diferentes temperaturas, pois esta cimara esté
conectada a um banho refrigerador. O sistema gerador de pressdao € automatizado e
controlado por um software denominado “Automa” escrito na linguagem de programacao
Delphi (versao 5,0) e compativel com o Windows. Um computador controla a
movimentacdo de um motor acoplado ao gerador de pressdo, coleta os valores de
comprimento de onda de emissdo e excitacdo do monocromador do fluorimetro e
movimenta 0os motores para os ajuste das janelas e para as leituras de fluorescéncia e
espalhamento de luz, Fig. 2D. O software recebe informacdes das medidas de pressao

através de um sensor analdgico-digital, que permite o controle da pressdao em tempo real

(adaptado de Paladini & Weber, 1981).
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Figura 2 - (A) Foto do gerador de pressdo. (B) Foto da cimara de pressao onde
sdo colocadas as cubetas para realizacdo dos experimentos, mostrando as janelas por
onde passam os feixes de luz para realizacdao das medidas espectroscdpicas e os tubos
onde € conectado o sistema refrigerador. (C) Foto das cubetas de quartzo, uma sem ser
selada (lado esquerdo) e a outra selada com tubo de polietileno (lado direito). (D) Foto do
fluorimetro e do computador, responsdvel por executar uma série de funcgdes

automatizadas.
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Medidas de fluorescéncia sob pressao

As medidas de espectros de fluorescéncia foram registradas em um
espectrofluorimetro “Edimburg FL 9007, equipado com uma lampada fonte de xenonio.
O sistema de pressdo automatizado se encontra detalhado por Santos et al. (2004). Nas
medidas com a BSA foi utilizado o comprimento de onda de excitacdo de 280 nm, com
monitorizagdo da emissdo entre 300 e 450 nm. Previamente também foram realizadas
algumas medi¢des com excitacdo com comprimento de onda fixado entre 285 e 305 nm,
com intuito de identificar, como mencionado, possiveis interferéncias de emissdo das
tirosinas, residuos também presentes na molécula. Para a SNase foi utilizado um sistema
muito similar ao utilizado para a BSA. O feixe de luz de excitagdo, igualmente
proveniente de lampada de xenonio, teve comprimento de onda fixado em 280 nm, dentro
do mencionado intervalo do comprimento -caracteristico de excitagio do Trp.
Diferentemente, o feixe de luz € tranportado até a cdmara contendo a amostra através de
fibra Optica. O intervalo de leitura do espectro de emissdo foi selecionado em 320 e 450
nm. Essa camara permite medidas espectroscOpicas das amostras a pressoes de até 300
MPa, limite um pouco superior ao da camara utilizada para a BSA.

E possivel representar as curvas de desnaturacdo a partir de plots da drea sob a
curva ou a partir do centro de massa do espectro para cada pressdo e concentracdo de
agente desnaturante. A drea sob a curva pode apresentar problemas, pois 0s erros
eventualmente atribuidos se tornam dependentes das varidveis pressdo e concentragdo e,
além disso, o pico maximo de emissdo de fluorescéncia pode ser de dificil defini¢dao pelo
ajuste gaussiano, o que conduz a desvios significativos. A fim de se obterem resultados
mais coerentes, foi adotado o centro de massa de cada espectro de emissdo para o
tratamento dos dados diretamente obtidos. As alteragdes nos espectros de fluorescéncia
resultantes da exposi¢do dos residuos de triptofano foram quantificados pelo centro de

massa espectral (vp),

2)
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Onde F; ¢ a fluorescéncia emitida no nimero de ondas e v; 0 somatorio realizado durante
um intervalo de valores aprecidveis de F. O grau de desnaturagdo a pressdo p (&) estd

relacionado com v pela expressao

Q(<vp>—<Vges>)| 1
(KV>—<Vdes™>)

a, = [1 + (3)

onde QO vem a ser a relacdo entre os rendimentos quanticos dos diferentes estados
conformacionais, < v, > o centro de massa a pressao p, € < vy > € < Vg,s > 08 centros de
massa correspondentes as formas nativa e desnaturada, respectivamente. O software
"Mathematica" foi usado para que fosse obtido o ajuste das curvas de desnaturacdo. Para
as medidas de espalhamento de luz foram utilizados valores de comprimento de onda de

excitacdo de 340 nm e monitorizagdo de emissao no intervalo de 349 a 354 nm.

TEORIA TERMODINAMICA

Perfis de desnaturacdo foram analisados com base no equilibrio de ligantes para a
interacdo da molécula de proteina com a ureia a partir do modelo de dois estados para a
transicdo da forma nativa para a desnaturada. A conformacdo nativa da proteina sofre
mudancas com acréscimos de concentragdo dos denominados agentes caotropicos, tais
como a ureia e o0 GuHCI, e a estimativa dos valores de AG[OU] quando trabalhados em um
grande intervalo de concentracdo de solvente vem a ser bastante informativo do ponto
vista do estudo da estabilidade (Schellman, 1987 e 2003). A andlise do efeito da ureia
sobre a BSA foi realizada a partir de uma abordagem semelhante a descrita anteriormente
para o efeito deste agente e prétons sobre agregados de proteina (Bispo et al., 2007;
Santos et al., 2004 e 2008). Assim, a constante de desnaturacido aparente obtida a cada
concentracdo de ureia, Kjy), € relacionada com a constante de desnatura¢do K na forma

Kiy) = K[U]” como em Santos et al., (2004). A correspondente energia livre de

desnaturacdo aparente em base molar, AG[OU], ¢ dada por:
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AGR, = —RTInK — RT In[U]” =AGY, — vRT In[U] )

onde U, indica uma concentracdo de ureia de 1 M e v corresponde a uma determinada
estequiometria aparente de ureia. Nota-se que a constante de equilibrio em 1 M de ureia,

Ky,, vem a ser igual a K*1°, e portanto —RT InK;, = — RT InK = AG{}l.

A partir do grafico da variacdo dos valores de AG[OU] com relagdo a In[U] € obtida

uma reta com inclinacdo (coeficiente angular) numericamente correspondente a —uRT. O
calculo da constante de equilibrio a pressdo p a uma dada concentracio de ureia [U], ou

seja, K|y} p» € baseado na relagdo (Santos et al., 2004)
Kiyp = Kjyjexp (—pAV /RT) (5)

onde AV € a variacdo do volume de desnaturacdo e o indice [U], p na expressdo representa
a concentragdo de ureia das espécies a sua pressdo correspondente. O cdlculo da

constante de equilibrio, K[yj,, pode ser feito com base no respectivo grau de

desnaturagdo, @[y, COMO

Kiyyp = -2 ©)

A respectiva energia livre de desnaturagdo a pressao p €
AG[U],p = AG[U] + pAV (7)

tal que, estudando a variagdo de AG[y), com relagio a pressdo p, através das curvas
obtidas a partir da (Eq.7), € obtido como inclina¢do da reta o AV, e o pardmetro AG[OU]

como a energia livre de desnaturacdo a pressdo atmosférica. Uma acentuada alteracdo na

inclinagdo nas retas obtidas de AG[OU] versus In[U], como resposta as diferentes



31

concentragdes de ureia, € interpretada como um indicador de distintas sensibilidades da
proteina a acdo do solvente ureia. Consequentemente, a desnaturacdo global, ou total,
vem a refletir uma totalidade de respostas de uma populagdo especifica de moléculas de
BSA, igualmente, com suas diferentes sensibilidades. Tal somatdrio das diferentes

sensibilidades fornece a constante de equilibrio geral K;[U]", onde K; [y = K;[U]", € o

indice i representa cada populacao BSA.

Com base nesta concepg¢ao, os dados experimentais passam a corresponder a soma
das distintas populacdes envolvidas no processo e um grau de desnaturacdio " §é

interpretado como um parametro particionado da seguinte forma

onde o coeficiente f; representa a fracdo de espécies presentes. Assim, a correspondente
energia livre de desnaturagdo resultante em funcdo das constantes de equilibrio passa a

Ser expressa como

n KUY £y

=14k;[UTY
n KU1V £
PR S—
1+Ki[U]U

AGYy, = —RTln[ “5*] = —RTIn ©)

1—(ZU

Esta abordagem alternativa do estudo do processo da desnaturagdo de proteinas na
presenca de agentes desnaturantes se baseia no ocorréncia de uma populagdo heterogénea
de proteinas. Como serd visto, a ideia em que se baseia tal abordagem fornece, mais

coerentemente, elevados valores de estequiometria do ligante, v.
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Efeito da ureia e da pressao sobre a BSA

Foram investigadas as altera¢des do espectro de emissao de fluorescéncia da BSA
em diferentes concentracdes de ureia e em diferentes pressdes buscando correlacionar
com as respectivas alteracdes conformacionais. Comparado com o espectro de emissao de
fluorescéncia obtido na auséncia de ureia, uma alta concentragdo de agente desnaturante
produziu um desvio significativo para o vermelho, que se intensificou com o aumento da

pressdo hidrostética.
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Figura 3 — Espectros de fluorescéncia da BSA, apds normalizacdo, em diversas
concentracoes de ureia e em diferentes pressdes (valores de pressdo indicados no
grafico). Excitacdo em 280 nm e emissdo entre 300-450 nm. Valores expressos em
numero de ondas. A concentra¢do de BSA foi de 0,5 mg/mL em 100 mM de tampao Tris-

HCI, pH 7,4 e a temperatura, estabilizada em incubacao inicial, de 22 °C.
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O espectro de fluorescéncia registrado apds o retorno a pressdo atmosférica é
muito similar ao obtido antes do aumento de pressao (Fig. 3), indicando a reversibilidade
do fendmeno de transicdo estudado nas condi¢des experimentais.

Os centros de massa dos espectros de emissao de fluorescéncia da BSA,
medidos em nimero de ondas e calculados de acordo com a Eq. 2, forneceram valores
que reveleram o grau de exposi¢ao dos aminodcidos aromdticos da proteina, os residuos
de triptofano. Esse parametro reflete o grau de desnaturacdo. Segundo descrito na
literatura, o pico maximo de intensidade na emissdo de fluorescéncia do Trp quando
localizado conformacionalmente no interior do nicleo hidrofébico é em torno de 340 nm
(ou 29800 cm™), e quando ele estd completamente exposto 2 a¢do do solvente, é de em
torno de 350 nm (ou 28400 cm’l) (Lakowicz, 1999). No entanto, tais dados sao
referenciais mais efetivos em casos de idealidade. Numa anélise mais rigorosa, devemos
ter em mente que o maximo desvio resultante durante o processo de desnaturacdo pode
sofrer alguma influéncia espectral de grupos proximais locais, como por exemplo no caso
da presenca de demais aminodcidos vizinhos ao Trp, podendo proporcionar uma pequena

alteracdo do desvio para o vermelho dos espectros obtidos (Kita et al., 1994).

O efeito da pressdo sobre o centro de massa espectral em concentragdes de ureia
até 8,0 M € mostrado na Fig. 4, a seguir. A pressdo produziu um desvio para o vermelho
nos espectros de fluorescéncia em todas as concentragdes de ureia, indicando aumento da
desnaturacdo na presenca deste agente. Os valores de centro de massa obtidos no retorno
a pressao atmosférica foram idénticos aqueles obtidos antes da aplicacdo de pressdo para
todas as concentragdes de ureia (dados ndo mostrados), indicando que o processo de
desnaturacdo induzido por pressdo se mostrou reversivel, acentuando a validade dos
parametros termodindmicos trabalhados. Claramente se observa que o processo de
desnaturacdo foi favorecido pelo aumento de pressdao em presenca de concentragdes de

ureia entre 3,5 e 8,0 mol/L.
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Figura 4 - Efeito da pressdo e ureia sobre o centro de massa do espectro de

emissao de fluorescéncia da BSA. A cada pressdo foram obtidos os dados apds intervalo

de incubag@o de 10 minutos. Os experimentos foram realizados em ftriplicatas e os

resultados da andlise do desvio-padrdo foram menores do que os simbolos denotados. O

efeito da ureia sobre o centro de massa em diferentes pressdes com base nesses dados é

mostrado na insercdo (detalhe superior). Todas as outras condi¢des experimentais como

na Fig. 1.

O efeito de pressdo na BSA em diferentes concentracdes é mostrado na mesma Fig. 4, no

detalhe superior inserido. O respectivo grau de desnaturacdo, calculado através da Eq. 3,

¢ apresentado na Fig. 5.
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Figura 5 - Grau de desnaturagdo a em funcdo da pressdo e da concentragdo de

ureia. Valores correspondentes a Eq. 3. Mesmas condi¢des experimentais anteriores.

E interessante notar que nas curvas obtidas na Fig. 4 (e no seu detalhe superior, em
cada concentracdo de ureia) os centros de massa ndo se apresentam alinhados em mesma
linha referencial de base, ou platd, nas pressoes inicial, atmosférica, e final, de 250 MPa.
Tal observacao destaca a diversidade conformacional da BSA, provével reflexo de sua
heterogeneidade populacional, o que serd melhor abordado adiante. Esse fendmeno pode
ser resultante do acesso, possivel através de métodos que se utilizam da perturbagdo por
alta pressdo, as caracteristicas volumétricas do estado desnaturado. A esse respeito, se

sugere a ocorréncia de etapas de desestabilizacdo por pressdo precedentes a etapas

desestabilizadoras resultantes da a¢do da ureia, como igualmente verificado em proteinas
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globurares tais como a Ankirina (Rouget et al., 2010), onde perfis espectroscépicos de

desnatura¢do muito semelhantes sdo verificados e aprofundadamente discutidos.
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Figura 6 — Curvas correspondentes a InK por pressio, nas diferentes
concentragdes de ureia, como calculado a partir de Eq. 5. Condi¢Oes experimentais como

na Fig. 1.

A pressdo facilitou a desnaturagdo da BSA por ureia (AGy),) em todas as
concentracdes verificadas (Figs. 4 e 5). As curvas do logaritmo natural de K em funcao
da pressdo nas diferentes concentragdes de ureia resultaram numa dependéncia linear em

todos os casos (Fig. 6, acima).
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Figura 7 - Efeito da concentragdo da ureia sobre a energia livre de Gibbs de
desnaturacdo da BSA em diferentes pressdes, com base nos dados da Fig. 4 (insercdo) e

Eq. 4.

A alta pressdo induziu a transicao de um perfil bifédsico de transicao para um perfil
monofasico (AG[U],,, versus In[U]; Fig. 7). Os acréscimos de pressdo parecem ndo alterar o
ponto onde ocorre a mudanga do perfil de variagdo do AG[y), em resposta as variagoes
de concentragdo de ureia. Este ponto se mostrou como em torno de In[U] = 1,75, ou

seja, [U] = 4,5 M. O que pode ser postulado € a hipotese de ocorréncia de uma mudanga
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de fase em torno desta concentragdo de solvente, em pressdes até 150 MPa, resultado
justamente das diferencas de acessibilidade do solvente na transicdo conformacional da
proteina, nas diferentes combinacdes do par pressio e concentragdo do agente

desnaturante.

Novas abordagens visando a compreensdo das interagcdes proteina-desnaturante e
dos mecanismos da desnaturacdo tém sido propostas por muitos autores (Schellman,
1978, 1987 e 2003; Baskakov et al., 1999; Barrick et al., 2006). Em geral, a desnatura¢ao
de proteinas € tida como resultante do rompimento de um refinado balanco de forcas
existente nas interacOes proteina-proteina e proteina-solvente. Neste processo de
transi¢do entre os estados nativo e desnaturado ocorrem contribuigdes significativas das
ligacdes de hidrogénio da cadeia peptidica, dos residuos laterais e das regides que passam
a ficar expostas na proteina. O modelo tedrico apresentado nesta tese se baseia no
equilibrio de dois estados e permitiu a quantificacio de proteinas nativas e desnaturadas.
O modelo de equilibrio € bastante dependente da distribui¢do de energias locais, do nivel
de cooperatividade envolvido no processo e até mesmo da topologia da molécula protéica
(Barrick et al., 2008 e 2009). A desnaturacdo induzida por agentes como a ureia € a
GuHCI pode geralmente ser considerada como um processo que envolve equilibrio de
dois estados, resultado de uma brusca transi¢ido da proteina de seu estado nativo para seu
estado desnaturado (Pace, 1998; Latypov et al., 2007), assim como descrito para a HSA
(Farruggia & Pico, 1999). A acumulacido de conformagdes intermedidrias neste tipo de
transicdo também se relaciona com a natureza do solvente escolhido para o estudo do
processo de desnaturacdo e com as condi¢des de pH (Carra et al., 1994). No caso da
BSA, extremos acidos e alcalinos de pH influenciam sensivelmente a capacidade da ureia
em desnaturar a proteina e formar estruturas intermédidrias (Sen et al., 2008). Como
mostrado no detalhe da Fig. 4 (inser¢do superior), em pressdes maiores que 50 MPa o
perfil de desnaturacdo se tornou mais abrupto, refletindo que uma transicao caracteristica
de dois estados se tornou ainda mais acentuada com o aumento da pressdo. Na andlise
aqui apresentada, se optou por utilizar a curva de desnaturagdo da BSA a pressdo

atmosférica ajustando o modelo proposto, razdo pela qual seria mais pratico e exequivel
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simular o comportamento bifdsico resultante e que se relaciona com os aspectos que
serdo discutidos e que se envolvem com a heterogeneidade.

A presenca de intermedidrios no processo foi sugerida por Khan et al. (1987) e
estudos anteriores sobre a desnaturacdo da HSA, molécula com alto grau de homologia
com a BSA, em processo induzido por ureia a pressdao atmosférica e em pH neutro,
revelaram um perfil de desnaturacio semelhante ao observado nestsa condicdes

experimentais adotadas (Tanaka et al., 1997).

A desnaturacio da BSA induzida sob pressio e em concentragdes
subdesnaturantes de ureia consistentemente produziu uma mudanga significativa de
volume e permitiu a obtencdo da energia livre de desnaturagdo a pressdo atmosférica
(Fig. 8). Os valores para as menores concentracdes de ureia variou entre -20 e -30 ml/mol
de BSA, enquanto que para as concentragdes de ureia maiores que 6 M foi de -36 ml/mol
de BSA. Os efeitos da pressdo sdo procedentes da diferenca entre os volumes especificos
do sistema constituido pela proteina (BSA) e solventes (dgua e agente desnaturante) na
sua transicdo para a forma desnaturada. A maior parte das proteinas até hoje estudadas
tipicamente apresentam um maior volume especifico no estado nativo do que no estado
desnaturado, devido sobretudo a presenca de cavidades, ou espagos vazios, no interior da
conformacgdo nativa. Pressdo e volume sdo grandezas termodindmicas conjugadas e, pelo
principio de Le Chatelier, a aplicacdo da pressdo conduz o sistema inicial ao menor
volume final de desnaturacdo (Royer, 2002; Sen, et al., 2007). Como mostrado, a

variacao do volume de desnaturacdo foi maior nas concentracdes mais elevadas de ureia.
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Figura 8 — Efeito da ureia sobre a variagdo do volume de desnaturagdo, com base
nos dados da Figura 4 e Eq. 7. Erro calculado em torno 6%. Condi¢Oes experimentais

como nas figuras anteriores.
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O comportamento cinético da BSA foi estudado a partir de perfis de relaxacdo em
multiplas situagdes de incubagdo obtidas para uma concentracdo fixa de 4,5 M de ureia.
A Fig. 9 mostra a dependéncia do desvio para o vermelho do centro de massa espectral
quando a BSA ¢é pressurizada abruptamente da pressao atmosférica até a pressao de 250
MPa. Se observa que apds 20 minutos, a relaxacdo do centro de massa atingiu cerca de
85% do maximo desvio possivel no perfil de decaimento apresentado. Posteriormente, a
comparacdo obtida para diferentes tempos de incubacdo apds sucessivos acréscimos de
pressao indicou que os resultados para tempos maiores que 10 minutos foram idénticos
(Fig. 10), sugerindo que o processo de desnaturacdo atingiu seu equilibrio cinético. Na
Fig. 11 s3o mostrados os ciclos completos de compressdo e descompressdo sobre a
proteina BSA nas mesmas condi¢des anteriores, ou seja, na presenca de ureia em
concentracdo de 4,5 M. Observa-se que o retorno a pressdo atmosférica resulta em
recuperagdo quase que total da fluorescéncia original, com roteiros semelhantes adotados
pelos ciclos de ida e volta, refletindo novamente o aspecto de reversibilidade do processo

estudado.
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Figura 10 — Influéncia do tempo de incubacdo sobre a desnaturacao induzida por
pressdo da BSA em concentracdo de ureia igual a 4,5 M. Os pontos nao preenchidos

representam o retorno a pressao atmosférica apds a incubacao.
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Dependéncia linear do AGde desnaturacio com [U]

A dependéncia linear da energia livre de desnaturacdo em resposta a variacao de
concentracdo do solvente fornece o parametro m, uma constante determinada
empiricamente e que tem tido aplicac@o a inimeros sistemas proteina-solvente (Greene &
Pace, 1974). Esse parametro representa a diferenca na variacdo da energia livre
transferida da dgua para uma solu¢do padrdo de 1 M de ureia num modelo onde sdo
estudados diversos aspectos relacionados com a dimensao e a topologia da proteina. Tal
modelo permite, por exemplo, analisar as mudangas que ocorrem na superficie exposta ao
solvente na transicdo do processo de desnaturacdo (Auton & Bolen, 2005). Os parametros
m foram determinados para a BSA. A partir de espectros de desnaturagdo descritos na
literatura para outras proteinas monomeéricas, foram igualmente calculados os tais
parimetros com base nos denominados “plots de Tanford”, ou seja, nas respectivas
curvas de AGpy),versus [U] destes mondmeros (mostrados no Anexo I). Os valores foram
comparados com os valores de m obtidos originalmente nos respectivos trabalhos (dados
ndo apresentados) e se mostraram em concordancia. Cabe ressaltar que os valores de m
para BSA foram calculados com base nas curvas experimentais de desnaturagao induzida
por diferentes pressdes e em diferentes concentragdes de ureia, resultados apresentados
na linha 1 da Tab. 1. Esta abordagem traz um aperfeicoamento qualitativo em relac¢io aos
valores obtidos por medi¢do direta da fluorescéncia a pressdo atmosférica, como os
verificados nos trabalhos consultados. O aprimoramento ocorre sobretudo em baixas
concentracdes de ureia, onde vem a ser mais critica a quantificacdo da desnaturacdo e
onde podem ocorrer desvios importantes.

Na referida Tab. 1 se pode observar um conjunto de proteinas monoméricas que
exibe mudancas nos seus valores de parametro m e refletem uma transi¢ao bifésica (m; e
m;). Em geral, estas proteinas apresentam maior sensibilidade a acdo da ureia na fase
final de desnaturagdo. Mudancgas nos valores de m sdo geralmente atribuidos a alteragcdes
na conformacgdo dos estados nativo e desnaturado (Greene & Pace, 1974). Luque et al.
(2002) revelou que a presenca de formas intermedidrias pode resultar em curva com
perfil bifasico envolvendo equilibrio entre proteinas nativas e estruturas ainda ndo

completamente desnaturadas.
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Proteina Forma - Ureia Vou v Ureia m; Ureia m ou m, Ureia Método | pH T
(M) (M) (kJ.mol.M™) (0%)) (kJ.mol.M™) M) °C) Ref.

BSA nativa 1,68 | 3,5-5,6 | 6,67 6,5-8,0 0,92 3,5-5,6 2,35 6,5-8,0 c.m. 74 | 22 Este estudo
HSA isomero N | 4,13 |2,54,5| 7,99 |5,33-7,7 2,96 2,5-4.5 3,11 5,33-7,7 fl. 70 | 20 Ahmad, 2005
FKBP clonada - - 8,46 2,1-6,7 - - 5,12 2,1-6,7 d.c.. 7,2 25 Egan, 2003
RNase T1 nativa 1,66 | 0,65-2 6,89 2.3-5.1 - - 4,73 0,6-5,1 fl. 8,0 30 Pace, 1986
RNase Ba nativa 0,51 | 0-2,5 | 14,92 3-8,0 - - 10,65 3,0-7,0 fl. 70 | 25 Pace, 1986
RNase Ba nativa 1,42 | 0-0,8 7,24 14,0 1,05 14,0 8,14 1,0-2,7 fl. 30 25 Pace, 1992
RNase Sa nativa - - 10,0 | 4,6-8,1 - - 4,03 2,1-3,9 d.c. 70 | 25 Pace, 1998
RNase Sa2 nativa - - 5,98 0,9-3,9 - - 5,66 4,6-8,1 d.c. 70 | 25 Pace, 1998
RNase Sa3 nativa - - 11,6 3,5-7 9,26 3,5-7 4,37 3,5-7 d.c. 70 | 25 Pace, 1998
p-Tripisina nativa - - 9,19 1,6-4,5 - - 8,55 1,6-4,5 c.m. 2,8 25 Brumano, 2004
IL-1Ra nativa - - 14,96 | 3,3-7,1 - - 0,29 3,3-7,1 fl. 7,0 25 Latypov, 2007
p-Lactoglobulina nativa - - 9,05 4,6-8,1 - - 4,32 4,6-8,1 d.c. 20| 25 Dar, 2007
Citocromo ¢ nativa 0,56 | 0-6,0 | 13,22 | 6,4-10,0 0,34 6,4-10 4,06 6,4-10,0 d.c. 70 | 25 Shiu, 2008
Lisozima nativa 1,06 | 1,04,0| 11,79 4,5-8 1,22 4,57 5,12 4,6-7,0 fl. 29 | 25 Shiu, 2008
Transtiretina M-TTR - - 9,89 2,0-5,0 - - 6,79 2,0-4,5 fl. 74 | 24 Babbes, 2008

Tabela 1 - ParGmetros m e v calculados para diferentes proteinas monoméricas. Processo de desnaturacdo com base nos dados
espectroscopicos, onde c. m. = centro de massa do espectro de emissio, fl. = fluorescéncia a um determinado comprimento de onda

fixado e d. ¢. = dicroismo circular.
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Assim, os diferentes valores de m obtidos para BSA, na abordagem mais precisa que é
aqui proposta, podem refletir a interacdo de ureia com diferentes dominios da proteina.
Tanaka et al. (1997) relataram que o dominio III da HSA se mostrou particularmente
sensivel a desnaturacdo induzida por ureia. Ahmad et al. (2004) também observaram essa
maior susceptibilidade deste dominio em uma concentracio de ureia < 4,8 M, enquanto
que os dominios I e II se mostraram sensiveis as concentracdes de ureia acima de 5 M.
Deste modo, € interessante notar que o valor de m; aqui obtido e relatado sugere
correspondéncia com as mudancas no dominio III da BSA, e o valor do mj,, por sua vez,

uma associa¢do com as alteragdes nos dominios I e II.

Dependéncia linear do AG° de desnaturacio com In[U]

Conforme mencionado na Introdugdio, o AG® de desnaturacio pode apresentar
uma dependéncia logaritmica com a concentracdo de desnaturante e €, neste momento,
retomada a discussdo a partir dos perfis obtidos na Fig. 7. Um aspecto a ser inicialmente
discutido € o fato de que uma anélise mais rigorosa desta relacdo pode revelar que uma
determinada resposta aparentemente linear seja apenas uma parte fragmentada de uma
resposta na realidade ndo linear. Isto pode ocorrer se examinarmos um intervalo mais

amplo de concentragdes, como analogamente ¢é mostrado na Fig. 12.
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Figura 12 — Uma funcdo hipotética mostrando a dependéncia logaritmica a partir de um

longo intervalo de variacdo (a) e um curto intervalo (b).

A respeito da variacio do AG® de desnaturacio com a concentracio de desnaturante,
Schellman (1987) foi bastante afirmativo em dizer que o pardmetro m resultante desta
abordagem empirica pode sofrer alteragdes com a variagdo da concentracdo de desnaturante, o

que pode ser interpretado com uma dependéncia ndo-linear. Além disso, as curvas de
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desnaturacdo de algumas proteinas globulares, em determinados pHs, quando induzidas, por
exemplo, por temperaturas maiores € GuHCL como efetores desnaturantes agindo
conjuntamente, podem apresentar um padrdo acentuadamente ndo linear (Schellman, 1987;
Ferreon & Bolen, 2004; Kokubo et al., 2007).

A Tab. 2 a seguir traz os valores de v para a proteina BSA, os coeficientes calculados a

partir das curvas de variagdo de AGy), versus In[U] e da Eq. 4. Na abordagem proposta, o v

o

d(AG[U])

corresponde a taxa de variacio ————
P Xa €6 VaTlagao G nlu

e ¢é interpretado como uma uma quantidade aparente de

ureia que interage com a proteina BSA, a denominada estequiometria aparente. Sdo mostrados
valores de v em diferentes condi¢des de pressao e em dois intervalos de concentragdo de ureia,

“1” e “2”, entre 3,5 a 8,0 M.

Pressao (MPa)
Intervalo | Parametro

0 50 100 150 200 250
1 A(86w) | 400|549 | -8.52 | -9.14
d(In[U])
11042 | -10,44
, d(AGyy) | - - - -
dn[UD | 1638 13,04 11,00 10,47
1 v 167 | 224 | 3.66 | 391
425 | 426
2 Vs 6.68 | 532 | 4.89 | 427

o

d(AG[U])

Tabela 2 — Taxa de variacdo aanluh

correspondente a inclinagdo das diferentes retas

obtidas na Fig. 7, associados aos valores de estequiometria aparente de ureia (v), em mol de

ureia/mol do BSA, nas fases “1” e “2” de transi¢co e nas respectivas pressoes de 0 a 250 MPa.
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Como apresentado no inicio deste topico, em condi¢des de pressdes mais elevadas, o
perfil de desnaturagdo refletiu uma transicdo mais acentuada entre os estados nativo e
desnaturado. O que se verifica € uma a tendéncia de convergéncia para valores unicos de
coeficiente estequiométrico aparente da ureia na transi¢ao em pressdes acima de 50 MPa.

Sobre a Tab. 1 apresentada, ainda acrescentam-se algumas observagdes. Nela, se tem um
resumo dos valores de v para a variedade de proteinas monoméricas estudadas, incluindo a BSA,
igualmente representando os coeficientes calculados a partir das curvas do AGpy;, versus In[U] e
Eq. 4. No Anexo I é representado o trabalho de obtencdo de alguns dos resultados de parametro
m e v a partir dos dados espectroscopicos. O carater bifasico para BSA a pressdo atmosférica se
mostrou em concordancia com os diferentes valores do parametro m (Fig. 7 e Tab. 1) e sugeriu a
ocorréncia de maior cooperatividade em concentracdes mais elevadas de ureia. Igualmente, em
razdo de que os dados da desnaturacdo da BSA que originaram os valores de v foram os mesmos
utilizados para calcular os valores de m, o nivel de precisdo da estequiometria obtida pode ser, do
mesmo modo, considerado substancialmente aprimorado com relagdo ao das outras proteinas. O
comportamento bifdsico do v também foi observado para demais mondmeros. De modo geral, os
valores v; variaram entre 1 e 4 mol de ureia/mol de proteina enquanto os valores de v, variaram
entre 4 e 13 mol de ureia/mol de proteina. Aquelas proteinas que apresentaram apenas um valor

de v tiveram estes valores obtidos entre 5 e 15 mol de ureia/mol de proteina.

A seguir, os valores correspondentes de AAG[OU] de desnaturacdo calculados a partir da Eq.

4 (Tab. 3) sao apresentados e se mostraram semelhantes aos relatados originalmente na literatura.
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AAGH), AAG(y,
Proteina Calculado Literatura*
(kJ/mol de Proteina) (kJ/mol de Proteina)
BSA 75 7.6
(presente estudo)

HSA 10,4 11,6
FKBP 23,6 242
RNase T, 20,7 20,9
RNase Ba (pH7) 36,2 36,5
RNase Ba (pH3) 22,0 20,5
RNase Sa 22,9 24,2
RNase Sa, 15,1 13,8
RNase Sa; 21,7 22,1
B-Tripsina 23,2 21,7
IL-1Ra 27,1 28,5
B-Lactoglobulina 16,4 18,3
Citocromo c 26,1 28,7
Lisozima 22,2 24,3
Transtiretina 15,9 16,0

Tabela 3 - Valores totais de AAG [OU] de desnaturagdo determinados pela metodologia para
os diferentes mondmeros a partir de seus dados espectroscOpicos e os valores de AAG[OU]

originalmente  descritos na literatura. * Referéncias apresentadas na Tab. 1.
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Outro ponto que merece andlise vem a ser a correlacdo existente entre o
coeficiente estequiométrico aparente e os valores de pardmetro m calculados (Tab.1 e Fig
13). A excegdo ocorre para a RNase Ba (pH 3) e RNase Sa2, cujos valores de m se
apresentam muito elevados. A causa identificada de tal comportamento € a prépria
relacdo estabelecida entre m e v representada pela variacdo de ([U]) em funcdo de
(In[U]). E esperado que em medicdes em baixas concentracdes de ureia, mais
precisamente em valores menores que 1 M, o processo de desnaturacdo devido aos
acrécimos de concentracdo de ureia forneca cada vez mais maiores valores de m. Os

potenciais erros decorentes de se trabalhar uma informacdo do perfil de desnaturacdo

neste intervalo de concentracio de ureia podem ser grandes.

T T T T T T T T T T T T
12 |- 0 -
i - Ribonuclease Ba pH=3.0 ]
= Ureia (1.0—4.0M)
- 10 | . -
E B -
- 8f = =
=
E 5L = i
o (Il
@ ~ Ribonuclease Sa, ] = 1
e
«3 4} Ureia(0.9-3.9M) " = . ) 4
5 - Todas as demais proteinas
o : | da Tab. 2 1
> L [ |
[ 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 ]
6 8 10 12 14 16

v (mol de Ureia)

Figura 13 - Correlacdo entre o coeficiente estequiométrico aparente v e os valores

de parametro m calculados (Tab. 1).
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Abordagens sobre a estequiometria aparente com base na relacdo
AGpy)p versus In[U] ndo sdo amplamente utilizadas, como mencionado, devido aos
baixos valores sistematicamente obtidos a partir da inclinagdo da reta resultante. Uma
explicacdo para tal constata¢do inclui uma forte interagao proteina-ureia que se esperaria
de apenas algumas poucas moléculas (alguns mols de desnaturante) consideradas como
sendo responsdveis pelo processo de desnaturacdo (Greene & Pace, 1974), tal como
referido na Introdu¢@o. Em contraste aos valores geralmente baixos calculados para v ,
veremos que podemos obter valores maiores que 100 no processo de transicdo se
considerarmos a presenca da heterogeneidade, caracteristica implicita ao estado
desnaturado das proteinas. O perfil bifdsico para BSA e vdrias outras proteinas (Tab. 1)

também sera discutido adiante.

Populacoes heterogéneas

Do ponto de vista da formacdo de espécies intermedidrias, sua propria existéncia,
em principio, ndo romperia com a caracteristica de linearidade da curva de
AGypversus In[U]. A despeito dos aspectos de ndo idealidade envolvidos num conjunto
de interagdes entre ligantes tais como as existentes entre as moléculas de soro albumina
(A) e a ureia (U), um suposto equilibrio com duas estequiometrias aparentes numa
sequéncia de reacdes, com constantes de equilibrio K; e K, como no esboco das Egs.
(10) e (11), corresponderia, mesmo assim, a apenas uma reagdo com estequiometria

aparente resultante do produto K;.K>
(1) 5o
A +u U o AU, (10)

K
ADY, +v,U & ADY, (11)
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Assim, se partiu para explicagdes alternativas que pudessem descrever a curva bifasica
obtida. Com uma combinacdo contendo 84,4% de espécies com InK =-13,22 e 15,6% das
espécies com InK = 0,57 (Fig. 14, destaque superior) foi possivel obter o ajuste da curva
experimental (Fig. 14) com valores de 1,65 e 6,67, respectivamente para V| € V,
considerando, deste modo, a possibilidade da ocorréncia de uma heterogeneidade
populacional em relagdo a energia livre de desnaturacdo. Com respeito as estequiometrias
aparentes, foram entdo feitas algumas consideragdes, tais como a de uma populacio
heterogénea com um valor de coeficiente estequiométrico muito maior. Para isso, a
abordagem conceitual procurou balisamento na teoria vigente. Ela postula que no estado
desnaturado as proteinas tendem a ter maior drea de superficie exposta ao solvente e
consequentemente um maior nimero de sitios de ligacdo (Greene & Pace, 1974). Nesta
configuracdo, estudos anteriores ainda revelaram vérios aspectos da interacdo proteina-
ureia, como por exemplo, o efeito solubilizador da ureia em interacdo com os grupos
apolares da cadeia peptidica, a formacao de fracas ligacdes de hidrogé€nio, e ainda o
interfaceamento da molécula de dgua com as regides confinadas do nicleo hifrofébico

das proteinas (Stumpe et al., 2007). Interpretando que o AG[OU] de desnaturacdo para a

transicdo de denaturacdo de 3,5 a 8 M de ureia se situe em torno 7,0 kJ/mol de proteina, o
que vem a ser um padrao de estabilidade da forma nativa comparavel ao da BSA neste
estudo, e ainda que a partir de curvas de desnaturacdo por solvente se pode estimar uma
energia média de interacdo entre as moléculas de proteina e ureia em torno de 50 J/mol de
ureia, um nudmero total de moléculas de ureia (tedrico, simbolizado aqui por v*) a ser
considerado para as simulagdes convergiria a um valor de 140 mol/mol de proteina.

Partindo deste nimero, foi entdo examinada a distribuicdo de AG[OU] e [nK para 14

espécies (Fig. 14, destaque inferior, e Tab. 4).

A curva resultante foi ajustada a curva experimental subestimando,
consistentemente com o esperado, os valores experimentais para a estequiometria
aparente (Fig. 14). Para quatro das espécies nao foi considerada nenhuma contribui¢io

(ocorréncia fraciondria igual a 0%) e um numero total efetivo resultante vem a ser o de 10
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populacgdes distintas. Com base na curva original (Fig. 7, Patm), também foi investigado

o numero minimo de populagdes diferentes de BSA em valores crescentes de v.

6 I T I T I 1 I T I T
- Pontos experimentais W 1.0 O1 1
5 | A v=1.65 i
U 0.8 ||
I S A\ é A 8 1
4 b O py g 0.6 i
0 3
[ AR A g 04 1
—~ 3r 0 g -
< n o2 || V7667
2 34 il
2 In K O 0.0 -
8 9) A -10 0
= -850 300 250 200 150 oA K -
_g) Tri E A 0.200 O & 7]
= [ A F Pt d 547 OO |
253 Ot 1 0.150 g 7]
B (%2} -
4 i 10125 & GA
Tt G 10100 § O 1
I & J
) T o 0.075 g
“Ir MM 40050 & O N
[T i 10.025 ) Az |
C D K
—3 - 1 1 1 I 1 0-000 -
| 1 | 1 | L | ! | !
1.2 14 1.6 1.8 2.0 2.2

In [U]

Figura 14 - Comparacdo dos pontos experimentais (quadrados preenchidos) com as
curvas tedricas para a desnaturagdo da BSA a partir de duas populacdes com diferentes
coeficientes estequiométricos aparentes de ureia: 1,65 (para populagdo com a ocorréncia de
15,6%) e 6,67 (para populacdo com a ocorréncia de 84,4%), mol de ureia/mol de BSA
(circulos abertos), e por dez populagdes, com um coeficiente estequiométrico aparente de
ureia: 140 mol de ureia / mol de BSA (tridngulos abertos). As respectivas distribui¢des de
espécies para cada populacdo, de acordo com as constantes de desnaturagcdo, sdo mostrados

nos detalhes das figuras de inser¢do superiores e inferiores, respectivamente.
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Os dados experimentais para a energia livre de desnaturagdo a pressao
atmosférica como funcdo de /n/U], mostrados na Fig. 14 sdo os determinados a partir das

curvas [nK versus pressdo P da Fig. 6.

Espécie InK Ocorréncia Espécie InK Ocorréncia

relativa relativa

A -343,80 0,1709 H -240,55 0,06064

B -329,05 0,12864 I -225,80 0

C -314,30 0 J -211,05 0,05727

D -299,55 0 K -196,30 0

E -284,80 0,19357 L -181,55 0,03155

F -270,05 0,166 M -166,80 0,04594

G -255,30 0,08974 N -152,05 0,05574

Tabela 4 — Distribuicdo das 10 diferentes espécies da proteina para a energia livre
de desnaturacdo mostrada na Fig. 14. Aqui, InK =-343,80 + 14,75 n, onde n variade O a

13, correspondendo as espécies de A a N.

Os coeficientes angulares das curvas obtidas (determinados usando a Eq. 4)
produziram os valores aparentes relacionados a desnaturacdo de ureia: 1,68 e 6,67 mol de
ureia/mol de BSA, para cada parte da curva. E interessante observar que processos
independentes que envolvem uma combinacdo de reacdes e equagdes podem também
produzir curvas semelhantes as obtidas experimentalmente. A combinacdo de processos
individuais numa reagdo global geraria uma constante de desnaturacdo igualmente global,
e essa constante refletiria a soma de uma série de valores individuais fornecendo um

unico valor de coeficiente estequiométrico aparente V.

Como mostrado na figura a seguir (Fig. 15), houve convergéncia para o nimero

de espécies de BSA, refletindo valores mais elevados de estequiometria aparente de ureia.
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Para valores de v* em torno de 100 mols de ureia por mol de BSA, ha indicacdo de que

uma populacio de em torno de 14 diferentes espécies se justificaria.

14 - [ | [ | —
(14,110) (14,140) 4

12 | .
(12,70)

—_
o
|

. -
(10,50)

[o¢]
!
|
L

(8,30)

Populagdes de Proteina
» )]
1 1
B
38
1 1

0 25 50 75 100 125 150

Figura 15 — Populagdes de proteina em relacdo as estequiometrias de ureia dos
cédlculos a partir das simulacdes tedricas realizadas em diferentes curvas para a

desnaturacdo da BSA.

Geralmente, ndo € esperada uma significativa heterogeneidade para proteinas
nativas. No entanto, isso ndo € verdade para a conformacio desnaturada. Isso é devido,
sobretudo, a sua maior flexibilidade, com a presenca ndo uniforme de residuos de prolina
cis e trans na cadeia do polipeptideo, o que faz com que o estado desnaturado ndo venha a
ser tdo bem definido (Creighton, 1988). Tal situacdo poderia explicar uma possivel
heterogeneidade com relacdo aos dados observados para a desnaturagdo da BSA, pois a
molécula possui 28 residuos de prolina na sua estrutura primdria. A discussio € entdo

aprofundada a seguir.



59

Estados nativo e desnaturado

A conformagdo nativa enovelada pode ser classificada como possuindo uma
configuracdo Uunica, resolvida em detalhes através de sua estrutura cristalizada. Tal
conformagdo possui um certo grau de flexibilidade, podendo em geral ser entendida
como um macro estado obtido de um nidmero finito de micro estados. Por outro lado, o
estado desnaturado de uma proteina apresenta como importante propriedade sua enorme
heterogeneidade e uma quantidade amplamente maior de micro estados na sua
conformacgdo, comparativamente a proteina no seu estado nativo (Weber & Dickamer,
1983). Idealmente, a proteina completamente desnaturada, como por exemplo na
presenca de altas concentragdes molares de ureia e sob alta pressdo, possui conformacao
denominada “randon coil”, ou seja, aquela na qual a rotacdo sobre cada ligacdo quimica
da cadeia polipeptidica € independente de todas as outras ligagcdes, sendo determinada
apenas pela estereoquimica local da cadeia (Ferreon et al., 2004). Tal fato exigiria que os
contatos fossem estritamente balanceados pelas interagdes entre o polipeptideo adjacente
e o solvente, no caso, a solucdo aquosa de ureia (Pace, 1986; Egan et al., 1993). Acontece
que ha um ndmero grande de conformacdes possiveis que possam estar presentes em
qualquer proteina em seu estado desnaturado e, a esse respeito, a interpretacdo das
observacdes experimentais sobre o processo de desnaturacdo considera a existéncia de
uma populacdo heterogénea. O fendmeno da heterogeneidade na conformacao
desnaturada € fortemente atribuido a mistura de moléculas com isdmeros cis e trans de
cada ligacdo de peptideo que precede um residuo de prolina (Brandts et al., 1975). Na
forma nativa, cada ligacao deste tipo € cis ou trans em essencialmente todas as moléculas,
enquanto que no estado desnaturado, hd um equilibrio entre estes isdmeros que constitui a
populacdo heterogénea, tal que € intuitivo pensar que devam existir diferentes caminhos
pelos quais as proteinas verdadeiramente se enovelam ou se desnaturam. A maior
compreensdo sobre estes caminhos nos traz informagdes sobre como uma concentracao
nativa enovelada pode ser prevista, estimada, manipulada e simulada, contribuindo com
futuras investigagdes na drea de bioquimica de proteinas, com crescente potencial de

convergéncia biotecnoldgica e biomédica.



60
Analise complementar: resultados para a SNase

O total de interagdes de uma proteina com o solvente deve ser entendido como
formado de um grande nimero de pequenas interacdes envolvendo toda sua diversificada
superficie, constituida de grupos polares, apolares, aromaticos e alifaticos (Schellman,
1994). Diante deste mosaico quimico que se constitui a molécula protéica, ganha
importancia o aprofundamento na comparacdo realizada dos dados obtidos
experimentalmente com as informagdes sobre as proteinas monoméricas da literatura. O
valor médio do peso molecular dos mondmeros da Tab. 1 é em torno 14,7 kDa. Do ponto
de vista de suas dimensdes, se analizarmos o peso molecular da BSA, molécula utilizada
como modelo deste estudo, de em torno de 65 kDa, notamos que se trata de uma proteina
com peso molecular consideravelmente superior a este valor médio. Ainda, a distribui¢do

destes valores se situa toda abaixo de 19 kDa. Outro aspecto é com relacdo ao AAG[OU] de

desnaturacdo. A amplitude média destes valores para os mondmeros analisados € de em
torno de 19,9 kJ/mol de proteina, um valor quase 3 vezes maior que o da BSA, que € de
7,5 kJ/mol de proteina. Tais diferencas sugeriram a busca por um conjunto de dados
complementares que permitissem uma comparacdo um pouco mais direta com as
informacdes da Tab. 1 e uma posterior andlise de eventuais pontos de tensdo na
abordagem conceitual proposta. Pensou-se num sistema que viesse a possibiltar,
futuramente, uma modulacdo energética e conformacional e que possuisse uma
determinada plasticidade para correlacdes sobre a aplicacio da abordagem da
heterogeneidade observada para a BSA.

O conjunto de mutantes da proteina monomérica nuclease Staphylococcal
(SNase), de peso molecular de 16 kDa, hd anos vem sendo estudado pelas equipes da
Dra. Cattherine A. Royer e do Dr. Bertrand Garcia-Moreno, havendo, assim, uma
quantidade significativa de informacdo sobre estes sistemas, passiveis de cruzamentos.
Diante disso, em meu periodo de estagio de doutorado no CBS, foi realizado um estudo
termodindmico complementar do processo de desnaturagdo a partir do mutante A+PHS
I92A da SNase em presenca de pressio e GuHCI] como agente desnaturante. A SNase
possui massa molecular, tamanho e niveis de estabilidade mais préximos aos das

proteinas monoméricas obtidas da literatura para estudo comparativo realizado com a
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BSA. Foram conduzidos estudos de desnaturacdo sob pressao de até 300 MPa da proteina
na presenca de GuHCI e obtidos alguns primeiros parametros termodinamicos tais como
o AG, AV, o parametro m e coeficiente estequiométrico aprente v para a proteina. O
agente desnaturante GuHCI apresenta as mesmas caracteristicas caotrépicas da ureia,

apenas com um poder desnaturante em média 2 vezes maior.

O variante 192A fora produzido a partir da versdo hiperestavel da A+PHS da
SNase, compardvel a versao “wild type” desta molécula, com o objetivo de se criar
cavidades no interior da proteina. A SNase A+PHS I92A possui substitui¢cdes do residuo
Ile (I), pertencente originalmente ao seu nucleo hidrofébico na posi¢cdo 92 da sequéncia,
por Ala (A), igualmente apolar mas de menor dimensdo. Igualmente a BSA, a
monitorizagdo da desnaturacdo foi realizada a partir do seu Trp. Sdo apresentados os
perfis de desnaturagdo da SNase, Figs. 16(a) e (b) e 17, onde se observam os efeitos da
pressdo e do GuHCI sobre os espectros de emissdo de fluorescéncia do Trp e sobre o
centro de massa, respectivamente. Os dados sdo representados sem a normalizacdo
trabalhada para a BSA e se nota claramente a diminui¢do da intensidade de fluorescéncia
com os aumentos de pressdo, resultado atribuido principalmente a presenca de um
numero muito grande de grupos supressores presentes proximos ao fluoréforo Trp-105.
Tal consequéncia efetivamente ndo traz impacto ao desvio para o vermelho obtido (Royer
et al., 2006). Verifica-se também que as linhas de base se apresentam melhor definidas,
especialmente nas concentragdes de 1,4 e 1,6 M de GuHCI e no extremo superior de
pressdao 300 MPa. A defini¢do de platds mais estdveis permitiram que estes registros
obtidos pudessem ser em seguida tratados, igualmente a luz do modelo de dois estados,
diretamente pelo programa BioEQS (Royer et al., 1992; Rosales & Royer C.A., 2008),
um algoritmo que aproxima e fornece mais diretamente resultados de parametros

termodinamicos de estabilidade da proteina, tais como m e AG[OD].
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Figura 16 - Evolucdo dos espectros de emissao de fluorescéncia do triptofano na

SNase A+PHS 192A em concentragdes de GuHCI 1,4 M, 1,6 M e 2,2 M e em pressdes até

3000 Bar (300 MPa). Valores expresssos em comprimento de onda (nm). Cada espectro

foi obtido sob excitacdo em 280 nm e a emissao registrada foi entre 320-450 nm. A cada

pressdo, foram obtidos os dados apds incubagdo de 40 minutos. A concentra¢do de SNase

192A foi de 100 pM em 50 mmol/L de tampao Tris-HCI, pH 7,0 e temperatura de 18 °C.
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Figura 17 (a) - Representacdo do efeito da pressdo e GuHCI sobre o centro de
massa do espectro de emissdo de fluorescéncia (em comprimento de onda) da SNase
A+PHS I92A. (b) - Efeito da concentracdo do GuHCI sobre a energia livre de Gibbs de
desnaturacdo da SNase A+PHS I92A. Curvas obtidas a partir dos dados experimentais

com base nos dados da figura 16 e em utilizacdo do programa BioEQS.
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O resultado na curva de AGgypcy)p versus In[GuHCl] fornece valores calculados
para o parametro m de 4,1 kJ/mol''. M e coeficiente v de 8,2 mol de GuHCl/mol de
SNase A+PHS I92A. De um modo geral, o estudo conduziu a resultados de AG de
desnaturacdo de em torno de +31 kJ/mol de proteina e de AV entre -58 e -89 ml/mol de
proteina, valores que demonstram alta estabilidade da estrutura nativa, em comparagao
aos resultados de BSA. Siao mostradas apenas as trés primeiras concentragdes
trabalhadas. Apenas com o prosseguimento da obtencdo destes valores, trabalhando-se
em um maior intervalo de concentracdo da GuHCL, é que se permitiria inferir sobre um
caracter predominantemente bifasico ou monofésico, mas, de forma interessante, ja se
verificam valores bastante compativeis com a magnittude dos resultados obtidos para
BSA e que sdo apresentados na Tab. 1, destacando assim a precisdo trabalhada que
balizou as simulagdes sobre a heterogenidade.

Uma panorama interessante que se estabelece em relacdo a estes resultados
obtidos € a possibilidade de andlise dos dados cristalograficos da molécula de SNase
conjuntamente com simulacdes de dindmica molecular (MD), através do programa
McVol (Till & Ullmann, 2009). Neste contexto, pode ser possivel simular a
heterogeneidade da abordagem aqui proposta e posteriormente realizar o cruzamento de
dados com a vasta literatura existente. Tais estudos podem permitir, por exemplo, a
visualizagdo das moléculas de dgua que venham a circundar a estrutura da SNase, em
suas cavidades, a partir de simulagdes de minimizacdo e maximizacdo de energia sob
acréscimos de pressdo e que ocorrem durante a transi¢do de desnaturacdo (Schuler,
2002). Numa analise mais detalhada, e que consta de um manuscrito em preparagao junto
ao grupo do CBS, se pretende demonstrar que a substitui¢do de um simples aminodcido
como a Ile em posi¢do critica de seu centro hidrofébico pode resultar em dréastica
alteracdo do grau de hidratacdo do seu denominado conjunto de estado de transi¢do
(TSE). Melhor aprofundamento ainda vem sendo feito na interpretagdo destes resultados,
com o estudo junto a outros mutantes da SNase e, muito embora os dados ainda nio
sejam conclusivos em relacdo a heterogeneidade, demonstram ser bastante promissores
no sentido de se quantificar um v do agente desnaturante num processo de desnaturacao

de proteinas que envolve aspectos simuldveis por MD.
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Demais possibilidades. Algumas perspectivas a partir de outras técnicas biofisicas

A passagem do estado nativo da proteina para sua conformacdo desnaturada
implica mudancas estruturais que podem auxiliar a elucidar o mecanismo do
desenovelamento. Assim, passa a ser muito informativo o estudo da dindmica
conformacional do processo de desnaturacdo. Essa parte deste trabalho sobre a BSA
estuda algumas perspectivas relacionadas ao tema.

Uma alternativa que vem sendo recentemente viabilizada, e que pode ter um
estudo mais aprofundado para possivel aplicacdo, vem a ser o uso das técnicas de
deteccdo de moléculas individuais (SMD), que permitem obter detalhes originalmente
ndo totalmente acessiveis a utilizacdo isolada de técnicas mais convencionais de
detec¢do, como no caso do uso de métodos baseados no estado estaciondrio. Pode ser
possivel detectar os diferentes passos da transi¢cdo de um estado ao outro da proteina, o
surgimento de mecanismos multiplos e a acumulacdo de conformacdes protéicas com
pequenas quantidades ou tempos de vida curtos (Haustein & Schwille, 2004). Nesse
sentido, uma extensao interessante a tese pode vir a ser o estudo da dindmica de
desnaturacdo de proteinas monoméricas utilizando as técnicas de fluorescéncia temporal.
Do mesmo modo, se vislumbra a possibilidade de se caracterizar a heterogeneidade da
transicdo em diferentes concentragdes de agentes desnaturantes, como aqui proposto, mas
também em condi¢Oes de interacdes com protons, variando-se o pH da solucdo. Pode—se
assim obter um aumento dos niveis de certeza quanto a abordagem adotada para a BSA.
No caso das técnicas de SMD, um microscopio de excitagdo a laser alternante (ALEX),
de alta resolucdo temporal, pode ser utilizado em combinacdo com a deteccdo de
transferéncia de energia de fluorescéncia (FRET). Apdés a fixacdo de elementos
fluor6foros a proteina (extrinsicos), € medida a efici€éncia da transferéncia de energia
entre o par de fluoréforos doador e receptor, onde o célculo da distancia entre os dois
pode fornecer informacao de resolucao espacial sobre as mudancas de conformacao das
moléculas durante o processo de desnaturacdo (Deniz et al., 2000; Schuler et al., 2002;
Saxena et al., 2008). Transformacdes na presenca de desnaturante e em diferentes pHs
também podem ser detectadas através de alteracdes em parametros tais como o raio

hidrodindmico da proteina e através das correspondentes mudancgas no coeficiente de
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difusdo (Konstantin et al., 1999), com protocolos de investigacdo a partir da técnica de
espectroscopia de correlacdo de fluorescéncia (FCS).

A partir da uma investigacdo com modelo de transi¢cdo de multi-estados para as
proteinas monoméricas, complementarmente aos estudos de alta pressao em modelo de
transicdo de dois estados aqui desenvolvido, pode ser possivel a caracterizacdo das

proteinas monoméricas com um nivel de detalhe ainda maior.

CONCLUSAO

O efeito da desnaturacdo induzida por pressdo sobre a BSA foi estudado em
diferentes concentracdoes de ureia e a combinagcdo destes dois efetores intensificou o
processo de transi¢do entre os estados nativo e desnaturado. Os resultados para a
desnaturacdo da BSA sob diferentes pressdes em concentragdes subdesnaturantes de ureia
puderam ser extrapolados para a pressdo atmosférica e foram capazes de fornecer maior

precisdo aos dados obtidos. Além disso, as curvas de AG[OU] versus In[U] no modelo

proposto puderam ser facilmente comparadas com o modelo cldssico de estudo da

desnaturacdo a partir das curvas de AG[OU] versus [U]. Embora se tratando de uma proteina

monomérica, foi verificado um carécter bifdsico nas duas curvas obtidas, o que enfatiza
as diferentes sensibilidades da proteina diante da acdo da ureia, em etapas de baixa e alta
concentracdo deste solvente, e a ocorréncia de heterogeneidade. Tal natureza monomérica
da BSA e a magnitude das estequiometrias encontradas no processo de sua desnaturagio
demonstram mesmo existir uma interferéncia limitada da ureia e pressao sobre o processo
de dissociacdo, anteriormente verificado em trabalho publicado pelo laboratério sobre o
TMYV, uma molécula oligomérica de dimensdes muito maiores. O estudo comparativo da
BSA com demais proteinas monoméricas descritas na literatura, € complementarmente
com ensaios preliminares com a variante [92A do mondmero SNase A+PHS, indica que a
abordagem aqui utilizada pode vir a ter aplicacdo ao estudo das interagdes solvente-
proteina. A investigacdo dos efeitos de vaiacdo de pH pode adicionalmente melhorar o

entendimento sobre a desnaturagdo da BSA sob pressdo e ureia. Um outro ponto € que a
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heterogeneidade que explica os resultados quantitativos das curvas de desnaturacdo da
proteina vem a ser suscetivel a andlises posteriores através de técnicas especiais de
fluorescéncia, a partir de adequagdes quanto a escala de tempo do fendmeno de transicao,
e de simula¢des por MD baseadas em algortimos como por exemplo o MCVol.

Com uso apropriado, a abordagem utilizada para o estudo da desnaturagdo da BSA
monomérica deve permitir uma melhor avaliacdo da energia livre e de diversos outros
parametros termodinamicos que podem ser controlados e assim permitir que se aprimore
a compreensdo a respeito dos mecanismos de desnaturacdo e da estabilidade em

proteinas.
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Anexo I

Curvas de AG[y), versus In[U] ede AGy), versus [U]

Sao representados a seguir alguns exemplos do trabalho de obtencao dos resultados
de parametro m e v que constam na Tab. 1 no presente estudo (BSA), obtidos a partir dos

dados de espectrometria de demais proteinas na literatura. As referéncias sao listadas na

propria tabela no texto da tese.

1 - Figuras para a BSA (presente estudo)
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3 - Proteina RNase Ba, pH =7
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5 - Proteina Citocromo ¢
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6 - Proteina Lisozima
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ABSTRACT

Urea denatures proteins at different concentrations, depending on the experimental
conditions and the protein. We investigated the pressure-induced denaturation of bovine
serum albumin (BSA) in the presence of subdenaturing concentrations of urea based on
a two-state equilibrium. Pressure-induced denaturation was enhanced at urea
concentrations ([U]) of 3.5 M to 8.0 M, with the free energy of denaturation at
atmospheric pressure (AG["U]) ranging from +5.0 to -2.5 kd/mol of BSA. The m values
appeared to be biphasic, with m; and m, of 0.92 and 2.35 kJ mol" M, respectively.
Plots of AG[OU] versus In[U] yielded values of v, the apparent stoichiometric coefficient, of

1.68 and 6.67 mol of urea/mol of BSA for m; and m,, respectively. These values were
compared with the m and v values of other monomeric proteins reported in or calculated
from the literature. The very low values of v systematically observed for proteins were
considered as a possible protein heterogeneity in respect to the free energy of
denaturation. Thus, a v value of 140 mol of urea/mol of BSA could be reached by
considering the existence of a heterogeneous molecular population with respect to the
free energy of denaturation.

1. Introduction

Knowledge of protein dissociation and denaturation is fundamental for
understanding numerous biological processes. Historically, these phenomena have been
studied using denaturing agents such as urea and guanidine hydrochloride [1]. More
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recently, hydrostatic pressure and urea have been used to study these processes in
proteins and viruses. Hydrostatic pressure is particularly useful for studying viral
inactivation, particularly with regard to its application in the development of vaccines [2].
High pressure has been used to determine the thermodynamic parameters and
properties of dissociation in multimeric proteins [3, 4] and the conditions of reassociation
[5]. Previous work examined the effect of protons and pressure on the dissociation of
tobacco mosaic virus (TMV) and giant multimeric hemoglobin, with quantification and
stoichiometric analysis of proton release [6, 7]. Similar experiments in the presence of
urea at concentrations up to 7.0 M demonstrated a significantly greater involvement of
urea in denaturation than in dissociation. The initial step of TMV dissociation can be
clearly identified by light scattering, whereas the denaturation phases can be monitored
by changes in the fluorescence properties [4]. Similar fluorescence and light scattering
measurements at various urea concentrations have been reported for other viruses.
Most values for the apparent stoichiometry of urea during dissociation range from 0.5 to
1.5 mol of urea/mol of subunit, while those for denaturation range from 4.0 to 11.0 mol of
urea/mol of subunit [4]. Studies of protein denaturation are related to the description of
protein-solvent interactions during the denaturation transition [8-14]. More recently,
Auton and Bolen [15] suggested that the peptide backbone provided a major contribution
to urea-induced denaturation.

Several decades ago it was shown that the analysis of plots of AG° of denaturation
versus In of the denaturant concentration systematically yielded a very low value for the
stoichiometry of the denaturant during protein denaturation, with the final equilibrium
being considered as a reaction involving protein and denaturant. These lower-than-
expected values led to alternative ways of analyzing protein denaturation. For example,
in studies of protein denaturation by chemicals, an important point is whether the free
energy of denaturation should be considered to be linearly dependent on [D] (denaturant
concentration) or In[D]. Pace [16] described a theoretical approach based on a linear
relationship that has since been applied to most of the proteins investigated. However,
Schellman [17] observed that there was no reason to expect the free energy of protein
denaturation to be strictly linear with the denaturant concentration.

The aim this work was to investigate whether the denaturation of bovine serum
albumin (BSA) by urea and pressure was linearly or logarithmically related to the urea
concentration. This relationship was assessed by calculating the m-values and several
other thermodynamic parameters. In contrast to the 2130 capsid subunits associated
with the RNA of TMV, BSA is a monomeric protein and therefore a much simpler
system. Our results were compared with those for other monomeric proteins reported in
the literature. Based on our findings, we propose an alternative explanation for the very
low value consistently found in plots of the AG® of denaturation versus In[D], i.e., that
this discrepancy is based on the heterogeneity of the AG° of denaturation in protein
populations.

2. Materials and methods
Chemicals

All reagents were of analytical grade. Distilled water was filtered and deionized
through a Millipore water purification system (18 MQ resistance). Unless stated

otherwise, the experiments were done at 5 °C in 100 mM Tris-HCI buffer, pH 7.0.
Ultrapure urea and essentially fat-free BSA were obtained from Sigma.
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Fluorescence under pressure

The high pressure system used has been described elsewhere [18]. An ISS model
high-pressure (HP) cell with sapphire windows connected to a pressure generator (HIP)
was used. Fluorescence was recorded with an Edinburgh FL 900 spectrofluorometer
equipped with a xenon lamp source. The pressure system was automated and detailed
by Santos et al. [6]. The fluorescence data were obtained by excitation of BSA at 280 nm
and emission was recorded at 300 - 450 nm. Changes in the fluorescence spectra
resulting from the exposure of tryptophan residues were quantified by the spectral center
of mass (vp),

__ XViF;
Yo =Sk, "

where F; is the fluorescence emitted at wavenumber v; and the summation is carried out
over the range of appreciable values of F. The degree of denaturation at pressure p (a;)

is related to v by the expression

Q(<Vp>—<Vges>)] 1
(KVp>—<Vges>)

a, = [1 + (2)

where Q is the ratio of the quantum yields of denatured and native forms, v, is the center
of mass at pressure p, and vz and v, are the corresponding quantities for the
denatured and native forms, respectively [3]. The software "Mathematica” was used to

obtain the fitted curves of denaturation.
Theory

Equilibrium denaturation profiles were analyzed based on the binding equilibrium
for the interaction of protein with the solvent and by using a two-state model (see
Discussion below). Since the conformation of denatured proteins changes with the
concentration of urea and guanidine hydrochloride, the evaluation of AG[OU] over a large

solvent concentration range can be rather informative [17, 19].

Analysis of the effect of urea on BSA in this work was done using an approach
similar to that previously described for the effect of this co-solvent and protons on protein
aggregates [4, 6, 7]. Thus, the apparent constant of denaturation at urea concentration
[U], Kuy, is correlated to the apparent constant of denaturation K as Kjy; = K[U]" [4].
The corresponding apparent free energy of denaturation on a molar basis, AG[OU], is given

by:
AGfy = —RTInK — RTIn[U]” =AGj, — vRT In[U] (3)
where U, indicates a urea concentration of 1 M and v is the apparent stoichiometry of

urea. Note that the equilibrium constant at 1 M urea, Ky, is equal to K * 1¥ = K, so
—RTInKy, = - RTInK =AGj, .
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Plotting AG["U] versus In[U] should produce a straight line with a slope

corresponding to —uRT. Calculation of the equilibrium constant at pressure p and a
given urea concentration [U], K[y, is based on the relationship [4]

Kiv)p = Kiujexp (—p4V/RT) @
where AV is the volume change of denaturation and the index [U],p represents the

corresponding pressure and urea concentration of the species. The calculation of
K[y)» can be done based on the respective degree of denaturation, ay;, , as

a
K[U],p — [Ulp (5)

1-amp
The respective free energy of denaturation at pressure p is
AG[U],p = AG[U] + pAV (6)

Plotting AGyy), versus p furnishes AV as the slope and AG[OU] as the free energy of
denaturation at atmospheric pressure. A marked change in the slope of the plot
AG["U] versus In[U] at different urea concentrations is indicative of distinct urea
sensitivities. Consequently, the overall or global denaturation reflects a summation of the
responses of a population of BSA molecules with different susceptibilities and furnishes
the general equilibrium constant K;[U]”, where K;;y; = K;[U]” and i represents each
BSA population.

Based on this idea, the experimental data correspond to the sum of the distinct
populations involved and the degree of denaturation «* is partitioned as follow

ay = Xi=1 fiti (7)

where the coefficient f; represents the fraction of species i. The corresponding free
energy of denaturation as a function of the equilibrium constants is expressed as

,U*
n KilU]” fi
— *
=114k, [UY
—_—
n o KU fg
E17 g4k UuY

8GRy = ~RTin|“L| = —RTin (8)

1-aj

This alternative approach for assessing denaturation is based on the assumption
of a heterogenous protein population. As will be seen, this approach yields high value of
L.

3. Results

We investigated the changes in the fluorescence of BSA at different concentrations
of urea and pressure (Fig. 1) and attempted to correlate them with structural alterations.
Compared to the fluorescence emission spectrum obtained in the absence of urea, a
high urea concentration produced a significant red shift that intensified as the hydrostatic
pressure increased. The fluorescence spectrum obtained after returning to atmospheric
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pressure was very similar to that obtained before the increase in pressure, indicating that
the phenomenon was reversible under these experimental conditions.

The centers of mass of the fluorescence emission spectra for BSA measured in
wavenumber and calculated according to Eq. 1 yielded values that revealed the degree
of exposure of aromatic amino acids, especially tryptophan. This parameter reflects the
extent of denaturation. The effect of pressure on the center of mass at urea
concentrations up to 8.0 M is shown in Fig. 2A. Pressure produced a marked red shift in
the fluorescence spectra at all urea concentrations, indicating enhanced denaturation in
the presence of urea. The center of mass values obtained upon returning to atmospheric
pressure were identical to those obtained before pressure application for all urea
concentrations (not shown), indicating that the pressure-induced denaturation was
reversible. This finding also corroborated the validity of the thermodynamic parameters
obtained.

The inset in Fig. 2A shows the effect of urea on the center of mass values at
different pressures. A more intense red shift was observed in the fluorescence spectra at
lower pressures. Fig. 2B shows the respective correlation between the degree of
denaturation and the pressure in different urea concentrations, and Fig. 2C shows the
corresponding plots of In K versus pressure.

Fig. 3 shows the free energy of denaturation (AG[OU]) at different pressures as a

function of urea concentration (In[U]; Eq. 3) by using of the relation AG["U] = —RT InK.

The biphasic nature decreased with increasing pressure and disappeared at high
pressure, which suggested a complex pattern of transition from the native to denaturated
state.

Fig. 4A shows the time dependence of the red shift in the center of mass when
BSA was pressurized from atmospheric pressure to 250 MPa in the presence of urea
(4.5 M). After 20 min, the center of mass had reached 85% of its maximal shift.
Comparison of the curves obtained for different incubation times with a fixed
concentration of urea (4.5 M) indicated that the results for incubation times >10 min were
identical (Fig. 4B), suggesting that the denaturation had reached kinetic equilibrium. A
return to atmospheric pressure resulted in near total recovery of the original
fluorescence, again indicating the reversibility of the process. Plots of the natural
logarithm of K as a function of pressure at different urea concentrations resulted in a
linear relationship in all cases (Fig. 2C).

Fig. 5 shows the volume change of denaturation for each pressure curve from Fig.
2C (Eq. 6). The values for the lower urea concentrations ranged from -20 to -30 mL/mol
of BSA, while that for urea concentrations >6 M was -36 mL/mol of BSA. The data for the
free energy of denaturation at atmospheric pressure as a function of In[U] (Fig. 3
squares) were determined from the plots of InK versus pressure (Fig. 2C). The slopes
of the plots (determined using Eq. 3) yielded apparent values related to urea
denaturation: 1.68 and 6.67 mol of urea/mol of BSA for each part of the curve.
Independent processes involving a combination of reactions and equations can also
yield curves similar to those observed here. The combination of individual processes
results in an overall reaction that yields a global denaturation constant; this constant
reflects the sum of a series of individual values and furnishes a single value of v.

Fig. 6 shows the relationship between AG[OU] and In [U]. The apparent denaturation
constants and respective contributions of species are shown in the upper inset of this
figure. An analysis of 10 protein populations (lower inset in Fig. 6) indicated an apparent
stoichiometry of 140 urea molecules.
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4. Discussion

New approaches for understanding protein-denaturant interactions and the
mechanisms of protein denaturation have been proposed by several authors [11, 17, 19-
22]. In general, protein denaturation results from disruption of a fine balance in protein-
protein and protein-solvent interactions, with significant contributions from the hydrogen
bonds of the exposed sites, peptide backbone and lateral residues of the denaturated
protein.

The theoretical model applied to BSA in this study was based on a two-state
equilibrium and facilitated the quantification of native and denaturated proteins. The two-
state model is very dependent on protein topology, local energy distribution and
cooperativity [23, 24]. Urea- and guanidine-induced denaturation can generally be
considered as a two-state equilibrium with a quick transition from the native protein to
denaturated state [25, 26], as shown for human serum albumin (HSA) [27]. The
accumulation of intermediate conformations is closely related to the nature of the solvent
used and the experimental conditions. For example, some proteins denaturate in acidic
conditions, resulting in a “molten globule” state [28]. In the case of BSA, extreme acidic
and alkaline pH markedly influence the ability of urea to denaturate the protein and form
intermediate structures [29]. As shown in the inset of Fig. 2A, at pressures >50 MPa the
denaturation profile became more abrupt and reflected a two-state transition that was
more marked as the pressure increased. In our analysis, we chose to use the curve for
BSA denaturation at atmospheric pressure when fitting the proposed model since it was
easier to simulate this biphasic profile and account for cooperative aspects, as
discussed below.

Previous studies of urea-induced BSA denaturation at atmospheric pressure
reported a denaturation profile similar to that observed here. The presence of
intermediates was suggested by Khan [30]. The pressure-induced denaturation of BSA
at subdenaturing concentrations of urea consistently produced a significant volume
change and allowed measurement of the free energy of denaturation at atmospheric
pressure in the presence of urea (Figs. 3 and 5). The pressure effects arose from the
difference in the specific volumes of the transition of the protein from native to
denaturated states (Eq. 6). Most of the proteins studied so far typically have a larger
specific volume in the native state than in the denaturated state, and the application of
pressure induces denaturation [31]. As shown in Fig. 5, the volume change of
denaturation was greater at higher urea concentrations. In addition, pressure facilitated
the denaturation of BSA by urea (4Gpy,,) at all concentrations tested (Fig. 2C). Pressure

also induced the transition from a biphasic to a monophasic curve (4G, versus In[U];
Fig. 3).

Linear dependence of the AG® of denaturation on urea concentration

The linear dependence of the free energy on solvent concentration furnishes the
m-value, a phenomenological parameter that has been applied to numerous protein-
solvent systems [16]. This constant represents the difference in the transfer free
energies of the denatured and native states from water to 1 M urea solution, and is
correlated with the size of the protein and the change in solvent-exposed surface upon
unfolding [15].

The m-values were determined from denaturation data in the literature and in this
work for several monomeric proteins, calculated from plots of 4Gy, versus [U], known
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as Tanford Plot, and were compared with the m-values from the original reports (Table
1). The m-values for BSA were calculated based on the experimental curves of
pressure-induced denaturation at different urea concentrations (underlined results in
Table 1). This approach should improve the quality of data when compared to values
obtained by direct measurement of fluorescence at atmospheric pressure, especially at
low urea concentrations where it is difficult to quantify low levels of denaturation,
decreasing the accuracy.

Several monomeric proteins exhibit changes in their m-values that reflect linear
and biphasic behaviors (shown in Table 1 as my and m,, respectively). These proteins
show greater sensitivity to urea in the final phase of denaturation. However, the method
used to monitor denaturation can affect the final shape of the denaturation curve and the
resulting m-value(s). Changes in the m-value are usually attributed to changes in the
conformation of folded or unfolded forms [16]. Luque et al. [32] indicated that the
presence of intermediate forms may result in a biphasic curve involving equilibrium
between native and intermediate-denatured proteins. The different m-values for BSA
may reflect the interaction of urea with distinct domains of the protein. Tanaka et al. [33]
reported that domain Il of HSA was particularly susceptible to pressure- and urea-
induced denaturation. Ahmad et al. [34] also observed this domain sensitivity at a urea
concentration <4.8 M, whereas domains | and Il were sensitive to urea concentrations
>5 M. Thus, the m; value reported here would correspond to changes in domain Il while
the m, value would be associated with changes in domains | and II.

Linear dependence of the AG® of denaturation on In[U]

As mentioned in the Introduction, the AG® of denaturation may show a logarithmic
dependence on the concentration of denaturant. However, as indicated in Fig. 7, closer
analysis of this relationship reveals that an apparently linear response may actually be
part of a non-linear one when examined over a wide range of concentrations. Schellman
[17] recognized that the m-parameter may change with denaturant concentration, thus
implying a non-linear dependence on concentration. In addition, curves for guanidine-
induced denaturation of some globular proteins may also be non-linear [17, 35, 36].

Table 1 summarizes the values of v for a variety of monomeric proteins including
BSA, calculated from the slopes of AG["U] versus In[U] plots and Eq. 3. In this case, v
corresponds to the apparent quantity of urea that interacts with BSA and other proteins,
or the apparent stoichiometries. The biphasic character for BSA agreed with the different
m-values (Fig. 3 and Table 1) and suggested enhanced cooperativity at higher urea
concentrations. Again, since the data for BSA denaturation were the same as those
used to calculate the m-values, the level of precision was higher than for the other
proteins.

Biphasic plots were also observed for other proteins. The values of v, generally
ranged from 1 to 4 mol of urea/mol of protein, while those for v, ranged from 4 to 13 mol
of urea/mol of protein. In those proteins with only one value for v, this ranged from 5 to
15 mol of urea/mol of protein. The corresponding values for the AAG[OU] of denaturation
were calculated using Eqg. 3 (data not shown) and were similar to those reported in the
literature.

Inferences regarding the apparent stoichiometry based on AG["U] versus In[U] plot
are not widely used nowadays because of the systematically low values furnished by the
slope of the plot. An explanation for this finding includes the strong urea-protein
interaction of a few molecules responsible for bulk denaturation [17], as mentioned in the
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Introduction. The biphasic profile for BSA and several other proteins (Table 1) also
deserves better attention, as discussed below. In contrast to the generally low values
calculated from the slopes of these plots, we will see that we can get v values >100 if we
account the presence of heterogeneity on the denaturation process.

Heterogeneous populations

In principle, the presence of intermediate species does not disrupt the linearity of
the AG["U] versus In[U] plot. A supposed equilibrium with two apparent stoichiometries in

a sequence reaction with equilibrium constants K; and K, would correspond to one
equilibrium reaction with constant K;K,, thus resulting in only one apparent
stoichiometry. For this reason, we examined alternative explanations for the biphasic
curve. In particular, we considered the possibility of population heterogeneity with
respect to the free energy of denaturation. A combination containing 84.4% of species
with In K = -13.22 and 15.6% of species with In K = -0.57 (Fig. 6, upper inset) resulted
in a good fit to the experimental curve (Fig. 6), with vy and v, values of 1.65 and 6.67,
respectively.

Concerning the apparent stoichiometries, we made some considerations, as a
heterogeneous population with much higher value of v. Current theory postulates that in
the denatured state proteins tend to have more surface area exposed to the solvent and
a greater number of binding sites [17]. Previous studies revealed various aspects of
urea-protein interactions, e.g., the solubilizing effect of urea on apolar groups, the
formation of weak hydrogen bonds with the peptide backbone, and the interface
between water and buried regions of the proteins [37]. Assuming the AAG["U] of

denaturation for 3.5 to 8 M urea to be 7.0 kd/mol of protein, with an average urea-protein
energy of interaction of 50 J/mol of urea, the total number of urea molecules would be
140 mol/mol of protein (a theoretical v, symbolized here as v’). Using this number, we
examined the distribution of AG{}1 and In K values for 14 species (Fig. 6, lower inset).
The resulting curve was fitted to the experimental curve, but consistently subestimated
the experimental values for the apparent stoichiometry v (Fig. 6). Note that four species
gave no contribution (fractional occurrence of 0%) so the total number of distinct
populations was 10. Based on the original curve (Fig. 3, P.m), we also investigated the
minimum number of different BSA population at increasing values of v". As shown in Fig.
8, there was a tendency for the BSA species near 14 to produce higher values of
apparent urea stoichiometry.

Generally, no significant heterogeneity is expected in readily crystallized native
proteins. However, this is not true for transition or denaturated states because their
greater flexibility, with the non-uniform presence of cis and trans prolines in the
polypeptide backbone, makes the denatured state less well-defined [38]. Such a
situation could explain a possible heterogeneity.

5. Conclusion

The effect of pressure denaturation on BSA was examined at different urea
concentrations, and a combination of urea and pressure was found to enhance
denaturation. The results for the pressure denaturation of BSA at sub-denaturing
concentrations of urea can be extrapolated to atmospheric pressure to yield more
precise data. In addition, plots of AG[OU] versus In[U] can easily be compared with the

classical plot AG["U] versus In[U]. The biphasic nature of both plots suggests different
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urea sensitivities and the presence of protein heterogeneity. The monomeric nature of
BSA means that there is limited interference on the dissociation process induced by urea
and/or pressure. Comparison with other proteins suggests that the approach used here
is applicable to the protein-urea interactions. In addition, examination of the effects of
temperature, pH and glycerol could improve our understanding of pressure- and urea-
induced BSA denaturation. The heterogeneity that explains the quantitative findings of
the denaturation curves should be susceptible to analysis by special biophysical
techniques based on dynamic approaches.

With judicial use, the approach used here to study the denaturation of monomeric
BSA should allow better free energy measurements of several controlled thermodynamic
parameters and should improve our understanding of the mechanisms of protein
denaturation and stability.
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Figure captions

Fig. 1: Normalized fluorescence spectra of BSA at several urea concentrations and
pressures, expressed in wavenumber. Excitation at 285 nm and emission at 300 - 450
nm. The BSA concentration was 0.5 mg/mL in 100 mM Tris-HCI buffer, pH 7.4, at 22 °C.
Fig. 2: (A) Effect of pressure and urea on the center of mass of fluorescence spectra of
BSA. The data were obtained after at 10 min incubation at each pressure. The
experiments were done in triplicate and the standard deviations were smaller than the
symbols. The effect of urea on the center of mass at different pressures based on these
data is shown in the inset. The corresponding degree of denaturation was calculated
according to Eq. 2 (B) and expressed as InK (C; Eq. 8). All other conditions were as in
Fig. 1.

Fig. 3: Effect of urea concentration on the Gibbs free energy of denaturation of BSA at
different pressures, based on the data of Fig. 2A (inset) and the relation AG[OU] =

—RT InK.

Fig. 4: (A) Effect of pressure on BSA at a urea concentration of 4.5 M. The solution was
pressurized from atmospheric pressure to 250 MPa in 1.5 min. (B) Influence of
incubation time on the pressure-induced denaturation of BSA at a urea concentration of
4.5 M. All other conditions were as in Fig. 1. Open symbols indicate the values obtained
upon returning to atmospheric pressure after each incubation.

Fig. 5: Effect of urea on the volume change of denaturation, based on the data of Fig.
2C and Eq. 6.

Fig. 6: Comparison of the experimental points (filled squares) with the theoretical curves
for albumin denaturation in two populations with distinct apparent urea stoichiometric
coefficients: one with 1.65 (InK = -0.57, for population with an occurrence of 15.6%)
and 6.67 (InK = —-13.22, for population with an occurrence of 84.4%) mol of urea/mol of
BSA (open circles), and ten populations with a stoichiometric coefficient for urea of 140
mol of urea/mol of BSA (open triangles). The respective species distributions for each
population according to the denaturation constant are shown in the upper and lower
insets, respectively.

Fig. 7: Hypothetic logarithmic dependence function shown over a wide range (a) and (b)
short range.

Fig. 8: Number of populations P necessary for a good fit to the experimental curve of
BSA (Fig. 5B), based on the stoichiometric coefficient. The populations used were based
on the relationship In K; =InK,+iZ=0 to P—1, where Z corresponds to the
increment in In K for each population.
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