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RESUMO 

 

 

Ureia desnatura proteínas em diferentes concentrações, dependendo das condições 

experimentais e da proteína. A proteína monomérica soro albumina bovina (BSA) foi o 

principal modelo de investigação na presença de concentrações subdesnaturantes de ureia 

com base no modelo de equilíbrio de dois estados. A desnaturação induzida por alta 

pressão foi intensificada em concentrações de ureia ( ) entre 3,5 M e 8,0 M, com 

variação de energia livre à pressão atmosférica ( ) de +5,0 a -2,5 kJ/mol de BSA, e 

variação do volume de desnaturação  de -30 a -36 mL/mol de BSA. Os parâmetros 

m apresentaram caráter bifásico, com valores de m1 e m2 de 0,92 e 2,35 kJ.mol-1.M-1, 

respectivamente. A partir de gráficos da variação de  com relação à  foram 

obtidos valores de , o coeficiente estequiométrico aparente do agente desnaturante, de 

1,68 e 6,67 mol de ureia/mol de BSA, respectivamente  e , correspondentes à m1 e 

m2. Estes resultados foram comparados com os de outras proteínas monoméricas da 

literatura e com um conjunto de dados da SNase ∆+PHS I92A e estequiometrias 

sistematicamente baixas foram observadas. No entanto, um valor de 140 mols de 

ureia/mol de BSA pode ser alcançado a partir de abordagem que considera a existência de 

uma população heterogênea com respeito a energia livre de desnaturação e aspectos 

moleculares da interação proteína-solvente puderam ser melhor interpretados. 
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INTRODUÇÃO 

 

O mecanismo de enovelamento de polipeptídeos que resulta na formação de 

estruturas terciárias funcionais, o chamado “protein folding”, constitui um dos mais 

importantes problemas e dos que mais concentram estudos em biofísica química e 

biologia molecular. Há alguns anos, a revista Science (2005, 309:79-102) colocou o 

enovelamento protéico como pertencente aos 125 principais problemas ainda não 

resolvidos e, apesar do trabalho intensivo dos últimos tempos, o fenômeno continua não 

completamente compreendido. 

Um melhor entendimento dos aspectos dinâmicos e enérgicos do processo de 

desnaturação de proteínas prefigura um componente essencial para decifrar as sutilezas 

codificadas no genoma e elucidar questões sobre função e origem de doenças de mau 

enovelamento. Apesar da alta eficiência do processo de enovelamento protéico, ocorre 

eventualmente a formação de espécies provenientes de enovelamentos incorretos e que 

estão implicadas num número expressivo de doenças, as quais podem ser agrupadas sob a 

denominação de desordens de enovelamento protéico, ou seja, doenças que se relacionam 

com a má constituição da estrutura terciária (Horwich, 2002). São o caso das 

denominadas doenças amilóides, caracterizadas pelo depósito de fibrilas protéicas na 

matriz extracelular de diversos órgãos, onde uma grande quantidade de proteínas com 

enovelamento incorreto se agrega, destruindo células cerebrais e de outros tecidos. Neste 

grupo estão, por exemplo, doenças como as de Parkinson, Alzheimer, a doença de 

Huntington e diabetes tipo II (Caughey & Lansbury, 2003). Os príons são proteínas que 

se replicam autocataliticamente (Foguel & Silva, 2004) e são conhecidas por promover as 

encefalopatias espongiformes transmissíveis e doenças infecciosas tais como a doença de 

Creutzfeldt-Jakob (CJD), também conhecida como a „doença da vaca louca‟, a doença de 

Lou Gehrig e outras (Prusiner, 1998; Caughey & Lansbury, 2003). Num segundo grupo 

estão as doenças onde o enovelamento incorreto da proteína é atribuído a erros genéticos 

isolados, até mesmo afetando um único aminoácido, e que causam importantes alterações 

funcionais na proteína ou as torna suscetíveis à protease celular. Neste grupo estão 

incluídos o câncer, o enfisema, e as doenças associadas à fibrose cística. Em alguns 

casos, tanto a agregação quanto a perda de função contribuem para o efeito patogênico. 
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No caso particular da CJD, a doença surge a partir de um mal enovelamento de uma 

proteína natural denominada PrPC que resulta na sua forma anômala PrPSc (Kuwata et al., 

2002). A PrPC possui estrutura predominantemente de α-hélices, ao passo que a forma 

PrPSc é composta na maioria de folhas β pregueadas e a conversão de uma forma noutra 

tem origem numa alteração no seu mecanismo de enovelamento. Apesar da configuração 

PrPSc corresponder à forma termodinamicamente mais estável (Kuwata et al., 2002), se 

sugere que a elevada barreira da energia de ativação vem a limitar a taxa de sua 

formação, o que resulta no fato da conformação PrPC possuir maior incidência tissular 

(Kuwata et al., 2002, Marchal et al., 2005). 

Outro ponto a ser citado é a existência de proteínas nativamente desenoveladas. É 

o caso das partículas virais que se enovelam espontaneamente somente no momento de 

sua atividade funcional, tornando muito mais difícil sua caracterização. As abordagens 

farmacêuticas para projeto de drogas requerem muitas vezes que a proteína possa ser 

manipulada em solução e que apresente estabilidade durante o tempo de obtenção de sua 

estrutura, a ser obtida a partir de técnicas tais como a ressonância magnética nuclear 

(RMN) ou ainda através do elaborado processo de cristalização para posterior resolução 

por raio-X. Tais proteínas virais nativamente desenoveladas são por muitas vezes 

excelentes alvos de ação de novas drogas mas, geralmente, são altamente flexíveis em 

regiões desnaturadas e possuem pouca homologia com outras estruturas já conhecidas de 

proteínas. Uma mais ampla descrição do processo de desnaturação vem ao encontro de 

melhores modelos in-vitro que possam ser utilizados como base para elaboração de novos 

fármacos (Warshel et al., 1984; Da Poian et al., 2002). O maior  entendimento sobre o 

processo de enovelamento nos ajuda na compreensão destes tipos de doenças e na 

condução de tratamentos de maior eficácia.  

Nesse sentido, historicamente, e de forma cada vez mais premente, a 

caracterização dos aspectos físicos e energéticos da dinâmica de desnaturação de 

proteínas têm 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 é uso de agentes desnaturantes tais como a ureia e 

hidrocloreto de guanidina (GuHCl), que permitem que conceitos relacionados com as 

forças que governam a estabilidade e os mecanismos de enovelamento, tais como as 
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ligações covalentes e iônicas, as ligações de hidrogênio, as interações hidrofóbicas e de 

Van der Waals, passam a ser melhor investigados.  

 

 

Alta pressão como ferramenta de estudo na desnaturação de proteínas 

 

Pressão é um importante parâmetro termodinâmico, comumente utilizado em 

diferentes processos (Mozhaev et al., 1996, Masson et al., 2001), mas sua importância 

com relação aos estudos de desnaturação de proteínas surgiu somente no início do século 

passado, quando Bridgman (1914) desnaturou a molécula de ovalbumina sob pressão. 

Desde então, muitos trabalhos buscaram entender o mecanismo de desnaturação sob alta 

pressão de inúmeras proteínas, tais como a tripsina e a quimotripsina (Curl & Jansen, 

1950), o inibidor de tripsina pancreática 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 observação do efeito da 

pressão hidrostática combinada com outros fatores tais como temperatura subzero, ureia, 

pH e outros agentes químicos têm crescentemente contribuído para uma maior 

compreensão dos mecanismos envolvidos nas interações protéicas que estabilizam 

grandes agregados e que coordenam transições 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). 

Análises do processo de dissociação viral por pressão permitem, por exemplo, a 

investigação dos mecanismos envolvidos nos processos de infecção viral em células 

hospedeiras, e fornecem informações termodinâmicas 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 à forma nativa, 

demonstrando que este comportamento tem importância também no estudo de oligômeros 

(King et al., 1986; Weber, 1986, Foguel & Silva, 2004; Bispo et al., 2005 e 2007). Estas 

investigações são relevantes em aplicações biotecnológicas tais como as observadas no 

desenvolvimento de vacinas antivirais (Da Poian et al., 1993). Nestes casos a 

compreensão dos mecanismos envolvidos durante a desnaturação, e por extensão, na 
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dissociação protéica, pode conduzir ao melhoramento da imunogenicidade e da 

inativação viral através do controle das estruturas formadas. Atualmente, uma das 

inovações obtidas através do uso de alta pressão é a estabilização de intermediários do 

processo de enovelamento protéico tais como nas conformações pouco acessíveis 

denominadas como „molten-globule‟, permitindo, assim, uma oportunidade única de se 

obter uma caracterização energética destas estruturas. A designação „molten-globule‟ 

descreve uma série de características conformacionais da etapa intermediária do processo 

de desnaturação da proteína. Basicamente, a estrutura secundária se apresenta ainda 

conservada como na estrutura nativa, mas não mais hermeticamente confinada no seu 

interior hidrofóbico. Há ainda a perda da estrutura terciária sem a definição de uma 

conformação que caracterize por completo o estado completamente desenovelado, nos 

altos níveis energéticos da forma desnaturada. O termo foi primeiramente estabelecido 

por M. Ohgushi e A. Wada em ensaios com o citocromo c (1983) onde se observou que o 

volume de desnaturação destas moléculas se apresentava como semelhante ao do 

empacotamento da forma nativa, mesmo após a transição de desnaturação. 

As proteínas são estabilizadas numa faixa de  (diferença 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 razão para esta relativa baixa estabilidade é geralmente 

atribuída ao fato de que as proteínas precisam de uma alta flexibilidade conformacional 

que venha a permitir a passagem transmembranar e a ligação aos seus subtratos, ou ainda 

à demanda energética imposta por diversos outros processos tais como os que envolvem 

transdução de sinal e sinalização alostérica (Cooper, 1976; Tournier et al., 2004). Como 

reflexo dessa baixa estabilidade, a população do estado nativo e desnaturado pode ser 

apenas bem definida em condições específicas de pressão, temperatura e na presença de 

demais agentes caotrópicos. 

Além de ser particularmente útil em se tratando do estudo de inativação viral, 

como comentado, a alta pressão hidrostática tem sido utilizada para a determinação de 

parâmetros termodinâmicos e propriedades de dissociação em proteínas multiméricas 

(Bonafe et al., 1998; Santos et al., 2008), assim como no estudo das condições de 

reassociação (Bonafe et al., 1991). Em trabalhos recentes desenvolvidos em nosso 

laboratório, foi investigado o efeito de prótons e alta pressão na dissociação do vírus do 
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mosaico do tabaco (TMV) e da hemoglobina extracelular multimérica, a eritrocruorina 

(Ec), com a quantificação e análise estequiométrica da liberação de prótons no processo 

(Santos etal., 2004; Bispo et al., 2007). Experimentos similares na presença de ureia em 

concentração até 7,0 M demonstraram uma estequiometria aparente significantemente 

maior da ureia na desnaturação em comparação com a etapa de dissociação. No TMV, a 

fase inicial de dissociação foi identificada pelo espalhamento de luz, ao passo que as 

fases de desnaturação foram monitoradas através das mudanças nas propriedades do 

espectro de emissão de fluorescência (Bonafe et al., 1998). Medidas similares de 

fluorescência e espalhamento de luz foram apresentadas para outros vírus. A maior parte 

dos valores obtidos como coeficiente estequiométrico aparente da ureia durante o 

processo de dissociação variou de 0,5 a 1,5 mol de ureia/mol de subunidade, enquanto 

que para a desnaturação a variação foi de 4,0 a 11,0 mol de ureia/mol de subunidade 

(Santos et al., 2008).  

Estudos sobre a desnaturação de proteínas são relacionados com a descrição das 

interações proteína-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 interação direta do agente 

desnaturante com a cadeia polipeptídica apresentava uma maior contribuição no processo 

de desnaturação induzida por ureia, comparativamente às interações com os resíduos 

laterais. Já foi mostrado que, numa condição em que o equilíbrio final pudesse ser 

interpretado como uma “reação” de desnaturação envolvendo a proteína e o solvente, a 

análise das curvas de desnaturação em função do logarítmo da concentração de 

desnaturante ln[D] sistematicamente resultou em valores estequiométricos do solvente 

muito baixos. Estes valores abaixo do que seria esperado conduziu a rumos alternativos 

de interpretação da desnaturação de proteínas, resultando na análise onde a energia livre 

de desnaturação deveria ser considerada linearmente dependente da concentração de 

desnaturante [U], em detrimento da análise da variação da energia livre como dependente 

linearmente do logaritmo natural da concentração de desnaturante. Greene & Pace (1974) 

apresentaram uma abordagem teórica baseada numa relação linear e que vem desde então 

sendo aplicada à maioria das proteínas investigadas. Contudo, Schellman (1987) estudou 

extensivamente o tema e observou que não haveria razões para esperar que a energia livre 
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de desnaturação possuisse um comportamento de variação estritamente linear com 

relação à concentração de desnaturante. 

Numa ampla abordagem sobre tais questões, esta tese se propõe a investigar se a 

desnaturação por ureia e pressão da proteína monomérica modelo soro albumina bovina 

(BSA) ocorre linearmente ou logaritmicamente com relação a concentração do agente 

desnaturante. Esta relação foi analisada pelo cálculo dos valores de m e de outros 

parâmetros termodinâmicos. Em contraste às 2130 subunidades capsídicas associadas 

com o RNA, como no caso do TMV, a proteína BSA é monomérica e constitui um 

sistema de maior acessibilidade cinética. Os resultados são comparados com os descritos 

para proteínas monoméricas da literatura. Baseado nos achados deste estudo, é proposta 

uma alternativa de explicação para os baixos valores encontrados a partir das curvas de 

ΔG de desnaturação em função de ln[D], ou seja, a partir da heterogeneidade com 

respeito a energia livre de desnaturação no processo. 

 

 

Características da soro albumina - principal modelo de estudo 

 

As soro albuminas são as mais abundantes proteínas presentes no sistema 

circulatório, com uma concentração típica de 5 g/100 ml no plasma, e contribuem em 

80% para a manutenção da pressão osmótica do sangue (Khan et al., 1987; Tanaka et al., 

1997). Apesar da existência de enorme porosidade nos capilares sanguíneos, a presença 

de uma quantidade adequada de grandes proteínas, em especial a albumina, que possui 

dimensão maior que a dos poros, consegue reter a maior parte do plasma. A albumina da 

circulação sanguínea possui meia-vida de 19 dias, e a diminuição de sua quantidade no 

plasma pode ser resultado de patologia hepática ou ainda de um distúrbio renal que venha 

a permitir que a albumina seja acentuadamente secretada pela urina. A diminuição de sua 

síntese pode estar relacionada à desnutrição ou à uma dieta desprovida de proteínas 

(Ahmad et al., 2004). A albumina é também notadamente uma das principais 

responsáveis pela manutenção do pH sanguíneo. Nos mamíferos, ela possui síntese no 

fígado inicialmente como preproalbumina, sendo a proalbumina a forma obtida pela 
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remoção do seu peptídeo sinal e em seguida pela modificação de seis de seus resíduos de 

propeptídeo do novo terminal N (Ahmad et al., 2004). 

Há décadas são consideradas muitas discussões sobre a determinação estrutural 

das albuminas. O principal modelo deriva dos resultados com estudos a partir de 

hidrodinâmica e espalhamento de raios-X, onde a molécula apresenta conformação 

elipsóide de 140 x 40 Å (Tanaka et al., 1997). As albuminas, com cerca de 583 

aminoácidos na estrutura primária, são caracterizadas por conter um número pequeno de 

resíduos de triptofano e metioninas e um alto número de cisteínas e polares com carga, 

ácidos aspártico e glutâmico, lisinas e argininas (Holowachuck, 1991). O conteúdo de 

glicina e isoleucina é menor que a média encontrada em proteínas com semelhante peso 

molecular, ou seja, entre 50 e 100 kDa.  

Tanto a BSA quanto a HSA são monômeros e possuem três domínios homólogos 

e seis subdomínios, 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 indicação da posição dos domínios e 

subdomínios da molécula (de IA a IIIB). Nesta representação destacam-se alguns 

conjuntos de ligantes tais como o dos ácidos graxos e lisofosfolipídeos (bolas claras e 

escuras) e a enumeração de alguns de seus sítios de ligação (até 7). Cristalografia de raio-

X com faixa de resolução 50,0–2.8 (Å). Código de identificação PDB: 3CX9 (Shihui et 

al., 2008). 
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A albumina possui  habilidade de se ligar a uma grande variedade de moléculas 

biológicas (Carter & Ho, 1994). Apesar do seu papel estrutural de contenção do material 

plasmático, se qualificam como uma molécula extremamente flexível. Sua estrutura de 

voltas (“loops”) interligadas permite rápida expansão, contração e flexão, características 

que lhe são intrínsecas, mas também que lhe são atribuídas extrinsecamente quando na 

presença adicional de outros ligantes (Kolthoff et al., 1958). São moléculas que, embora 

estruturalmente definidas como sendo multidomínio, tendem, dependendo do pH, a 

recuperar sua estrutura nativa após mudanças estruturais decorrentes de condições 

desnaturantes (Harmsem & Braam, 1988). Há pouco ou nenhum efeito de ureia em 

concentrações abaixo de valores em torno 4 M (Khan et al., 1987; Tanaka et al., 1997; 

Ahmad et al., 2004 e 2005). Suas propriedades fisiológicas e farmacológicas têm sido 

alvo de extensivos estudos nas últimas décadas (Koch, 1998, Tanaka, 1997; Ahmad, 

2005), se tornando um modelo muito versátil do ponto de vista experimental e de 

compreensão sobre a natureza da desnaturação protéica. 

 

 

Acompanhando a desnaturação na BSA através da espectroscopia de fluorescência  

 

A emissão de fluorescência é amplamente atribuída ao triptofano em albuminas. 

Assim como em proteínas em geral, o fluoróforo intrínseco dominante é o resíduo de 

triptofano, composto heteroaromático que absorve radiação da luz monocromática 

incidente em comprimento de onda em torno de 280 nm e emite fluorescência em torno 

de 340 nm. Os fluoróforos são divididos em duas classes gerais, os intrínsecos e os 

extrínsecos. Fluoróforos extrínsecos são aqueles que são adicionados a uma amostra por 

ela não exibir as propriedades espectrais desejadas. Os intrínsecos são aqueles que 

ocorrem naturalmente. A emissão pode sofrer um deslocamento para o azul, caso a região 

que possui o elemento fluoróforo sofra um confinamento em região centralizada da 

conformação nativa da proteína, ou um deslocamento para comprimentos de onda mais 

longos (desvio para o vermelho), caso a proteína passe a assumir sua conformação 

desnaturada (Lakowicz, 1999). Portanto, a evolução do pico máximo de emissão de 

fluorescência do Trp em diferentes pressões e concentrações de agente desnaturante traz 
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informação sobre a dependência deste com relação às mudanças no ambiente local e 

imediato do resíduo. A mudança perceptível no espectro de emissão de fluorescência é 

vista em dois diferentes níveis. Um no qual o resíduo está totalmente imerso e confinado 

estruturalmente e, portanto, inacessível ao solvente, e outro onde ele está em região da 

molécula protéica completamente exposta ao solvente. Pode existir uma contribuição das 

tirosinas no espectro de emissão, aspecto eventualmente indesejável que pode ser 

contornável com a verificação da emissão sobre um intervalo de comprimento de onda de 

excitação, geralmente entre 295 e 305 nm, que seleciona puramente o sinal do espectro de 

emissão do triptofano a ser registrado (Steinhardt et al., 1971; Lakowicz, 1999). 

A monitorização do estado de agregação da proteína sob pressão pode ser 

realizada a partir de medidas de espalhamento de luz a 90º em relação à luz incidente à 

amostra. O espalhamento Rayleigh da luz é uma ferramenta eficaz para detectar 

mudanças de forma em macromoléculas e formação ou dissociação de agregados quando 

estes são partículas de dimensões menores que o comprimento de onda associado à luz 

monocromática incidente. A intensidade da luz espalhada é função da intensidade desta 

luz incidente, e podemos assumir que é proporcional à uma determinada massa molecular 

média para soluções diluídas de proteína (Silva & Weber, 1988). Em oligômeros, do 

mesmo modo, o processo de dissociação leva à exposição de resíduos de triptofano ao 

solvente, igualmente ocorrendo desvio para o vermelho do espectro de emissão de 

fluorescência (Silva & Weber, 1988). 

 

A utilização da BSA possui alguns diferenciais positivos em comparação à 

utilização da HSA neste estudo. A energia máxima obtida no espectro de emissão da 

BSA, aspecto relacionado diretamente com a qualidade da monitorização da desnaturação 

sob pressão, é em torno de 2,7 vezes maior que a do espectro da HSA, o que revela que o 

único Trp existente na HSA possui, devido à proximidade do grupo tyrosil existente, 

intensidade de emissão de fluorescência suprimida quanticamente (“quenching”). No 

caso dos dois Trps da BSA, eles se mostram essencialmente isentos de supressão 

(Steinhardt et al., 1971). O  Trp-214 da BSA ocupa posição similar ao Trp da HSA, no 

quarto “loop”. O conceito que ainda prevalece na literatura confirma esta posição como 

pertencente a uma região conservada no interior hidrofóbico da estrutura, numa espécie 
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de matriz protegida da exposição a solventes polares (Steinhardt et al., 1971; Eftink & 

Ghiron, 1977). A presença deste Trp no centro da BSA torna eficaz a monitorização 

conformacional da molécula sob pressão através de espectroscopia de emissão de 

fluorescência (ver Materiais e Métodos). 

 

 

OBJETIVO 

 

Esta tese tem por objetivo estudar a desnaturação da proteína monomérica BSA 

através da combinação de ureia e alta pressão hidrostática e discutir amplamente a 

dependência da energia livre de desnaturação com a concentração do agente desnaturante. 

Serão calculados parâmetros termodinâmicos tais como a constante de equilíbrio do 

processo de desnaturação (K), a variação do volume de desnaturação (ΔV), a variação de 

energia livre de desnaturação (ΔG), a estequiometria aparente do agente desnaturante ( ) 

e o parâmetro m. Os resultados serão comparados com os obtidos para proteínas 

monoméricas da literatura e com um conjunto de dados obtido complementarmente para 

a SNase ∆+PHS I92A. A proposta é elucidar alternativamente os baixos valores de  de 

desnaturante sistematicamente encontrados a partir das curvas de ΔG de desnaturação em 

função de ln[D], e inferir sobre a ocorrência de distribuições de espécies heterogêneas no 

processo de desnaturação de proteínas, proporcionando assim melhor interpretação dos 

aspectos moleculares e termodinâmicos envolvidos na estabilidade da sua conformação 

nativa. 
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com relação às propriedades coligativas do soluto e às consequências de uma eventual 

ionização acentuada da proteína.  

 

 

Equipamento de alta pressão hidrostática 

 

O sistema utilizado para as medições de fluorescência consiste de um gerador de 

pressão “HIP” conectado à câmara de pressão hidrostática modelo “ISS HP”, Figs. 2A e 

2B, respectivamente. Essa câmara possui três janelas ópticas de safira, através das quais 

se realizam as medidas espectroscópicas das amostras a pressões de até 250 MPa, limite 

que essas janelas toleram. No interior da câmara se coloca uma cubeta cilíndrica de 

quartzo com volume de aproximadamente 1,2 mL que contém a amostra a ser submetida 

à alta pressão. Para evitar contato da amostra com o fluído que transmite a pressão, no 

caso o etanol, a cubeta é selada com um tubo de polietileno cuja extremidade é selada por 

aquecimento, Fig. 2C. Esse tubo colapsado permite a equalização da pressão entre o meio 

hidrostático e a amostra dentro da cubeta, evitando ao mesmo tempo a mistura dos 

líquidos. A cubeta é fixada em uma base cilíndrica metálica para evitar o movimento 

desta no interior da bomba. A escolha do etanol absoluto como meio líquido para a 

transmissão da pressão é devido ao seu índice de refração próximo ao do quartzo, 

minimizando a perda de sinal nas medidas espectroscópicas. Através de um sistema 

adaptado, a amostra pode permanecer sob diferentes temperaturas, pois esta câmara está 

conectada a um banho refrigerador. O sistema gerador de pressão é automatizado e 

controlado por um software denominado “Automa” escrito na linguagem de programação 

Delphi (versão 5,0) e compatível com o Windows. Um computador controla a 

movimentação de um motor acoplado ao gerador de pressão, coleta os valores de 

comprimento de onda de emissão e excitação do monocromador do fluorímetro e 

movimenta os motores para os ajuste das janelas e para as leituras de fluorescência e 

espalhamento de luz, Fig. 2D. O software recebe informações das medidas de pressão 

através de um sensor analógico-digital, que permite o controle da pressão em tempo real 

(adaptado de Paladini & Weber, 1981). 
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Figura 2 - (A) Foto do gerador de pressão. (B) Foto da câmara de pressão onde 

são colocadas as cubetas para realização dos experimentos, mostrando as janelas por 

onde passam os feixes de luz para realização das medidas espectroscópicas e os tubos 

onde é 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 

fluorímetro e do computador, responsável por executar uma série de funções 

automatizadas. 

 

 

 

A ) C )

B ) D )
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Medidas de fluorescência sob pressão 

 

As medidas de espectros de fluorescência foram registradas em um 

espectrofluorímetro “Edimburg FL 900”, equipado com uma lâmpada fonte de xenônio. 

O sistema de pressão automatizado se encontra detalhado por Santos et al. (2004). Nas 

medidas com a BSA foi utilizado o comprimento de onda de excitação de 280 nm, com 

monitorização da emissão entre 300 e 450 nm. Previamente também foram realizadas 

algumas medições com excitação com comprimento de onda fixado entre 285 e 305 nm, 

com intuito de identificar, como mencionado, possíveis interferências de emissão das 

tirosinas, resíduos também presentes na molécula. Para a SNase foi utilizado um sistema 

muito similar ao utilizado para a BSA. O feixe de luz de excitação, igualmente 

proveniente de lâmpada de xenônio, teve comprimento de onda fixado em 280 nm, dentro 

do mencionado intervalo do comprimento característico de excitação do Trp. 

Diferentemente, o feixe de luz é tranportado até a câmara contendo a amostra através de 

fibra óptica. O intervalo de leitura do espectro de emissão foi selecionado em 320 e 450 

nm. Essa câmara permite medidas espectroscópicas das amostras à pressões de até 300 

MPa, limite um pouco superior ao da câmara utilizada para a BSA.   

É possível representar as curvas de desnaturação a partir de plots da área sob a 

curva ou a partir do centro de massa do espectro para cada pressão e concentração de 

agente desnaturante. A área sob a curva pode apresentar problemas, pois os erros 

eventualmente atribuídos se tornam dependentes das variáveis pressão e concentração e, 

além disso, o pico máximo de emissão de fluorescência pode ser de difícil definição 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 emissão para o 

tratamento dos dados diretamente obtidos. As alterações nos espectros de fluorescência 

resultantes da exposição dos resíduos de triptofano foram quantificados pelo centro de 

massa espectral ( ), 

 

                                          (2) 
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Onde Fi é a fluorescência emitida no número de ondas e νi o somatório realizado durante 

um intervalo de valores apreciáveis de F. O grau de desnaturação à pressão  ( ) está 

relacionado com  pela expressão 

 

                      (3) 

 

onde Q vem a ser a relação entre os rendimentos quânticos dos diferentes estados 

conformacionais,  o centro de massa à pressão p, e  e  os centros de 

massa correspondentes às formas nativa e desnaturada, respectivamente. O software 

"Mathematica" foi usado para que fosse obtido o ajuste das curvas de desnaturação. Para 

as medidas de espalhamento de luz foram utilizados valores de comprimento de onda de 

excitação de 340 nm e monitorização de emissão no intervalo de 349 a 354 nm.  

 

 

TEORIA TERMODINÂMICA 

 

Perfis de desnaturação foram analisados com base no equilíbrio de ligantes para a 

interação da molécula de proteína com a ureia a partir do modelo de dois estados para a 

transição da forma nativa para a desnaturada. A conformação nativa da proteína sofre 

mudanças com acréscimos de concentração dos denominados agentes caotrópicos, tais 

como a ureia e o GuHCl, e a estimativa dos valores de  quando trabalhados em um 

grande intervalo de concentração de solvente vem a ser bastante informativo do ponto 

vista do estudo da estabilidade (Schellman, 1987 e 2003). A análise do efeito da ureia 

sobre a BSA foi realizada a partir de uma abordagem semelhante à descrita anteriormente 

para o efeito deste agente e prótons sobre agregados de proteína (Bispo et al., 2007; 

Santos et al., 2004 e 2008). Assim, a constante de desnaturação aparente obtida a cada 

concentração de ureia, é relacionada com a constante de desnaturação K na forma 

 como em Santos et al., (2004). A correspondente energia livre de 

desnaturação aparente em base molar, ,  é dada por: 
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concentrações de ureia, é interpretada como um indicador de distintas sensibilidades da 

proteína à ação do solvente ureia. Consequentemente, a desnaturação global, ou total, 

vem a refletir uma totalidade de respostas de uma população específica de moléculas de 

BSA, igualmente, com suas diferentes sensibilidades. Tal somatório das diferentes 

sensibilidades fornece a constante de equilíbrio geral , onde , e o 

índice i representa cada população BSA. 

 

Com base nesta concepção, os dados experimentais passam a corresponder à soma 

das distintas populações envolvidas no processo e um grau de desnaturação  é 

interpretado como um parâmetro particionado da seguinte forma 

 

 

                                                                                                          (8) 

 

 

onde o coeficiente  representa a fração de espécies presentes. Assim, a correspondente 

energia livre de desnaturação resultante em função das constantes de equilíbrio passa a 

ser expressa como  

 

                                           (9) 

 

 

Esta abordagem alternativa do estudo do processo da desnaturação de proteínas na 

presença de agentes desnaturantes se baseia no ocorrência de uma população heterogênea 

de proteínas. Como será visto, a ideia em que se baseia tal abordagem fornece, mais 

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

 

Foram investigadas as alterações do espectro de emissão de fluorescência da BSA 

em diferentes concentrações de ureia e em diferentes pressões buscando correlacionar 

com as respectivas alterações conformacionais. Comparado com o espectro de emissão de 

fluorescência obtido na ausência de ureia, uma alta concentração de agente desnaturante 

produziu um desvio significativo para o vermelho, que se intensificou com o aumento da 

pressão hidrostática.  
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Figura 3 – Espectros de fluorescência da BSA, após normalização, em diversas 

concentrações de ureia e em diferentes pressões (valores de pressão indicados no 

gráfico). Excitação em 280 nm e emissão entre 300-450 nm. Valores expressos em 

número de ondas. A concentração de BSA foi de 0,5 mg/mL em 100 mM de tampão Tris-

HCl, pH 7,4 e à temperatura, estabilizada em incubação inicial, de 22 °C.  
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  O espectro de fluorescência registrado após o retorno à pressão atmosférica é 

muito similar ao obtido antes do aumento de pressão (Fig. 3), indicando a reversibilidade 

do fenômeno de transição estudado nas condições experimentais.  

  Os centros de massa dos espectros de emissão de fluorescência da BSA, 

medidos em número de ondas e calculados de acordo com a Eq. 2, forneceram valores 

que reveleram o grau de exposição dos aminoácidos aromáticos da proteína, os resíduos 

de triptofano. Esse parâmetro reflete o grau de desnaturação. Segundo descrito na 

literatura, o pico máximo de intensidade na emissão de fluorescência do Trp quando 

localizado conformacionalmente no interior do núcleo hidrofóbico é em torno de 340 nm 

(ou  29800 cm-1), e quando ele está completamente exposto à ação do solvente, é de em 

torno de 350 nm (ou  28400 cm-1) (Lakowicz, 1999). No entanto, tais dados são 

referenciais mais efetivos em casos de idealidade. Numa análise mais rigorosa, devemos 

ter em mente que o máximo desvio resultante durante o processo de desnaturação pode 

sofrer alguma influência espectral de grupos proximais locais, como por exemplo no caso 

da presença de demais aminoácidos vizinhos ao Trp, podendo proporcionar uma pequena 

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

   

  O efeito da pressão sobre o centro de massa espectral em concentrações de ureia 

até 8,0 M é mostrado na Fig. 4, a seguir. A pressão produziu um desvio para o vermelho 

nos espectros de fluorescência em todas as concentrações de ureia, indicando aumento da 

desnaturação na presença deste agente. Os valores de centro de massa obtidos no retorno 

à pressão atmosférica foram idênticos àqueles obtidos antes da aplicação de pressão para 

todas as concentrações de ureia (dados não mostrados), indicando que o processo de 

desnaturação induzido por pressão se mostrou reversível, acentuando a validade dos 

parâmetros termodinâmicos trabalhados. Claramente se observa que o processo de 

desnaturação foi favorecido pelo aumento de pressão em presença de concentrações de 

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

emissão de fluorescência da BSA. A cada pressão foram obtidos os dados após intervalo 

de incubação de 10 minutos. Os experimentos foram realizados em triplicatas e os 

resultados da análise do desvio-padrão foram menores do que os símbolos denotados. O 

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

mostrado na inserção (detalhe superior). Todas as outras condições experimentais como 

na Fig. 1. 

 

O efeito de pressão na BSA em diferentes concentrações é mostrado na mesma Fig. 4, no 

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

é apresentado na Fig. 5.  
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globurares tais como a Ankirina (Rouget et al., 2010), onde perfis espectroscópicos de 

desnaturação muito semelhantes são verificados e aprofundadamente discutidos.  
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Figura 6 – Curvas correspondentes a lnK por pressão, nas diferentes 

concentrações de ureia, como calculado a partir de  Eq. 5. Condições experimentais como 

na Fig. 1. 

 

A pressão facilitou a desnaturação da BSA por ureia (  em todas as 

concentrações verificadas (Figs. 4 e 5). As curvas do logaritmo natural de K em função 

da pressão nas diferentes concentrações de ureia resultaram numa dependência linear em 

todos os casos (Fig. 6, acima).  





39 

 

 

de fase em torno desta concentração de solvente, em pressões até 150 MPa, resultado 

justamente das diferenças de acessibilidade do solvente na transição conformacional da 

proteína, nas diferentes combinações do par pressão e concentração do agente 

desnaturante. 

 

Novas abordagens visando à compreensão das interações proteína-desnaturante e 

dos mecanismos da desnaturação têm sido propostas por muitos autores (Schellman, 

1978, 1987 e 2003; Baskakov et al., 1999; Barrick et al., 2006). Em geral, a desnaturação 

de proteínas é tida como resultante do rompimento de um refinado balanço de forças 

existente nas interações proteína-proteína e proteína-solvente. Neste processo de 

transição entre os estados nativo e desnaturado ocorrem contribuições significativas das 

ligações de hidrogênio da cadeia peptídica, dos resíduos laterais e das regiões que passam 

a ficar expostas na proteína. O modelo teórico apresentado nesta tese se baseia no 

equilíbrio de dois estados e permitiu  a quantificação de proteínas nativas e desnaturadas. 

O modelo de equilíbrio é bastante dependente da distribuição de energias locais, do nível 

de cooperatividade envolvido no processo e até mesmo da topologia da molécula protéica 

(Barrick et al., 2008 e 2009). A desnaturação induzida por agentes como a ureia e a 

GuHCl pode geralmente ser considerada como um processo que envolve equilíbrio de 

dois estados, resultado de uma brusca transição da proteína de seu estado nativo para seu 

estado desnaturado (Pace, 1998; Latypov et al., 2007), assim como descrito para a HSA 

(Farruggia & Pico, 1999). A acumulação de conformações intermediárias neste tipo de 

transição também se relaciona com a natureza do solvente escolhido para o estudo do 

processo de desnaturação e com as condições de pH (Carra et al., 1994). No caso da 

BSA, extremos ácidos e alcalinos de pH influenciam sensivelmente a capacidade da ureia 

em desnaturar a proteína e formar estruturas intermédiárias (Sen et al., 2008). Como 

mostrado no detalhe da Fig. 4 (inserção superior), em pressões maiores que 50 MPa o 

perfil de desnaturação se tornou mais abrupto, refletindo que uma transição característica 

de dois estados se tornou ainda mais acentuada com o aumento da pressão. Na análise 

aqui apresentada, se optou por utilizar a curva de desnaturação da BSA à pressão 

atmosférica ajustando o modelo proposto, razão pela qual seria mais prático e exequível 
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simular o comportamento bifásico resultante e que se relaciona com os aspectos que 

serão discutidos e que se envolvem com a heterogeneidade. 

A presença de intermediários no processo foi sugerida por Khan et al. (1987) e  

estudos anteriores sobre a desnaturação da HSA, molécula com alto grau de homologia 

com a BSA, em processo induzido por ureia à pressão atmosférica e em pH neutro, 

revelaram um perfil de desnaturação semelhante ao observado nestsa condições 

experimentais adotadas (Tanaka et al., 1997).  

 

A desnaturação da BSA induzida sob pressão e em concentrações 

subdesnaturantes de ureia consistentemente produziu uma mudança significativa de 

volume e permitiu a obtenção da energia livre de desnaturação à pressão atmosférica 

(Fig. 8). Os valores para as menores concentrações de ureia variou entre -20 e -30 ml/mol 

de BSA, enquanto que para as concentrações de ureia maiores que 6 M foi de -36 ml/mol 

de BSA. Os efeitos da pressão são procedentes da diferença entre os volumes específicos 

do sistema constituído pela proteína (BSA) e solventes (água e agente desnaturante) na 

sua transição para a forma desnaturada. A maior parte das proteínas até hoje estudadas 

tipicamente apresentam um maior volume específico no estado nativo do que no estado 

desnaturado, devido sobretudo a presença de cavidades, ou espaços vazios, no interior da 

conformação nativa. Pressão e volume são grandezas termodinâmicas conjugadas e, pelo 

princípio de Le Chatelier, a aplicação da pressão conduz o sistema inicial ao menor 

volume final de desnaturação (Royer, 2002; Sen, et al., 2007). Como mostrado, a 

variação do volume de desnaturação foi maior nas concentrações mais elevadas de ureia.  
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  O comportamento cinético da BSA foi estudado a partir de perfis de relaxação em 

múltiplas situações de incubação obtidas para uma concentração fixa de 4,5 M de ureia. 

A Fig. 9 mostra a dependência do desvio para o vermelho do centro de massa espectral 

quando a BSA é pressurizada abruptamente da pressão atmosférica até a pressão de 250 

MPa. Se observa que após 20 minutos, a relaxação do centro de massa atingiu cerca de 

85% do máximo desvio possível no perfil de decaimento apresentado. Posteriormente, a 

comparação obtida para diferentes tempos de incubação após sucessivos acréscimos de 

pressão indicou que os resultados para tempos maiores que 10 minutos foram idênticos 

(Fig. 10), sugerindo que o processo de desnaturação atingiu seu equilíbrio cinético. Na 

Fig. 11 são mostrados os ciclos completos de compressão e descompressão sobre a 

proteína BSA nas mesmas condições anteriores, ou seja, na presença de ureia em 

concentração de 4,5 M. Observa-se que o retorno à pressão atmosférica resulta em 

recuperação quase que total da fluorescência 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 9 – Efeito da pressão sobre o centro de massa do espectro de emissão de 

fluorescência da BSA na concentração de ureia de 4,5 M. A 

solução foi pressurizada desde a pressão atmosférica até 250 MPa em 1,5 min. e depois 

sua relaxação foi acompanhada.  
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Figura 10 – Influência do tempo de incubação sobre a desnaturação induzida por 

pressão da BSA em concentração de ureia igual a 4,5 M. Os pontos não preenchidos 

representam o retorno à pressão atmosférica após a incubação. 
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Figura 11 – Ciclos completos de compressão e descompressão sobre a proteína 

BSA em ureia com concentração igual a 4,5 M. Todas as outras condições mantidas 

como na Fig.1.  
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Dependência linear do de desnaturação com  

 

 A dependência linear da energia livre de desnaturação em resposta à variação de 

concentração do solvente fornece o parâmetro m, uma constante determinada 

empiricamente e que tem tido aplicação a inúmeros sistemas proteína-solvente (Greene & 

Pace, 1974). Esse parâmetro representa a diferença na variação da energia livre 

transferida da água para uma solução padrão de 1 M de ureia num modelo onde são 

estudados diversos aspectos relacionados com a dimensão e a topologia da proteína. Tal 

modelo permite, por exemplo, analisar as mudanças que ocorrem na superfície exposta ao 

solvente na transição do processo de desnaturação (Auton & Bolen, 2005). Os parâmetros 

m foram determinados para a BSA. A partir de espectros de desnaturação descritos na 

literatura para outras proteínas monoméricas, foram igualmente calculados os tais 

parâmetros com base nos denominados “plots de Tanford”, ou seja, nas respectivas 

curvas de  destes monômeros (mostrados no Anexo I). Os valores foram 

comparados com os valores de m obtidos originalmente nos respectivos trabalhos (dados 

não apresentados) e se mostraram em concordância. Cabe ressaltar que os valores de m 

para BSA foram calculados com base nas curvas experimentais de desnaturação induzida 

por diferentes pressões e em diferentes concentrações de ureia, resultados apresentados 

na linha 1 da Tab. 1. Esta abordagem traz um aperfeiçoamento qualitativo em relação aos 

valores obtidos por medição direta da fluorescência à pressão atmosférica, como os 

verificados nos trabalhos consultados. O aprimoramento ocorre sobretudo em baixas 

concentrações de ureia, onde vem a ser mais crítica a quantificação da desnaturação e 

onde podem ocorrer desvios importantes.  

Na referida Tab. 1 se pode observar um conjunto de proteínas monoméricas que 

exibe mudanças nos seus valores de parâmetro m e refletem uma transição bifásica (m1 e 

m2). Em geral, estas proteínas apresentam maior sensibilidade à ação da ureia na fase 

final de desnaturação. Mudanças nos valores de m são geralmente atribuídos à alterações 

na conformação dos estados nativo e desnaturado (Greene & Pace, 1974). Luque et al. 

(2002) revelou que a presença de formas intermediárias pode resultar em curva com 

perfil bifásico envolvendo equilíbrio entre proteínas nativas e estruturas ainda não 

completamente desnaturadas.  
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Tabela 1 - Parâmetros m e  calculados para diferentes proteínas monoméricas. Processo de desnaturação com base nos dados 

espectroscópicos, onde c. m. = centro de massa do espectro de emissão, fl. = fluorescência a um determinado comprimento de onda 

fixado e d. c. = dicroísmo circular.      

Proteína Forma  1 
Ureia 

(M) 
 ou 2 

Ureia 

(M) 

m1 

(kJ.mol-1.M-1) 

Ureia 

(M) 

m ou m2 

(kJ.mol-1.M-1) 

Ureia 

(M)  
Método  

T 

(°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. 7,4 22 Este estudo 

HSA isômero N 4,13 2,5–4,5 7,99 5,33–7,7 2,96 2,5–4,5 3,11 5,33–7,7 fl. 7,0 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. 7,0 25 Pace, 1986 

RNase Ba nativa 1,42 0–0,8 7,24 1–4,0 1,05 1–4,0 8,14 1,0–2,7 fl. 3,0 25 Pace, 1992 

RNase Sa nativa - - 10,0 4,6–8,1 - - 4,03 2,1–3,9 d. c. 7,0 25 Pace, 1998 

RNase Sa2 nativa - - 5,98 0,9–3,9 - - 5,66 4,6–8,1 d. c. 7,0 25 Pace, 1998 

RNase Sa3 nativa - - 11,6 3,5–7 9,26 3,5–7 4,37 3,5–7 d. c. 7,0 25 Pace, 1998 

β-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 

β-Lactoglobulina nativa - - 9,05 4,6–8,1 - - 4,32 4,6–8,1 d. c. 2,0 25 Dar, 2007 

Citocromo c 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. 7,0 25 Shiu, 2008 

Lisozima nativa 1,06 1,0–4,0 11,79 4,5–8 1,22 4,5–7 5,12 4,6–7,0 fl. 2,9 25 Shiu, 2008 

Transtiretina M-TTR - - 9,89 2,0–5,0 - - 6,79 2,0–4,5 fl. 7,4 24 Babbes, 2008 
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Assim, os diferentes valores de m obtidos para BSA, na abordagem mais precisa que é 

aqui proposta, podem refletir a interação de ureia com diferentes domínios da proteína. 

Tanaka et al. (1997) relataram que o domínio III da HSA se mostrou particularmente 

sensível à desnaturação induzida por ureia. Ahmad et al. (2004) também observaram essa 

maior susceptibilidade deste domínio em uma concentração de ureia < 4,8 M, enquanto 

que os domínios I e II se mostraram sensíveis às concentrações de ureia acima de 5 M. 

Deste modo, é interessante notar que o valor de m1 aqui obtido e relatado sugere 

correspondência com às mudanças no domínio III da BSA, e o valor do m2, por sua vez,  

uma associação com as alterações nos domínios I e II. 

 

 

Dependência linear do  de desnaturação com  

 

 Conforme mencionado na Introdução, o  de desnaturação pode apresentar 

uma dependência logarítmica com a concentração de desnaturante e é, neste momento, 

retomada a discussão a partir dos perfis obtidos na Fig. 7. Um aspecto a ser inicialmente 

discutido é o fato de que uma análise mais rigorosa desta relação pode revelar que uma 

determinada resposta aparentemente linear seja apenas uma parte fragmentada de uma 

resposta na realidade não linear. Isto pode ocorrer se examinarmos um intervalo mais 

amplo de concentrações, como analogamente é mostrado na Fig. 12.
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Figura 12 – Uma função hipotética mostrando a dependência logarítmica a partir de um 

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

 

A respeito da variação do  de desnaturação com a concentração de desnaturante, 

Schellman (1987) foi bastante afirmativo em dizer que o parâmetro m resultante desta 

abordagem empírica pode sofrer alterações com a variação da concentração de desnaturante, o 

que pode ser interpretado com uma dependência não-linear. Além disso, as curvas de 
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desnaturação de algumas proteínas globulares, em determinados pHs,  quando induzidas, por 

exemplo, por temperaturas maiores e GuHCL como efetores desnaturantes agindo 

conjuntamente, podem apresentar um padrão acentuadamente não linear (Schellman, 1987; 

Ferreon & Bolen, 2004;  Kokubo et al., 2007). 

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

partir das curvas de variação de  e da Eq. 4. Na abordagem proposta, o   

corresponde a taxa de variação   e é interpretado como uma uma quantidade aparente de 

ureia que interage com a proteína BSA, a denominada estequiometria aparente. São mostrados 

valores de  em diferentes condições de pressão e em dois intervalos de concentração de ureia, 

“1” e “2”, entre 3,5 a 8,0 M. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela 2 – Taxa de variação   correspondente à inclinação das diferentes retas 

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

ureia/mol do BSA, nas fases “1” e “2” de transição e nas respectivas pressões de 0 a 250 MPa. 

 

Intervalo   Parâmetro 
Pressão (MPa) 

0 50 100 150 200 250 

1  -4,09 -5,49 -8,52 -9,14 

-10,42 -10,44 

2  
-

16,38 

-

13,04 

-

11,00 

-

10,47 

1 1 1,67 2,24 3,66 3,91 
4,25 4,26 

2 2 6,68 5,32 4,89 4,27 
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Proteína 
 

Calculado 

(kJ/mol de Proteína) 

 

Literatura* 

(kJ/mol de Proteína) 

BSA 

(presente estudo) 
7,5 7,6 

HSA 10,4 11,6 

FKBP 23,6 24,2 

RNase T1 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 Sa2 15,1 13,8 

RNase Sa3 21,7 22,1 

β-Tripsina 23,2 21,7 

IL-1Ra 27,1 28,5 

β-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  de desnaturação determinados pela metodologia para 

os diferentes monômeros a partir de seus dados espectroscópicos e os valores de  

originalmente descritos na literatura. * Referências apresentadas na Tab. 1.
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Abordagens sobre a estequiometria aparente com base na relação  

 não são amplamente utilizadas, como mencionado, devido aos 

baixos valores sistematicamente obtidos a partir da inclinação da reta resultante. Uma 

explicação para tal constatação inclui uma forte interação proteína-ureia que se esperaria 

de apenas algumas poucas moléculas (alguns mols de desnaturante) consideradas como 

sendo responsáveis pelo processo de desnaturação (Greene & Pace, 1974), tal como 

referido na Introdução. Em contraste aos valores geralmente baixos calculados para  , 

veremos que podemos obter valores maiores que 100 no processo de transição se 

considerarmos a presença da heterogeneidade, característica implícita ao estado 

desnaturado das proteínas. O perfil bifásico para BSA e várias outras proteínas (Tab. 1) 

também será discutido adiante. 

 

 

Populações heterogêneas 

 

Do ponto de vista da formação de espécies intermediárias, sua própria existência, 

em principio, não romperia com a característica de linearidade da curva de 

. A despeito dos aspectos de não idealidade envolvidos num conjunto 

de interações entre ligantes tais como as existentes entre as moléculas de soro albumina 

(A) e a ureia (U), um suposto equilíbrio com duas estequiometrias aparentes numa 

sequência de reações, com constantes de equilíbrio K1 e K2, como no esboço das Eqs. 

(10) e (11), corresponderia, mesmo assim, à apenas uma reação com estequiometria 

aparente resultante do produto K1.K2  

 

                                                   (10) 

 

                           (11) 
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Assim, se partiu para explicações alternativas que pudessem descrever a curva bifásica 

obtida. Com uma combinação contendo 84,4% de espécies com lnK = -13,22 e 15,6% das 

espécies com lnK = 0,57 (Fig. 14, destaque superior) foi possível obter o ajuste da curva 

experimental (Fig. 14) com  valores de 1,65 e 6,67, respectivamente para 1 e 2, 

considerando, deste modo, a possibilidade da ocorrência de uma heterogeneidade 

populacional em relação à energia livre de desnaturação. Com respeito às estequiometrias 

aparentes, foram então feitas algumas considerações, tais como a de uma população 

heterogênea 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 proteínas tendem a ter maior área de superfície exposta ao solvente e 

consequentemente um maior número de sítios de ligação (Greene & Pace, 1974). Nesta 

configuração, estudos anteriores ainda revelaram vários aspectos da interação proteína-

ureia, como por exemplo, o efeito solubilizador da ureia em interação com os grupos 

apolares da cadeia peptídica, a formação de fracas ligações de hidrogênio, e ainda o 

interfaceamento da molécula de água com as regiões confinadas do núcleo hifrofóbico 

das proteínas (Stumpe et al., 2007). Interpretando que o  de desnaturação para a 

transição de denaturação de 3,5 a 8 M de ureia se situe em torno 7,0 kJ/mol de proteína, o 

que vem a ser um padrão de estabilidade da forma nativa comparável ao da BSA neste 

estudo, e ainda que a partir de curvas de desnaturação por solvente se pode estimar uma 

energia média de interação entre as moléculas de proteína e ureia em torno de 50 J/mol de 

ureia, um número total de moléculas de ureia (teórico, simbolizado aqui por *) a ser 

considerado para as simulações convergiria a um valor de 140 mol/mol de proteína. 

Partindo deste número, foi então examinada a distribuição de  e lnK para 14 

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

 

A curva resultante foi ajustada à curva experimental subestimando, 

consistentemente com o esperado, os valores experimentais para a estequiometria 

aparente (Fig. 14). Para quatro das espécies não foi considerada nenhuma contribuição 

(ocorrência fracionária igual a 0%) e um número total efetivo resultante vem a ser o de 10 
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Os dados experimentais para a energia livre de desnaturação à pressão 

atmosférica como função de ln[U], mostrados na Fig. 14 são os determinados a partir das 

curvas lnK versus pressão P  da Fig. 6.  

 

 

Espécie lnK 
Ocorrência 

relativa 
Espécie lnK 

Ocorrência 

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 – Distribuição das 10 diferentes espécies da proteína para a energia livre 

de desnaturação mostrada na Fig. 14. Aqui,  lnK = -343,80 + 14,75 n, onde n varia de 0 a 

13, correspondendo às espécies de A a N. 

 

Os coeficientes angulares das curvas obtidas (determinados usando a Eq. 4) 

produziram os valores aparentes relacionados à desnaturação de ureia: 1,68 e 6,67 mol de 

ureia/mol de BSA, para cada parte da curva. É interessante observar que processos 

independentes que envolvem uma combinação de reações e equações podem também 

produzir curvas semelhantes às obtidas experimentalmente. A combinação de processos 

individuais numa reação global geraria uma constante de desnaturação igualmente global, 

e essa constante refletiria a soma de uma série de valores individuais fornecendo um 

único valor de coeficiente estequiométrico aparente . 

 

Como mostrado na figura a seguir (Fig. 15), houve convergência para o número 

de espécies de BSA, refletindo valores mais elevados de estequiometria aparente de ureia. 
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Estados nativo e desnaturado 

 

A conformação nativa enovelada pode ser classificada como possuindo uma 

configuração única, resolvida em detalhes através de sua estrutura cristalizada. Tal 

conformação possui um certo grau de flexibilidade, podendo em geral ser entendida 

como um macro estado obtido de um número finito de micro estados. Por outro lado, o 

estado desnaturado de uma proteína apresenta como importante propriedade sua enorme 

heterogeneidade e uma quantidade amplamente maior de micro estados na sua 

conformação, comparativamente à proteína no seu estado nativo (Weber & Dickamer, 

1983). Idealmente, a proteína completamente desnaturada, como por exemplo na 

presença de altas concentrações molares de ureia e sob alta pressão, possui conformação 

denominada “randon coil”, ou seja, aquela na qual a rotação sobre cada ligação química 

da cadeia polipeptídica é independente de todas as outras ligações, sendo determinada 

apenas pela estereoquímica local da cadeia (Ferreon et al., 2004). Tal fato exigiria que os 

contatos fossem estritamente balanceados pelas interações entre o polipeptídeo adjacente 

e o solvente, no caso, a solução aquosa de ureia (Pace, 1986; Egan et al., 1993). Acontece 

que há um número grande de conformações possíveis que possam estar presentes em 

qualquer proteína em seu estado desnaturado e, a esse respeito, a interpretação das 

observações experimentais sobre o processo de desnaturação considera a existência de 

uma população heterogênea. O fenômeno da heterogeneidade na conformação 

desnaturada é fortemente atribuído à mistura de moléculas com isômeros cis e trans de 

cada ligação de peptídeo que precede um resíduo de prolina (Brandts et al., 1975). Na 

forma nativa, cada ligação deste tipo é cis ou trans em essencialmente todas as moléculas, 

enquanto que no estado desnaturado, há um equilíbrio entre estes isômeros que constitui a 

população heterogênea, tal que é intuitivo pensar que devam existir diferentes caminhos 

pelos quais as proteínas verdadeiramente se enovelam ou se desnaturam. A maior 

compreensão sobre estes caminhos nos traz informações sobre como uma concentração 

nativa enovelada pode ser prevista, estimada, manipulada e simulada, contribuindo com 

futuras investigações na área de bioquímica de proteínas, com crescente potencial de 

convergência biotecnológica e biomédica. 

 



60 

 

 

Análise complementar: resultados para a SNase 

  

O total de interações de uma proteína com o solvente deve ser entendido como 

formado de um grande número de pequenas interações envolvendo toda sua diversificada 

superficie, constituída de grupos polares, apolares, aromáticos e alifáticos (Schellman, 

1994). Diante deste mosaico químico que se constitui a molécula protéica, ganha 

importância o aprofundamento na comparação realizada dos dados obtidos 

experimentalmente com as informações sobre as proteínas monoméricas da literatura. O 

valor médio do peso molecular dos monômeros da Tab. 1 é em torno 14,7 kDa. Do ponto 

de vista de suas dimensões, 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 proteína 

com peso molecular consideravelmente superior a este valor médio. Ainda, a distribuição 

destes valores se situa toda abaixo de 19 kDa. Outro aspecto é com relação ao  de 

desnaturação. A amplitude média destes valores para os monômeros analisados é de em 

torno de 19,9 kJ/mol de proteína, um valor quase 3 vezes maior que o da BSA, que é de 

7,5 kJ/mol de proteina. Tais diferenças sugeriram a busca por um conjunto de dados 

complementares que permitissem uma comparação um pouco mais direta com as 

informações da Tab. 1 e uma posterior análise de eventuais pontos de tensão na 

abordagem conceitual proposta. Pensou-se num sistema que viesse a possibiltar, 

futuramente, uma modulação energética e conformacional e que possuísse uma 

determinada plasticidade para correlações sobre a aplicação da abordagem da 

heterogeneidade observada para a BSA. 

O conjunto de mutantes da proteína monomérica nuclease Staphylococcal 

(SNase), de peso molecular de 16 kDa, há anos vem sendo estudado pelas equipes da 

Dra. Cattherine A. Royer e do Dr. Bertrand Garcia-Moreno, havendo, assim, uma 

quantidade significativa de informação sobre estes sistemas, passíveis de cruzamentos. 

Diante disso, em meu período de estágio de doutorado no CBS, foi realizado um estudo 

termodinâmico complementar do processo de desnaturação a partir do mutante ∆+PHS 

I92A da SNase em presença de pressão e GuHCl como agente desnaturante. A SNase 

possui massa molecular, tamanho e níveis de estabilidade mais próximos aos das 

proteínas monoméricas obtidas da literatura para estudo comparativo realizado com a 
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BSA. Foram conduzidos estudos de desnaturação sob pressão de até 300 MPa da proteína 

na presença de GuHCl e obtidos alguns primeiros parâmetros termodinâmicos tais como 

o ΔG, ΔV, o parâmetro m e coeficiente estequiométrico aprente  para a proteína. O 

agente desnaturante GuHCl apresenta as mesmas características caotrópicas da ureia, 

apenas com um poder desnaturante em média 2 vezes maior. 

 

O variante I92A fora produzido a partir da versão hiperestável da ∆+PHS da 

SNase, comparável à versão “wild type” desta molécula, com o objetivo de se criar 

cavidades no interior da proteína. A SNase ∆+PHS I92A possui substituições do resíduo 

Ile (I), pertencente originalmente ao seu núcleo hidrofóbico na posição 92 da sequência, 

por Ala (A), igualmente apolar mas de menor dimensão. Igualmente à BSA, a 

monitorização da desnaturação foi realizada a partir do seu Trp.  São apresentados os 

perfis de desnaturação da SNase, Figs. 16(a) e (b) e 17, onde se observam os efeitos da 

pressão e do GuHCl sobre os espectros de emissão de fluorescência do Trp e sobre o 

centro de massa, respectivamente. Os dados são representados sem a normalização 

trabalhada para a BSA e se nota claramente a diminuição da intensidade de fluorescência 

com os aumentos de pressão, resultado atribuído principalmente à presença de um 

número muito grande de grupos supressores presentes próximos ao fluoróforo Trp-105. 

Tal consequência efetivamente não 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 concentrações de 1,4 e 1,6 M de GuHCl e no extremo superior de 

pressão 300 MPa. A definição de platôs mais estáveis permitiram que estes registros 

obtidos pudessem ser em seguida tratados, igualmente à luz do modelo de dois estados, 

diretamente pelo programa BioEQS (Royer et al., 1992; Rosales & Royer C.A., 2008), 

um algorítmo que aproxima e fornece mais diretamente resultados de parâmetros 

termodinâmicos de estabilidade da proteína, tais como m e . 
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Figura 16 - Evolução dos espectros de emissão de fluorescência do triptofano na  

SNase ∆+PHS I92A em concentrações de GuHCl 1,4 M, 1,6 M e 2,2 M e em pressões até 

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

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

pressão, foram obtidos os dados após incubação de 40 minutos. A concentração de SNase 

I92A foi de 100 µM em 50 mmol/L de tampão Tris-HCl, pH 7,0 e temperatura de 18 °C.  
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Figura 17 (a) -  Representação do efeito da pressão e GuHCl sobre o centro de 

massa do espectro de emissão de fluorescência (em comprimento de onda) da SNase 

∆+PHS I92A. (b) - Efeito da concentração do GuHCl sobre a energia livre de Gibbs de 

desnaturação da SNase ∆+PHS I92A. Curvas obtidas a partir dos dados experimentais 

com base nos dados da figura 16 e em utilização do programa BioEQS. 
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O resultado na curva de fornece valores calculados 

para o parâmetro m de 4,1 kJ/mol-1.M-1 e coeficiente  de 8,2 mol de GuHCl/mol de 

SNase ∆+PHS I92A. De um modo geral, o estudo conduziu a resultados de ΔG de 

desnaturação de em torno de +31 kJ/mol de proteína e de ΔV entre -58 e -89 ml/mol de 

proteína, valores que demonstram alta estabilidade da estrutura nativa, em comparação 

aos resultados de BSA. São mostradas apenas as três primeiras concentrações 

trabalhadas. Apenas com o prosseguimento da obtenção destes valores, trabalhando-se 

em um maior intervalo de concentração da GuHCL, é que se permitiria inferir sobre um 

caracter predominantemente bifásico ou monofásico, mas, de forma interessante, já se 

verificam valores bastante compatíveis com a magnittude dos resultados obtidos para 

BSA e que são apresentados na Tab. 1, destacando assim a precisão trabalhada que 

balizou as simulações sobre a  heterogenidade.  

Uma panorama interessante que se estabelece em relação a estes resultados 

obtidos é a possibilidade de análise dos dados cristalográficos da molécula de SNase 

conjuntamente com simulações de dinâmica molecular (MD), através do programa 

McVol (Till & Ullmann, 2009). Neste contexto, pode ser possível 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  

visualização das moléculas de água que venham a circundar a estrutura da SNase, em 

suas cavidades, a partir de simulações de minimização e maximização de energia sob 

acréscimos de pressão e que ocorrem durante a transição de desnaturação (Schuler, 

2002). Numa análise mais detalhada, e que consta de um manuscrito em preparação junto 

ao grupo do CBS, se pretende demonstrar que a substituição de um simples aminoácido 

como a Ile em posição crítica de seu centro hidrofóbico pode resultar em drástica 

alteração do grau de hidratação do seu denominado conjunto de estado de transição 

(TSE). Melhor aprofundamento ainda vem sendo feito na interpretação destes resultados, 

com o estudo junto a outros mutantes da SNase e, muito embora os dados ainda não 

sejam conclusivos em relação à heterogeneidade, demonstram ser bastante promissores 

no sentido de se quantificar um  do agente desnaturante num processo de desnaturaçao 

de proteínas que envolve aspectos simuláveis por MD. 
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Demais possibilidades. Algumas perspectivas a partir de outras técnicas biofísicas 

 

A passagem do estado nativo da proteína para sua conformação desnaturada 

implica mudanças estruturais que podem auxiliar a elucidar o mecanismo do 

desenovelamento. Assim, passa a ser muito informativo o estudo da dinâmica 

conformacional do processo de desnaturação. 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 possível aplicação, vem a ser o uso das técnicas de 

detecção de moléculas individuais (SMD), que permitem obter detalhes originalmente 

não totalmente acessíveis à utilização isolada de técnicas mais convencionais de 

detecção, como no caso do uso de métodos baseados no estado estacionário. Pode ser 

possível detectar os diferentes passos da transição de um estado ao outro da proteína, o 

surgimento de mecanismos múltiplos e a acumulação de conformações protéicas com 

pequenas quantidades ou tempos de vida curtos (Haustein & Schwille, 2004). Nesse 

sentido, uma extensão interessante à tese pode vir a ser o estudo da dinâmica de 

desnaturação de proteínas monoméricas utilizando as técnicas de fluorescência temporal. 

Do mesmo modo, se vislumbra a possibilidade de se caracterizar a heterogeneidade da 

transição em diferentes concentrações de agentes desnaturantes, como aqui proposto, mas 

também em condições de interações com prótons, variando-se o pH da solução. Pode–se 

assim obter um aumento dos níveis de certeza quanto à abordagem adotada para a BSA. 

No caso das técnicas de SMD, um microscópio de excitação a laser alternante (ALEX), 

de alta resolução temporal, pode ser utilizado em combinação com a detecção de 

transferência de energia de fluorescência (FRET). Após a fixação de elementos 

fluoróforos à proteína (extrínsicos), é medida a eficiência da transferência de energia 

entre o par de fluoróforos doador e receptor, onde o cálculo da distância entre os dois 

pode fornecer informação de resolução espacial sobre as mudanças de conformação das 

moléculas durante o processo de desnaturação (Deniz et al., 2000; Schuler et al., 2002; 

Saxena et al., 2008). Transformações na presença de desnaturante e em diferentes pHs 

também podem ser detectadas através de alterações em parâmetros tais como o raio 

hidrodinâmico da proteína e através das correspondentes mudanças no coeficiente de 
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difusão (Konstantin et al., 1999), com protocolos de investigação a partir da técnica de 

espectroscopia de correlação de fluorescência (FCS).  

A partir da uma investigação com modelo de transição de multi-estados para as 

proteínas monoméricas, complementarmente aos estudos de alta pressão em modelo de 

transição de dois estados aqui desenvolvido, pode ser possível a caracterização das 

proteínas monoméricas com um nível de detalhe ainda maior. 

 

 

CONCLUSÃO 

  

             O efeito da desnaturação induzida por pressão sobre a BSA foi estudado em 

diferentes concentrações de ureia e a combinação destes dois efetores intensificou o 

processo de transição entre os estados nativo e desnaturado. Os resultados para a 

desnaturação da BSA sob diferentes pressões em concentrações subdesnaturantes de ureia 

puderam ser extrapolados para a pressão atmosférica e foram capazes de fornecer maior 

precisão aos dados obtidos. Além disso, as curvas de versus  no modelo 

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

desnaturação a partir das curvas de versus . Embora se tratando de uma proteína 

monomérica, foi verificado um carácter bifásico nas duas curvas obtidas, o que enfatiza 

as diferentes sensibilidades da proteína diante da ação da ureia, em etapas de baixa e alta 

concentração deste solvente, e a ocorrência de heterogeneidade. Tal natureza monomérica 

da BSA e a magnitude das estequiometrias encontradas no processo de sua desnaturação 

demonstram mesmo existir uma interferência limitada da ureia e pressão sobre o processo 

de dissociação, anteriormente verificado em trabalho publicado pelo laboratório sobre o 

TMV, uma molécula oligomérica de dimensões muito maiores. O estudo comparativo da 

BSA com demais proteínas monoméricas descritas na literatura, e complementarmente 

com ensaios preliminares com a variante I92A do monômero SNase ∆+PHS, indica que a 

abordagem aqui utilizada pode vir a ter aplicação ao estudo das interações solvente-

proteína. A investigação dos efeitos de vaiação de pH pode adicionalmente melhorar o 

entendimento sobre a desnaturação da BSA sob pressão e ureia. Um outro ponto é que a 



67 

 

 

heterogeneidade que explica os resultados quantitativos das curvas de desnaturação da 

proteína vem a ser suscetível à análises posteriores através de técnicas especiais de 

fluorescência, a partir de adequações quanto a escala de tempo do fenômeno de transição, 

e de simulações por MD baseadas em algortímos como por exemplo o MCVol. 

           Com uso apropriado, a abordagem utilizada para o estudo da desnaturação da BSA 

monomérica deve permitir uma melhor avaliação da energia livre e de diversos outros 

parâmetros termodinâmicos que podem ser controlados e assim permitir que se aprimore 

a compreensão a respeito dos mecanismos de desnaturação e da estabilidade em 

proteínas. 
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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  of denaturation 
versus ln 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  (denaturant 
concentration) or . 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  of denaturation versus , i.e., that 

this discrepancy is based on the heterogeneity of the  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 MΩ resistance). Unless stated 
otherwise, the experiments were done at 5 oC in 100 mM Tris-HCl buffer, pH 7.0. 
Ultrapure urea and essentially fat-free BSA were obtained from Sigma.  
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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 ( ) at all concentrations tested (Fig. 2C). Pressure 

also induced the transition from a biphasic to a monophasic curve (  versus ; 

Fig. 3).  
 
Linear dependence of the  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  versus , known 
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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-HCl buffer, pH 7.4, at 22 oC.  
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  (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

.  
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 (  −0.57, for population with an occurrence of 15.6%) 
and 6.67 (  −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  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  to , where  corresponds to the 
increment in  for each population.  
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