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RESUMO 

Título: Caracterização Termodinâmica de Reações de Nitrosação e Interações Protéicas por 

Titulação Calorimétrica Isotérmica. 

 

Autor: Rogério Côrte Sassonia. 

 

Orientador: Prof. Dr. Marcelo Ganzarolli de Oliveira. 

 

Palavras chave: titulação calorimétrica isotérmica, caracterização termodinâmica de interações 

químicas, reação de nitrosação, interações proteína-proteína, domínio EF-hand. 

 

Este trabalho apresenta os resultados da aplicação da titulação calorimétrica isotérmica na 

caracterização termodinâmica de reações de S-nitrosação de tióis e de interações proteína-

proteína e proteína-íon. Foram estudadas as reações de S-nitrosação da N-acetil-L-cisteína 

(NAC), L-cisteína (CYS), L-glutationa (GLU) e do ácido mercaptosuccínico. Também foram 

avaliadas as interações entre a proteína sinalizadora Shc (Src homology collagen-like) e as 

proteínas glutationa S-transferase (GST) e a ciclofilina A (CypA) e a interação entre a região C-

terminal da proteína humana EFHC1 (EFHC1-C) com íons Ca2+ e Mg2+. Os valores da variação 

de entalpia revelaram que a S-nitrosação é um fenômeno exotérmico e ocorre com diminuição de 

entropia. Estes dados termodinâmicos revelam que as reações de S-nitrosação investigadas são 

entalpicamente dirigidas a 25 oC (1 atm) e possuem valores semelhantes de variações de entalpia, 

entropia e energia livre, apesar das diferenças entre as estruturas químicas dos tióis. Verificou-se 

que a proteína EFHC1C liga-se tanto a íons Ca2+ quanto Mg2+ numa estequiometria de 1:1, com 

afinidades definidas por diferentes contribuições entálpicas e entrópicas. Este dado confirmou a 

existência de um suposto domínio EF-hand ligante de Ca2+ na porção C-terminal previsto pela 

seqüência primária da EFHC1C. Por outro lado, a EFHC1C perde sua capacidade de interação 

com íons Ca2+ e Mg2+ em solução sem 1,4-ditiotreitol (DTT), provavelmente, devido à formação 

de dímeros. A ausência de sinais térmicos de ITC mostrou que nem a proteína GST, nem a 

proteína CypA interagem com a proteína Shc nas condições experimentais usadas. 
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ABSTRACT 

Title: Thermodynamic Characterization of the Nitrosation Reactions and Protein Interactions by 

Isothermal Titration Calorimetry. 

 

Author: Rogério Côrte Sassonia. 

 

Adviser: Prof. Dr. Marcelo Ganzarolli de Oliveira. 

 

Keywords: isothermal titration calorimetry (ITC), thermodynamic characterization of chemical 

interactions, nitrosation reaction, protein-protein interactions, EF-hand motif. 

 

This work presents the results of isothermal titration calorimetry application in the 

thermodynamic characterization of thiol nitrosation reactions, protein-protein and protein-ion 

interactions. The S-nitrosation reactions of N-acetyl-L-cysteine (NAC), L-cysteine (CYS), L-

glutathione (GLU) and acid mercaptosuccinic were studied. The interactions of the signaling 

protein Shc (Src homology collagen-like) with glutathione S-transferase (GST) and ciclofilina A 

(CypA) and of the EF-hand motif from human EFHC1C with Ca2+ and Mg2+ ions were also 

evaluated. Enthalpy change values revealed that the S-nitrosation reaction is an exothermic 

phenomenum associated to a decrease in entropy. These thermodynamic data show that the S-

nitrosation reactions investigated are enthalpically driven at 25 oC (1 atm) and have similar 

enthalpic, entropic and free energy change values, despite the differences among the chemical 

structures of the thiols. It was verified that the EFHC1C protein binds to both Ca2+ and Mg2+ ions 

in a 1:1 stoichiometry with affinities defined by different enthalpic and entropic contributions. 

These data confirmed the presence of a putative EF-hand Ca2+-binding motif at the C-terminal 

portion as expected by the primary sequence of EFHC1C. On the other hand, EFHC1C losses its 

ability to interact with Ca2+ and Mg2+ions in solution without 1,4-ditiotreitol (DTT) likely due to 

protein dimerization. The absence of ITC thermal signals showed that neither GST nor CypA 

interact with the Shc protein in the experimental conditions used. 
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Figura 1.1: Registro gráfico típico de uma titulação calorimétrica isotérmica. 
 

Cada pulso (sinal térmico) mostrado na Figura 1.1 indica o momento da 

adição de um volume conhecido do titulante contido em uma seringa no titulado 

contido na cela calorimétrica. 

 

1.1.2 - Método de Detecção do Calor 

A maior parte dos calorímetros de titulação isotérmica é baseada na 

metodologia de compensação de energia, principalmente, aqueles usados no estudo 

de sistemas biológicos3. A Figura 1.2 mostra o diagrama esquemático característico 

de um calorímetro de compensação de energia. As vantagens deste sistema incluem 

um tempo de resposta rápido, elevada sensibilidade e a necessidade de 

relativamente pouca quantidade de amostra. O calorímetro de compensação de 

energia é composto por duas células equivalentes com o formato de “pirulito” 

envoltas por uma cobertura adiabática3. A temperatura de cada célula é monitorada 

e mantida constante através de um ciclo eletrônico de retroalimentação que controla 
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1.2 - APLICAÇÕES DA TITULAÇÃO CALORIMÉTRICA 

ISOTÉRMICA NA CARACTERIZAÇÃO DE INTERAÇÕES 

MOLECULARES 

A titulação calorimétrica isotérmica tem contribuído para a elucidação das 

características energéticas da formação de complexos moleculares relacionados às 

mais diversas áreas do conhecimento. Destacam-se as ciências biológicas e as 

ciências dos materiais. Abaixo são descritos exemplos da aplicação da titulação 

calorimétrica isotérmica nestas duas importantes áreas do conhecimento humano. 

 

1.2.1 - Exemplos da Aplicação da Titulação Calorimétrica 

Isotérmica nas Ciências Biológicas 

O número de estruturas cristalinas de complexos de biomoléculas com alta 

resolução tem crescido rapidamente e há um grande número de bases de dados que 

descrevem a complementaridade das superfícies de interação destes complexos, o 

que inclui a descrição precisa da orientação dos grupos responsáveis pela interação 

em cada componente do complexo. Estes dados, embora estáticos, permitem 

compreender detalhadamente o modo como as biomoléculas interagem, contudo, 

não se compreende, do mesmo modo, as causas destas interações1. 

Por esta razão, a compreensão dos complexos formados por biomoléculas 

exige o relacionamento das suas características estruturais às características 

termodinâmicas relacionadas a sua formação. Racionalizar esta relação tem sido 

tarefa difícil, apesar do desenvolvimento teórico promissor e da grande quantidade 

de dados experimentais acumulados. O tamanho das biomoléculas é uma das 

características importantes na descrição do seu comportamento. Proteínas e ácidos 

nucléicos devem ser considerados como sistemas macroscópicos individuais 

cercados por moléculas de solvente.40 Eles se comportam de modo cooperativo e, 
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freqüentemente, sofrem mudanças estruturais durante as interações químicas que 

participam. Por exemplo, um domínio protéico responsável pela ligação com DNA 

pode apresentar estrutura irregular na proteína livre e adquirir estrutura regular após 

sua interação com o DNA41. 

Alguns exemplos da aplicação da titulação calorimétrica isotérmica no 

estudo da desnaturação de proteínas e na compreensão da causa da formação de 

complexos entre biomoléculas estão descritos abaixo. 

 

1.2.1.1 - Caracterização da Desnaturação Reversível de Proteínas 

Entre as doenças neurodegenerativas cujo mecanismo envolve a agregação 

de proteínas e a formação de corpos de inclusão estão as doenças de Alzheimer, 

Parkinson, Huntington e a encefalopatia espongiforme transmissível42. 

Recentemente, a caracterização termodinâmica da formação de fibrilas amilóides 

de β2-microglobulinas por titulação calorimétrica isotérmica foi relatada na 

literatura por Kardos e colaboradores43. Deve-se destacar que a estratégia usada 

neste trabalho pode ser usada no estudo da formação de amilóides em outros 

sistemas protéicos. 

A titulação calorimétrica também foi aplicada na caracterização da 

desnaturação da creatina quinase do músculo de coelho (MM-CK). A dosagem no 

sangue da enzima creatina quinase é amplamente utilizada para diagnosticar e 

monitorar o infarto do miocárdio em humanos e avaliar lesões no músculo 

esquelético de animais44. Liang e colaboradores45 verificaram que a desnaturação 

da MM-CK induzida por ácido é entalpicamente dirigida a 15 oC e torna-se 

entropicamente dirigida em temperaturas mais altas ( 25 oC , 30 oC e 37 oC). Nota-

se que a variação da energia livre devido à desnaturação da MM-CK induzida por 

cloreto de guanidina (+ 6,24 kcal / mol) é duas vezes maior do que aquela induzida 

por ácido (+ 3,37 kcal / mol). Outras aplicações da titulação calorimétrica 
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isotérmica na caracterização energética da desnaturação de proteínas foram 

descritas recentemente por Yi Liang46. 

 

1.2.1.2 - Caracterização das Interações Protéicas 

Atualmente, a titulação calorimétrica isotérmica pode ser aplicada na 

avaliação de quaisquer processos que envolvam proteínas. Dentre estas aplicações 

estão a avaliação da interação entre proteínas e moléculas pequenas, DNA4, RNA47, 

48, carboidratos e a determinação de parâmetros termodinâmicos e cinéticos de 

reações enzimáticas. 

O ácido ferúlico é um composto fenólico com atividade farmacológica 

encontrado na parede celular de plantas. Yang e colaboradores49 caracterizaram a 

interação do ácido ferúlico com o citocromo c bovino. Eles identificaram que a 

interação é entalpicamente favorável e ocorre com ganho de entropia. Medidas 

realizadas por calorimetria exploratória diferencial e dicroísmo circular mostraram 

que a interação entre o citocromo c e o ácido ferúlico aumenta a estabilidade 

térmica do citocromo c. 

O uso da titulação calorimétrica isotérmica no estudo das reações 

enzimáticas constitui uma área promissora de pesquisa. A avaliação calorimétrica 

da fosforilação da glicose pelas isozimas de levedura Hxk1 e Hxk250 é um exemplo 

da aplicação da titulação calorimétrica na caracterização termodinâmica e cinética 

de reações enzimáticas. Dentre os resultados obtidos neste trabalho, uma diferença 

significativa na variação da entalpia de reação entre estas enzimas indicou 

diferenças entre seus mecanismos de atuação, por exemplo, devido à outra reação 

de fosforilação paralela. Verificou-se também que um único próton foi liberado 

durante a fosforilação da glicose tanto pela atuação da Hxk1 como pela Hxk2. 
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1.2.1.3 - Caracterização das Interações entre Proteínas e Íons 

O uso da titulação calorimétrica isotérmica na caracterização termodinâmica 

da interação entre proteínas e íons é particularmente útil51. Os estudos descritos 

abaixo demonstram como a titulação calorimétrica foi usada para determinar a 

estequiometria, a constante de equilíbrio e as variações de entalpia e entropia destas 

interações. Alguns estudos descrevem também a determinação da variação da 

capacidade calorífica e do número de prótons trocados na interação por titulação 

calorimétrica isotérmica. 

Algumas proteínas facilitam a entrada de íons na célula e são conhecidas 

como proteínas facilitadoras da difusão de cátions (CDF – cation diffusion 

facilitator). Certos membros desta família transportam Zn2+, íon necessário para a 

atividade catalítica de inúmeras metaloproteínas52. Wei e Fu53 caracterizaram a 

interação entre a proteína transportadora YiiP e três íons do grupo 12 da tabela 

periódica, a saber, Zn2+, Cd2+ e Hg2+. Os parâmetros termodinâmicos determinados 

foram diferentes para cada íon avaliado, o que pôde ser relacionado a uma 

“assinatura termodinâmica” característica da interação destes íons com os sítios de 

interação da YiiP. A relação das características químicas dos íons avaliados e dos 

valores dos parâmetros termodinâmicos medidos trouxeram novos conhecimentos 

sobre o mecanismo envolvido no reconhecimento molecular dos sítios de interação 

das proteínas facilitadoras da difusão de cátions e, em particular, da proteína YiiP. 

O papel relevante da reorganização das moléculas de água na interação entre 

proteínas e íons tem sido destacado em vários trabalhos na literatura54 55. Dentre 

estes trabalhos está a caracterização termodinâmica de domínios protéicos que 

ligam íons zinco conhecidos como “dedos de zinco”56. Estes domínios consistem de 

aproximadamente 30 aminoácidos e possuem duas fitas β anti-paralelas (formando 

uma folha β) e uma α-hélice. Surpreendentemente, a afinidade por íons zinco do 

“dedo de zinco” derivado da proteína humana ZFY praticamente não sofreu 
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alteração após um resíduo de fenilalanina ser substituído por leucina devido à 

compensação entálpica-entrópica. Os autores propõe que diferenças na 

reorganização do solvente poderiam ser responsáveis pela compensação entálpica-

entrópica verificada. 

Outras aplicações da titulação calorimétrica isotérmica na caracterização 

termodinâmica da interação entre proteínas e íons foram descritas recentemente por 

Wilcox51. 

 

1.2.1.4 - Outras Aplicações 

Dentre as outras aplicações da titulação calorimétrica isotérmica nas ciências 

biológicas destaca-se o desenvolvimento de novos fármacos. As características 

termodinâmicas da interação entre um fármaco e sua molécula alvo revelam as 

contribuições entálpica e entrópica da variação da energia livre do processo de 

interação e indicam a natureza da força motriz responsável pela formação do 

complexo. A especificidade e as propriedades farmacológicas podem ser diferentes 

para fármacos que apresentam constantes de equilíbrio semelhantes em relação a 

uma molécula alvo. Nestes casos, as diferenças das propriedades podem decorrer 

dos valores diferentes das variações de entalpia e entropia de cada interação. 

Jonathan B. Chaires apresenta algumas estratégias usadas no desenvolvimento de 

novos fármacos a partir destas informações57. 

As contribuições entálpicas estão geralmente associadas a força da ligação do 

fármaco com seu sítio de interação (ligações hidrogênio, interações de van der 

Waals) em relação as interações com as moléculas do solvente. Por sua vez, as 

contribuições entrópicas decorrem em geral da significativa redução do número de 

moléculas de água de hidratação dos grupos polares e apolares da superfície de 

interação na formação do complexo. A Figura 1.6 mostra o perfil termodinâmico 
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dos inibidores de protease de HIV de primeira geração, a saber, indinavir, 

nelfinavir, saquinavir, e ritonavir e o KNI-764 de segunda geração. 

 

 

Figura 1.6: Otimização entálpica dos inibidores de protease de HIV. Perfil 

termodinâmico dos inibidores de protease de primeira geração (ritonavir, 

saquinavir, nelfinavir e indinavir) e segunda geração (KNI-764) (figura adaptada da 

referência 57). 

 

A contribuição entrópica para todos os fármacos de primeira geração é 

predominante. Três dos quatro exemplos citados têm variação de entalpia 

desfavorável (saquinavir, nelfinavir e indinavir). As diferenças do perfil energético 

de interação da nova geração dos inibidores de protease de HIV são apresentadas 

na Figura 1.6 com o exemplo do KNI-764. A constante de interação do KNI-764 é 

maior comparada aos inibidores de primeira geração. Destaca-se, ademais, que a 

energia livre decorre quase igualmente das contribuições entálpica e entrópica. 

A análise do perfil termodinâmico de uma série de inibidores de protease de 

HIV indicou que constantes de associação grandes estão associadas a interações 

entalpicamente favoráveis. Esta observação deu origem ao termo otimização 

entálpica58. 
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1.2.2 - Exemplos da Aplicação da Titulação Calorimétrica 

Isotérmica nas Ciências dos Materiais 

A titulação calorimétrica tem contribuído também para a determinação das 

características termodinâmicas relacionadas à formação de inúmeros complexos 

supramoleculares nas ciências dos materiais com destaque para a ciência dos 

polímeros59, colóides e nanotecnologia. A seguir são descritos exemplos da 

aplicação da titulação calorimétrica isotérmica nestas áreas do conhecimento. 

 

1.2.2.1 - Caracterização da Formação de Complexos de 

Ciclodextrina 

Ciclodextrinas são oligossacarídeos cíclicos formados por unidades α-1,4-D-

glicopiranose e são obtidas a partir da degradação do amido pela enzima 

glucosiltransferase60. As ciclodextrinas caracterizam-se por apresentar superfície 

externa hidrofílica e uma cavidade interna lipofílica. Estas características químicas 

permitem que estas últimas sejam usadas para aumentar a solubilidade de 

substâncias pouco solúveis em água uma vez que podem admitir moléculas 

hóspedes no interior da sua cavidade. A Figura 1.7 mostra a formação de 

complexos de ciclodextrina contendo moléculas hóspedes de interesse 

farmacêutico. 
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Figura 1.7: Formação de complexos de ciclodextrina e moléculas de interesse 

farmacêutico60. 

 

O conhecimento das constantes de equilíbrio e das variações de entalpia e 

entropia envolvidas no fenômeno da inclusão de moléculas hóspedes na cavidade 

de ciclodextrinas desempenha um papel importante no entendimento das causas 

deste fenômeno61. Neste aspecto, a titulação calorimétrica isotérmica é uma das 

técnicas mais sensíveis usadas na caracterização termodinâmica do fenômeno de 

inclusão. Para isto, alíquotas de uma solução concentrada de ciclodextrina são 

adicionadas a uma solução da molécula hóspede contida na cela calorimétrica. Em 

alguns casos, os resultados da titulação calorimétrica indicam que cada molécula de 

ciclodextrina aloja em sua cavidade uma única molécula hóspede62, 63, 64. Muitos 

casos, contudo, não permitem estabelecer uma estequiometria definida para o 

complexo formado, como, por exemplo, a interação entre a molécula 2-hidroxi-5-

metoxiacetofenona (Hma), freqüentemente usada como essência odorífera, e a β-

ciclodextrina. Neste caso, a titulação calorimétrica indica a formação de complexos 

formados por uma molécula de β-ciclodextrina e uma ou duas moléculas de Hma65. 

O uso da titulação calorimétrica permite comparar a espontaneidade da 

formação de complexos com diferentes moléculas hóspedes através da 

determinação da constante de equilíbrio e avaliar as contribuições entálpica e 
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formulações farmacêuticas e materiais usados para liberação controlada de 

fármacos. 

 

1.2.2.3 - Caracterização das Interações entre Fármacos e Surfatantes 

Surfatantes aumentam a solubilidade de substâncias pouco solúveis em água. 

Muitas vezes, as interações entre fármacos e surfatantes são complexas e a escolha 

do surfatante mais adequado para aumentar a solubilidade de um determinado 

fármaco torna-se difícil. A caracterização termodinâmica destas interações, por sua 

vez, permite conhecer melhor a natureza das forças envolvidas no fenômeno. Neste 

sentido, o uso da titulação calorimétrica isotérmica permite determinar a entalpia da 

interação entre fármacos e surfatantes diretamente. 

Alguns exemplos relevantes do uso da titulação calorimétrica foram a 

caracterização da interação do sulfato de salbutamol com Span®85 e da sinvastatina 

com inúmeros sistemas micelares73. A partir dos resultados foi possível estabelecer 

a relação entre a energia livre de transferência do fármaco para cada agregado de 

moléculas de surfatante e o aumento da solubilidade do fármaco. Sugere-se que o 

método desenvolvido permita a seleção do melhor surfatante para aumentar a 

solubilidade de um fármaco pouco solúvel em água. 

 

1.2.2.4 - Caracterização das Interações entre Polímeros e Surfatantes 

Polímeros e surfatantes são componentes presentes em um expressivo 

número de formulações de importância tecnológica como tintas, detergentes, 

cosméticos etc. Vários trabalhos tem sido realizados para descrever os complexos 

formados por estes compostos74. Contudo, questões fundamentais sobre as causas 

do fenômeno da associação das moléculas de surfatante devido à presença de 

polímeros e sobre o mecanismo de formação destes agregados foram pouco 
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estudadas75. Torna-se importante, deste modo, a compreensão das forças que 

governam o processo de interação e as características da formação dos complexos 

constituídos por polímero e surfatante. Vários métodos têm sido utilizados no 

estudo destes sistemas, dentre eles: diálise, RMN, condutometria e titulação 

calorimétrica76. Por sua vez, a titulação calorimétrica isotérmica permite a medida 

direta da variação dos parâmetros termodinâmicos associados a formação destes 

complexos com grande sensibilidade77. Em geral, as interações entre polímeros e 

surfatantes podem ser divididas em duas categorias: i) interações entre polímeros e 

surfatantes ambos iônicos e com cargas elétricas opostas e ii) polímeros neutros e 

todos tipos de surfatantes61. 

A caracterização termodinâmica da interação entre o surfatante catiônico 

brometo de dodeciltrimetilamônio (DTAB) e o poli(ácido acrílico)78 e a interação 

entre o surfatante aniônico dodecil sultato de sódio (SDS) com o polissacarídeo 

catiônico quitosana79 mostram o uso da titulação calorimétrica isotérmica no estudo 

da interação entre polímeros e surfatantes iônicos com cargas elétricas opostas. 

A segunda categoria das interações entre polímeros e surfatantes envolve 

polímeros neutros como a celulose e seus derivados, a poli(vinil pirrolidona), o 

poli(propileno glicol), o poli(etileno glicol) entre outros. Recentemente, a interação 

entre dextrinas modificadas e surfatantes iônicos foi caracterizada através de 

espectroscopia de fluorescência e titulação calorimétrica isotérmica80. Além da 

determinação da entalpia de agregação e das concentrações críticas de formação de 

microdomínios no processo de formação dos complexos estudados foi possível 

avaliar a influência da razão molar entre o surfatante e as cadeias laterais 

hidrofóbicas do polímero no comportamento de formação destes complexos80. 
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1.2.2.5 - Caracterização das Interações entre Proteínas e Surfatantes 

Surfatantes têm sido usados na manutenção das características estruturais e 

funcionais de proteínas81, 82. Inúmeras formulações farmacêuticas comerciais 

contém surfatantes não iônicos para evitar a agregação de proteínas83. Muitas 

vezes, contudo, os surfatantes podem prejudicar a atividade de enzimas e a 

estabilidade de proteínas. 

Neste contexto, a titulação calorimétrica isotérmica pode auxiliar a avaliação 

dos mecanismos envolvidos nas interações entre proteínas e surfatantes e 

caracterizar a natureza das forças envolvidas nestas interações. A albumina de soro 

bovino84 e a insulina85 são geralmente usadas nesta caracterização pelo fato das 

suas estruturas e propriedades físico-químicas serem bem conhecidas. Tipicamente, 

a solução protéica é titulada com uma solução concentrada de surfatante. Apesar da 

simplicidade experimental a interpretação dos termogramas das interações entre 

proteínas e surfatantes é uma tarefa difícil uma vez que as mudanças 

conformacionais dos reagentes e o processo de micelização contribuem com o sinal 

térmico observado. Para interpretação molecular das variações energéticas 

observadas faz-se necessário associar a titulação calorimétrica com técnicas para 

determinação estrutural como espectroscopia de fluorescência,83, 86 dicroísmo 

circular85, espalhamento dinâmico de luz87, 88 entre outras. Somente a caracterização 

energética e estrutural das interações pode levar ao mecanismo e as características 

detalhadas da natureza das forças envolvidas na interação entre proteínas e 

surfatantes. 
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1.2.2.6 - Caracterização da Formação de Complexos de 

Polieletrólitos 

A compreensão da formação espontânea de estruturas supramoleculares de 

polieletrólitos pela interação de poliíons de cargas opostas é um fenômeno físico-

químico fundamental não somente para o entendimento da transcrição de proteínas 

e reações entre antígeno e anticorpo como também no desenvolvimento de novos 

materiais liberadores de fármacos89, formação e estabilização de emulsões90, 

formação de géis91 e complexos de policátions com ácidos nucléicos ou 

oligonucleotídeos como vetores na terapia gênica92 etc. 

Dentro deste contexto, o uso da titulação calorimétrica isotérmica tem 

contribuído com sucesso na caracterização termodinâmica da formação de 

complexos de polieletrólitos, apesar destas interações envolverem vários processos 

físico-químicos simultâneos. Dentre estes processos estão i) a formação do 

complexo devido às interações químicas, ii) mudanças conformacionais dos 

reagentes, iii) ionização de grupos polares e iv) interações com as espécies 

químicas presentes no meio. 

A análise crítica dos parâmetros termodinâmicos de muitos trabalhos indica 

que as contribuições entrópicas e entálpicas envolvidas nas interações de 

polieletrólitos estão relacionadas a sua densidade de cargas. A formação de 

complexos entre polieletrólitos pouco carregados é dirigida pela entalpia devido a 

atração eletrostática entre as espécies e envolve uma contribuição entrópica 

pequena (com a liberação de contra-íons presentes na interface dos componentes da 

interação para a solução93). Por outro lado, a formação de complexos a partir de 

polieletrólitos contendo um grande número de cargas é entropicamente dirigida 

devido a grande contribuição da liberação de contra-íons para a solução e envolve 

uma variação positiva de entalpia94. 
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1.2.2.7 - Outras Aplicações 

A titulação calorimétrica isotérmica também tem sido aplicada na 

caracterização de um grande número de sistemas contendo nanopartículas95, 96. 

Outra aplicação da titulação calorimétrica isotérmica é a determinação da 

entalpia de transferência de um soluto em sistemas bifásicos água/solvente 

orgânico descrita por Sassonia, R. C.97. Neste trabalho, a estratégia usada nas 

medidas da entalpia de transferência do soluto para a fase orgânica foi separar as 

fases de um sistema bifásico em equilíbrio, dissolver uma quantidade do soluto na 

fase aquosa e titulá-la sobre um volume conhecido da fase orgânica contida na cela 

calorimétrica. O valor da variação da entalpia de transferência do soluto para a fase 

orgânica foi obtido pela divisão do calor do processo de transferência medido pelo 

número de moles do soluto transferido para a fase orgânica em cada adição. A 

quantidade de soluto transferida para fase orgânica foi calculada a partir dos valores 

do seu coeficiente de partição no sistema bifásico avaliado. 
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1.3 - AS EXPECTATIVAS PARA O FUTURO DA TITULAÇÃO 

CALORIMÉTRICA ISOTÉRMICA 

A titulação calorimétrica isotérmica tem ganhado destaque continuamente 

nos laboratórios de pesquisa e na indústria. A incorporação da manipulação 

automática da amostra tornará os calorímetros de titulação mais apropriados a 

indústria farmacêutica. Neste sentido, instrumentos para determinação da entalpia 

de interações de alto rendimento tem sido propostos, contudo, ainda com 

sensibilidade muito inferior aos microcalorímetros comerciais98. A combinação da 

titulação calorimétrica com outras técnicas não-invasivas em solução como RMN 

se mostra uma área promissora como demonstrado por Yung e colaboradores99. 

A correlação entre os dados termodinâmicos e estruturais para prever 

fenômenos de interação ab initio permanece um objetivo distante, porém, torna-se 

factível a medida que mais dados calorimétricos são publicados. O trabalho 

desenvolvido por Talhout e colaboradores100 exemplifica as limitações e as 

possibilidades deste tipo de estudo. O aprofundamento teórico dos fundamentos 

termodinâmicos que governam as interações entre fármacos e seus substratos é 

necessário para racionalizar o desenvolvimento de novos fármacos. 
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2 - OBJETIVOS 
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2.1 - OBJETIVO GERAL 

Aplicação da técnica de titulação calorimétrica isotérmica na caracterização 

termodinâmica de reações de nitrosação de tióis e de interações proteína-proteína e 

proteína-íon. 

 

2.2 - OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1-) Relatar uma metodologia para determinar através da técnica de titulação 

calorimétrica isotérmica (ITC) as variações de energia de Gibbs, entalpia e 

entropia da S-nitrosação da N-acetil-L-cisteína (NAC), L-cisteína (Cys), L-

glutationa (GLU) e ácido mercaptosuccínico (AMS) pela ação de espécies 

nitrosantes formadas a partir da reação de íons nitrito em meio aquoso ácido. 

 

2-) Verificar a existência e determinar os parâmetros termodinâmicos da interação 

química entre as proteínas Shc (Src homology collagen-like) e as proteínas 

glutationa S-transferase (GST) e ciclofilina A (CypA) por titulação 

calorimétrica isotérmica. 

 

3-) Verificar a existência da interação por íons cálcio e magnésio da região C-

terminal da proteína humana EFHC1 (EFHC1C) e avaliar o efeito nas 

características do termograma devido à presença na solução protéica do agente 

redutor 1,4-ditiotreitol (DTT). 
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3 - PARTE EXPERIMENTAL 
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3.1 - INSTRUMENTAÇÃO 

3.1.1 - Calorímetro 

Os experimentos foram realizados em um calorímetro de titulação isotérmica 

VP - ITC MicroCal Inc. (Northampton, Massachusetts, USA). A Figura 3.1 mostra 

o Módulo VP – ITC juntamente com um desenho de sua vista frontal. 

 

 

 

Figura 3.1: Calorímetro de titulação isotérmica VP - ITC MicroCal. Fonte: 

Homepage do fabricante – MicroCal101. 

 

O VP - ITC mede diretamente o calor liberado ou absorvido em amostras 

líquidas como resultado da mistura de duas quantidades conhecidas de reagentes. 

Ele é composto por um par de celas idênticas (Hastelloy ® Alloy C 276, 1,4 mL) 

com tubos de acesso longos e estreitos através dos quais referência e amostra são 

introduzidas e retiradas com o auxílio de seringas com agulha longa. Uma seringa 

que gira em torno do seu próprio eixo injeta e subseqüentemente mistura os 

reagentes na cela da amostra. A mistura dos reagentes ocorre devido ao formato 
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helicoidal da extremidade da seringa102. A Figura 3.2 mostra a seringa e os detalhes 

da sua extremidade responsável pela mistura dos reagentes. 

 

Figura 3.2: Seringa do calorímetro de titulação isotérmica VP - ITC MicroCal. No 

destaque: detalhe do formato helicoidal da extremidade da seringa que fica em 

contato com a amostra e é responsável pela mistura dos reagentes. Crédito 

fotográfico: Marciel Vilalta │ AtualMídia - contato@atualmidia.com.br. 

 

Durante um experimento, um circuito de autocompensação mantém nula a 

diferença de temperatura entre a cela da referência e a cela da amostra (calorímetro 

de compensação de calor). O calor liberado ou absorvido é proporcional à 

quantidade de reagente injetado103. A velocidade de rotação da seringa pode ser 

escolhida pelo usuário e varia entre 260 e 550 rpm. A faixa de temperatura de 

operação está entre 2 e 80 oC102. No sistema VP – ITC, o usuário determina os 

parâmetros experimentais: temperatura, agitação, número e volume das alíquotas de 

reagente injetadas, intervalo entre as adições, velocidade de injeção e a 
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sensibilidade de detecção. Um computador controla a execução do experimento de 

acordo com os dados fornecidos. 

 

3.1.1.1 - Calibração do Calorímetro de Titulação Isotérmica 

Calorímetros são normalmente calibrados com aquecedores elétricos 

(resistências), contudo, os valores obtidos da calibração podem não ser sempre 

representativos do processo químico ou biológico investigado. Deste modo, a 

calibração elétrica precisa ser verificada com processos padronizados de calibração 

química 104. A calibração química usada no VP – ITC foi realizada pela medida da 

entalpia de diluição de uma solução aquosa contendo 1 % em massa de propan-1-ol 

(grau HPLC 99,8 % de pureza). Os resultados obtidos concordaram com o valor de 

referência apresentado na literatura 104, 105, com desvio menor do que 2%. 
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3.2 – METODOLOGIAS 

 

3.2.1 - Caracterização Termodinâmica da S-nitrosação da N-acetil-

L-cisteína, Cisteína, Glutationa e do Ácido Mercaptosuccínico por 

Titulação Calorimétrica Isotérmica 

 

3.2.1.1 - Materiais 

Foram utilizados neste trabalho NaNO2 (Aldrich), L-cisteína (Sigma), N-

acetil-L-cisteína (Sigma, mínimo 99%), L-glutationa reduzida (Sigma, mínimo 

99%) e DL-ácido mercaptosuccínico (Acrós, 99%). 

 

3.2.1.2 - Metodologia 

- Titulação Calorimétrica Isotérmica 

Determinação da Entalpia de Diluição da Solução de Nitrito de Sódio 

Tipicamente, 4 µL de uma solução de nitrito de sódio 5,0 x 10-2 mol L-1 foi 

adicionada a 1,436 mL de água durante um intervalo de 8 s com intervalo entre 

injeções de 30 a 40 min para permitir o equilíbrio químico do sistema. O valor da 

entalpia de diluição da solução de nitrito de sódio em água foi subtraído dos valores 

das entalpias da curva de titulação relativa à S-nitrosação dos tióis antes do ajuste 

da curva para determinação dos parâmetros termodinâmicos da reação. 

 

Determinação dos Parâmetros Termodinâmicos das Reações de S-Nitrosação 

Uma solução de nitrito de sódio 1,2 x 10-3 mol L-1 foi usada como titulante. 

Na célula calorimétrica foram adicionadas as soluções de tiol preparadas pela 



 

 
 

45 

dissolução da NAC ou Cys ou GLU ou AMS em uma solução de HCl 1,0 x 10-1 

mol L-1. O efeito da concentração de tiol nas características da curva de titulação 

calorimétrica e na qualidade do seu ajuste foram avaliados. Tipicamente, 3-5 µL de 

titulante foram adicionados durante 100 s com um intervalo entre injeções entre 30 

a 40 min para permitir o equilíbrio químico do sistema. A solução de tiol na cela foi 

agitada com 300 rpm. A entalpia relativa aos processos da diluição da solução de 

nitrito de sódio e da formação das espécies nitrosantes foi subtraída dos valores da 

entalpia da titulação da solução do tiol. Os valores da entalpia de diluição e 

formação das espécies nitrosantes foram obtidos pela titulação da solução de nitrito 

de sódio na mesma solução de HCl usada na preparação dos tióis. Nesta titulação 

foram mantidas as mesmas condições usadas na titulação dos tióis. 

Os dados da entalpia versus razão molar foram ajustados pelo modelo de um 

sítio de interação através do software Origin fornecido pela MicroCal. A área dos 

picos foi ajustada manualmente. Após a subtração das entalpias de diluição e 

formação das espécies nitrosantes no mesmo pH da S-nitrosação dos tióis foi usado 

um algoritmo de mínimos quadrados não-linear para ajustar o fluxo de calor por 

alíquota de titulante adicionada as equações de equilíbrio químico e entalpia 

fornecendo os melhores valores de ajuste para a variação de entalpia e constante de 

equilíbrio da reação de S-nitrosação. A partir deste parâmetros, as variações da 

energia de Gibbs e entropia foram calculadas através das equações fundamentais da 

termodinâmica. 

 

Determinação dos Parâmetros Termodinâmicos da S-nitrosação da N-acetil-L-

cisteína pelo Ácido Nitroso 

1,436 mL de uma solução de NAC (6 x 10-3 mol L-1) foi titulada com 

alíquotas de 4 µL de uma solução de nitrito de sódio (0,1 mol L-1) com intervalos 

entre adições de 80 min para permitir o equilíbrio químico do sistema. O pH da 
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solução de NAC foi determinado com pHmetro. Os dados da entalpia versus razão 

molar foram ajustados pelo modelo de um sítio de interação através do software 

Origin depois da subtração da entalpia de diluição do titulante e da formação do 

ácido nitroso em pH 3,0. Os valores da entalpia de diluição e formação do ácido 

nitroso foram obtidos pela titulação da solução de nitrito de sódio em solução HCl 

com pH 3,0. 

 

- Medidas Espectrofotométricas 

O acompanhamento cinético da S-nitrosação dos tióis e da degradação dos 

nitrosotióis formados foram realizados a 25 oC em um espectrofotômetro HP8453 

com arranjo de diodos e portador de cubeta com controle de temperatura. 

Tipicamente, 3,6 mL da solução de tiol (1,2 x 10-3 mol L-1) foram adicionados a 

uma cubeta de quatzo com caminho óptico de 1 cm e titulados com alíquotas de 10 

µL de uma solução de nitrito de sódio 24,0 x 10-3 mol L-1 com intervalos de 40 min 

entre duas adições sucessivas sob agitação magnética. A solução de tiol foi 

preparada pela dissolução da NAC ou Cys ou GLU na mesma solução de HCl (1,0 

x 10-1 mol L-1) usada na preparação das soluções de tiol para os experimentos de 

calorimetria. A razão molar de cada adição da solução de nitrito de sódio à solução 

de tiol contida na cubeta foi a mesma usada na titulação calorimétrica. Foram 

obtidos espectros na faixa de 270 a 470 nm. O controle “branco” foi obtido contra o 

ar. As medidas cinéticas foram acompanhadas pelo monitoramento do 

aparecimento do nitrosotiol (RSNO) a 336 nm. 
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3.2.2 - Caracterização Termodinâmica da Interação entre as 

Proteínas SHC (SRC Homology Collagen Like) e Glutationa S-

transferase por Titulação Calorimétrica Isotérmica 

 

3.2.2.1 – Materiais e Métodos 

Transformação da Cepa de Escherichia coli Rosetta 2 com o Plasmídio 
pET28aShc 

1 µL de solução do plasmídio pET-25a-(+)-Shc foi adicionado a 200 µL de 

células de E. coli Rosetta (Invitrogen) em um tubo Eppendorf de 1,0 mL. A 

dispersão de células foi deixada no gelo por 30 min. Após permanecer no gelo, o 

tubo Eppendorf foi colocado em banho termostatizado a 42 oC por 90 s e 

recolocado no gelo por 2 min. Após o que foram adicionados 800 µL de meio de 

cultura LB (1% de peptona, 0,5% de extrato de levedura e 0,5% de cloreto de 

sódio). As células foram, então, incubadas a 37 oC por 1 hora. O tubo contendo as 

células foi centrifugado (13000 rpm por 3 min) e a fase líquida descartada. As 

células foram, então, redispersas em 100 µL de meio de cultura LB e 50 µL do 

líquido foram usados para semear uma placa contendo meio de cultura sólido. A 

incubação foi realizada por 16 h a 37 oC. 

 

Expressão e Purificação da Proteína p52-Shc 

Uma colônia isolada da cepa de Escherichia coli Rosetta 2 (Novagen) 

transformada com o plasmídio pET28aShc foi inoculada em uma pré-cultura de 10 

mL por 16 h a 37 ºC a 200 rpm. O pré-inóculo foi adicionado a 1 L de meio de 

cultura LB (1% de peptona, 0,5% de extrato de levedura e 0,5% de cloreto de 

sódio) contendo 50 µg/mL de cloranfenicol e 50 µg/mL canamicina. O crescimento 

da cultura foi realizado a 30 oC em agitador tipo shaker com agitação de 100 rpm 
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até o meio de cultura alcançar densidade óptica de 0,8 medida em 600 nm. A 

expressão da Shc foi induzida pela adição de isopropil tio-β-D-galactosídeo (IPTG) 

ao meio de cultura até a concentração final de 0,75 mM. A cultura foi deixada 

crescer por 4 a 5 horas depois da adição do IPTG. As células foram separadas da 

fase líquida pela centrifugação do meio de cultura a 5000 rpm por 20 min a 4 oC e 

armazenadas a -20 oC. 

Para purificação da Shc foram usadas células coletadas de quatro litros de 

meio de cultura. As células foram descongeladas em gelo e, em seguida, dispersas 

em 100 mL de tampão pH 8,0 contendo 50 mM Tris, 200 mM NaCl, 10% (V/V) 

glicerol e 1 mM dos inibidores de protease AEBSF, E64 e benzamidina. A ruptura 

das células foi realizada em sonicador Soniprep 150 MSE (10 ciclos: 10 s ligado / 

50 s desligado) e os fragmentos das células removidos por centrifugação a 20000 

rpm por 40 min a 4 oC. 

Todos os procedimentos para purificação da Shc foram realizadas a 4 oC em 

um sistema cromatográfico FPLC (Fast Protein Liquid Chromatography) 

Amersham Pharmacia Biotech ÄKTA. O líquido sobrenadante contendo a proteína 

foi injetado numa coluna contendo 20 mL de resina Talon equilibrada com tampão 

A (50 mM Tris, 100 mM NaCl, pH 8 e 0,1 mM dos inibidores de protease citados 

acima). A resina foi lavada com 200 mL do tampão A contendo 10 mM de 

imidazol. As frações contendo Shc foram recolhidas e aplicadas diretamente numa 

coluna Q-Sepharose de troca aniônica. A resina foi então lavada com 10 volumes 

de coluna de tampão A e eluída com a aplicação de um gradiente de NaCl de 100 

mM a 500 mM em 11 volumes de coluna. A proteína Shc foi eluída a 290 mM de 

NaCl. As frações contendo Shc foram coletadas e concentradas em concentradores 

Millipore até o volume de 5 mL. Em seguida, a solução de Shc foi injetada em uma 

coluna de gel filtração Superdex 70 equilibrada com 50 mM Tris, 200 mM NaCl e 

1 mM DTT (pH 8.0). As frações da proteína foram coletadas e estocadas a 4 oC. A 

quantidade de Shc purificada variou entre 2 e 5 mg por litro de cultura. 
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Expressão e Purificação da Proteína GSTT1-1 

Uma cultura de pQE30 transformada em células hospedeiras de E. coli 

M15[pREP4] cresceu a 37 oC em meio de cultura LB (1% de peptona, 0,5% de 

extrato de levedura e 0,5% de cloreto de sódio) contendo 100 µL/mL ampicilina e 

25 µL/mL canamicina até alcançar densidade óptica entre 0,8 e 0,9 em 600 nm. A 

expressão da GSTT1-1 foi induzida pela adição de isopropil tio-β-D-galactosídeo 

(IPTG) até a concentração final de 0,1 mM. A cultura foi deixada crescer a 37 oC 

por 16 horas depois da adição do IPTG. As células foram separadas da fase líquida 

pela centrifugação do meio de cultura a 5000 rpm por 20 min a 4 oC e armazenadas 

a -20 oC. 

Para extração das proteínas, as células foram descongeladas em gelo e, em 

seguida, dispersas em 100 mL de tampão pH 8 contendo 50 mM Tris, 200 mM 

NaCl, 10% (V/V) glicerol e 1 mM dos inibidores de protease AEBSF, E64 e 

benzamidina. A ruptura das células foi realizada com sonicador Soniprep 150 MSE 

(10 ciclos: 10 s ligado / 50 s desligado) e os fragmentos das células removidos por 

centrifugação a 20000 rpm por 40 min a 4 oC. 

Os procedimentos para purificação da GSTT1-1 foram realizados a 4 oC em 

um sistema cromatográfico FPLC (Fast Protein Liquid Chromatography) ÄKTA 

Prime (Pharmacia). O líquido sobrenadante contendo a proteína foi injetado numa 

coluna contendo 20 mL de resina Talon equilibrada com tampão A (50 mM Tris, 

100 mM NaCl, pH 8 e 0.1 mM dos inibidores de protease citados acima). A resina 

foi lavada com 200 mL do tampão A contendo 10 mM de imidazol. As frações 

contendo GSTT1-1 foram coletadas e concentradas até o volume de 5 mL com o 

auxílio de um concentrador Millipore. A solução foi, então, injetada em uma coluna 

de gel filtração Superdex 70 equilibrada com tampão pH 8,0 contendo 50 mM Tris, 

200 mM NaCl e 1 mM DTT. As frações contendo GSTT1-1 foram coletadas e 

avaliadas quanto a sua pureza em gel de SDS-PAGE. 
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Determinação da Concentração das Soluções de Proteína 

Os valores de concentração das soluções de proteína foram determinados 

num espectrofotômetro Cary UV. Os coeficientes de extinção molar a 280 nm 

usados foram 35135 mol L-1 cm-1 e 41160 mol L-1 cm-1 para Shc106 e GSTT1-1107, 

respectivamente. 

 

Titulação Calorimétrica Isotérmica 

As titulações calorimétricas foram realizadas a 15 e 30 oC em um calorímetro 

VP-ITC (MicroCal). 1,463 mL de uma solução 18 µM de Shc foi titulada com uma 

solução 120 µM de GSTT1-1. Ambas as proteínas foram preparadas em tampão pH 

8,0 contendo 50 mM Tris, 200 mM NaCl e 1 mM DTT. Tipicamente, 20 x 15 µL 

de GSTT1-1 foram injetados durante um período de 30 s (período para cada 

injeção) em uma solução de Shc. O intervalo de tempo entre as injeções foi de 240 

a 360 s. Foi realizada a titulação da solução de GSTT1-1 em tampão para 

determinação da sua entalpia de diluição. O valor obtido foi comparado aos valores 

de entalpia obtidos para a titulação da solução de GSTT1-1 na solução de Shc. 
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3.2.3 - Caracterização Termodinâmica da Interação entre as 

Proteínas SHC (SRC Homology Collagen Like) e Ciclofilina A 

(CYPA) por Titulação Calorimétrica Isotérmica 

 

3.2.3.1 – Materiais e Métodos 

Expressão e Purificação da Proteína p52Shc 

A proteína Shc foi expressa e purificada conforme procedimento 

previamente descrito no item 3.2.2.1. 

 

Expressão e Purificação da Proteína CypA 

Uma colônia isolada da cepa de Escherichia coli Rosetta 2 ou BL21(DE3) 

(Novagen) transformadas com o plasmídio pET3aCypA foi inoculada em uma pré-

cultura de 10 mL por 16 h a 37 ºC a 200 rpm. O pré-inóculo foi adicionado a 1 L de 

meio de cultura LB (1% de peptona, 0,5% de extrato de levedura e 0,5% de cloreto 

de sódio) contendo 50 µg/mL de cloranfenicol e 250 µg/mL carbenicilina até 

alcançar densidade óptica entre 0,8 e 0,9 em 600 nm. A expressão da CypA foi 

induzida pela adição de isopropil tio-β-D-galactosídeo (IPTG) até a concentração 

final de 0,1 mM. A cultura foi deixada crescer a 37 oC por 16 horas depois da 

adição do IPTG. As células foram separadas da fase líquida pela centrifugação do 

meio de cultura a 5000 rpm por 20 mim a 4 oC e armazenadas a -20 oC. 

Para extração das proteínas, as células foram descongeladas em gelo e, em 

seguida, dispersas em 100 mL de tampão pH 8 contendo 50 mM Tris, 200 mM 

NaCl, 10% (V/V) glicerol e 1 mM dos inibidores de protease AEBSF, E64 e 

benzamidine. A ruptura das células foi realizada com sonicador Soniprep 150 MSE 

(10 ciclos: 10 s ligado / 50 s desligado) e os fragmentos das células removidos por 

centrifugação a 20000 rpm por 40 min a 4 oC. 
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Os procedimentos para purificação da CypA foram realizados a 4 oC em um 

sistema cromatográfico FPLC (Fast Protein Liquid Chromatography) ÅKTA 

Prime (Pharmacia). O líquido sobrenadante contendo a proteína foi injetado numa 

coluna contendo 20 mL de resina Talon equilibrada com tampão A (50 mM Tris, 

100 mM NaCl, pH 8 e 0.1 mM dos inibidores de protease citados acima). A resina 

foi lavada com 200 mL do tampão A contendo 10 mM de imidazol. As frações 

contendo CypA foram coletadas e concentradas até o volume de 5 mL com o 

auxílio de um concentrador Millipore. A solução foi, então, injetada em uma coluna 

de gel filtração Superdex 70 equilibrada com tampão pH 8,0 contendo 50 mM Tris, 

200 mM NaCl e 1 mM DTT. As frações contendo CypA foram coletadas e 

avaliadas quanto a sua pureza em gel de SDS-PAGE. 

 

Determinação da Concentração das Soluções de Proteína 

Os valores de concentração das soluções de proteína foram determinados 

num espectrofotômetro Cary UV. Os coeficientes de extinção molar a 280 nm 

usados foram 35135 mol L-1 cm-1 e 8730 mol L-1 cm-1 para Shc106 e CypA108, 

respectivamente. 

 

Titulação Calorimétrica Isotérmica 

As titulações calorimétricas foram realizadas a 6, 15 e 20 oC em um 

calorímetro VP-ITC (MicroCal). 1,463 mL de uma solução 10 µM de Shc foi 

titulada com uma solução 97 µM de CypA. Tipicamente, 20 x 15 µL (exceções são 

indicadas) de CypA foram injetados num período de 30 s na solução de Shc. O 

intervalo de tempo entre as injeções foi de 180 s. Foi realizada a titulação da 

solução de CypA em tampão para determinação da sua entalpia de diluição. O valor 

obtido foi comparado aos valores de entalpia obtidos para a titulação da solução de 

CypA na solução de Shc. 
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3.2.4 - Caracterização Termodinâmica da Interação da Proteína 

EFHC1 com Íons Cálcio e Magnésio usando Titulação Calorimétrica 

Isotérmica 

 

Os materiais, métodos, resultados e discussões desta parte do trabalho serão 

apresentadas conjuntamente na forma de artigo no item 4.3. 
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4 – RESULTADOS E DISCUSSÃO 
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4.1 - CARACTERIZAÇÃO TERMODINÂMICA DA S-

NITROSAÇÃO DA N-ACETIL-L-CISTEÍNA, L-CISTEÍNA, L-

GLUTATIONA E ÁCIDO MERCAPTOSUCCÍNICO POR 

TITULAÇÃO CALORIMÉTRICA ISOTÉRMICA 

 

4.1.1 – Considerações Iniciais 

Nos últimos vinte anos verificou-se um crescimento surpreendente nas 

pesquisas que tomam o óxido nítrico como objeto de estudo. A descoberta em 

1986/1987 de que células vasculares endoteliais são capazes de sintetizar NO a 

partir da L-arginina através da ação catalisadora da enzima óxido nítrico sintase 

(NOS) conduziu a um desenvolvimento admirável das pesquisas nesta área. 

Através destas investigações verificou-se que o óxido nítrico está envolvido em 

muitos processos fisiológicos no homem, que incluem neurotransmissão, controle 

da pressão sanguínea, coagulação do sangue e participação na capacidade do 

sistema imunológico de destruir células tumorais e parasitas intracelulares109 

Conseqüentemente, uma grande variedade de estados patológicos pode estar 

relacionada com um baixo ou alto nível de óxido nítrico no organismo, por 

exemplo, problemas cardiovasculares e cerebrais, doenças inflamatórias e 

infecciosas110. Devido à sua importância na biologia, a molécula de óxido nítrico 

foi escolhida como a molécula do ano em 1992 pelos editores da revista Science
111

. 

Contudo, pode-se deduzir que o óxido nítrico como um radical livre não 

exista em grande quantidade em meio fisiológico. Ele reage com oxigênio, 

superóxidos e com átomos de ferro de grupos heme e não-heme. Por este motivo, 

tem sido proposto que o NO liga-se a certas moléculas carregadoras que prolongam 

sua meia-vida e preservam sua atividade biológica112. Os candidatos mais 

plausíveis para desempenhar este papel são tióis com baixa massa molar, tais como 
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a cisteína (Cys) e a glutationa (GSH) que podem formar S-nitrosotióis (RSNOs). 

Acredita-se que os RSNOs estejam envolvidos no armazenamento, transporte e 

liberação de NO em meio fisiológico. Eles foram detectados no muco das vias 

respiratórios, em plaquetas e neutrófilos113 e são vasodilatadores e inibidores da 

agregação plaquetária114. Estas funções dos RSNOs são comumente atribuídas a 

liberação de NO, embora alguns resultados sugiram que eles possam agir 

diretamente115,116. 

A síntese de S-nitrosotióis é comumente realizada pela nitrosação de tióis por 

agentes nitrosantes tais como o ácido nitroso. Para isto, mistura-se uma solução de 

tiol a uma solução contendo o agente nitrosante. No caso do ácido nitroso, ele é 

produzido in situ pela adição de nitrito, geralmente nitrito de sódio, a uma solução 

aquosa de ácido clorídrico. A Equação 1 mostra a formação do ácido nitroso. 

NO2
-   +   H3O

+ HNO2   +   H2O (1) 

Outros agentes nitrosantes podem ser formados pela presença de íons nitrito 

em meio ácido e a concentração de cada um destes agentes depende da 

concentração de íons H+ na solução. De fato, estudos têm mostrado que várias 

reações de nitrosação ocorrem pela ação do cátion nitrosônio (H2O-NO+) como o 

agente nitrosante ao invés do ácido nitroso em condições extremamente 

ácidas117,118. A formação do cátion nitrosônio é mostrada pela Equação 2. 

HONO   +   H3O+ H2ONO+   +   H2O (2) 

Os parâmetros cinéticos das reações de S-nitrosação estão bem descritos na 

literatura119,120, contudo, existem poucos estudos que relatam os parâmetros 

termodinâmicos desta classe de reações, em parte devido aos valores elevados das 

constantes de formação envolvidas (aproximadamente 105). Beloso e Williams121 

descrevem um método para determinar a constante de equilíbrio da nitrosação do 
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ácido mercaptosuccínico e da cisteína, contudo, os resultados obtidos apresentam 

uma grande incerteza devido a oxidação rápida do tiol residual. Ademais, os 

valores das variações de entalpia e entropia desta classe de reações não foram 

encontrados na literatura consultada. Neste aspecto, este trabalho relata uma 

metodologia para determinar através da técnica de titulação calorimétrica 

isotérmica (ITC) as variações da energia de Gibbs, entalpia e entropia da S-

nitrosação da N-acetil-L-cisteína (NAC), L-cisteína (Cys), L-glutationa (GLU) e 

ácido mercaptosuccínico (AMS) pela ação de espécies nitrosantes formadas a partir 

da reação de íons nitrito em meio aquoso ácido. Foram realizados experimentos 

cinéticos da S-nitrosação dos mesmos tióis usados nos experimentos calorimétricos 

e da degradação dos RSNOs sintetizados. 

 

4.1.2. - Resultados e Discussão 

- Titulação Calorimétrica Isotérmica 

Determinação da Entalpia de Diluição da Solução de Nitrito de Sódio 

O valor da contribuição entálpica devido exclusivamente à diluição da 

solução de nitrito de sódio foi de - 0,18 ± 0,03 kJ mol-1. Este valor concorda com o 

valor descrito na literatura (- 0,20 kJ mol-1)122 e representa uma contribuição 

pequena comparada aos valores das entalpias relativas à S-nitrosação dos tióis 

estudados. 

 

Determinação dos Parâmetros Termodinâmicos das Reações de S-Nitrosação 

As estruturas químicas dos tióis usados neste trabalho estão representadas na 

Figura 4.1. 
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Figura 4.2: Termogramas típicos da titulação calorimétrica isotérmica com solução 

de nitrito de sódio da N-acetil-L-cisteína (A), L-glutationa (B), L-cisteína (C) e 

ácido mercaptosuccínico (D) com concentrações entre 0,05 - 0,5 mM em pH 1 a 25 
oC. 
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A Figura 4.3 apresenta os termogramas típicos da titulação com solução de 

nitrito de sódio das soluções de tiol com concentração de 24 mM em pH 1 a 25 oC. 
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Figura 4.3: Termogramas típicos da titulação calorimétrica isotérmica com solução 

de nitrito de sódio da N-acetil-L-cisteína (A), L-glutationa (B) e L-cisteína (C) 24 

mM em pH 1 a 25 oC. 
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O sinal térmico total detectado na cela calorimétrica após cada adição da 

solução de nitrito de sódio à solução de tiol pode ser atribuído a três processos 

principais, a saber: 

 

1) diluição da solução de nitrito de sódio, 
2NaNOdil H ; 

2) formação do ácido nitroso e cátion nitrosônio conforme as Equações 1 e 2; 

3) S-nitrosação do grupo tiol pelo ácido nitroso e cátion nitrosônio conforme 

apresentado pelas Equações 3 e 4. 

RSH          HNO2                     RSNO         H2O  
H3O+

+ +     (3) 

RSH   + H2ONO+ RSNO   + H3O+

    (4) 

A contribuição térmica da diluição e da formação das espécies nitrosantes foi 

subtraída do sinal térmico total obtido na titulação da solução de tiol. Destaca-se, 

contudo, que em alguns casos esta contribuição não correspondia ao valor médio 

das entalpias após a saturação. Nestes casos, o valor médio das entalpias dos sinais 

térmicos após a saturação foi subtraído do sinal térmico total obtido na titulação da 

solução de tiol. 

A formação do trióxido de dinitrogênio (N2O3) e a N-nitrosação da NAC, 

GLU, Cys e AMS foram avaliadas na análise dos resultados. Outras contribuições 

térmicas não foram consideradas significativas no sinal térmico total obtido nos 

experimentos para determinação dos parâmetros significativos da S-nitrosação dos 

tióis estudados. 

O trióxido de dinitrogênio é uma espécie nitrosante que existe em solução 

aquosa em equilíbrio com o ácido nitroso, Equação 5. 
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Figura 4.4 apresenta a fração molar do ácido nitroso, nitrito e cátion nitrosônio 

presentes em solução em função do pH.  

 

 

Figura 4.4: Fração molar do ácido nitroso, nitrito e cátion nitrosônio presentes em 

solução em função do pH (adaptado da referência 18). 

 

Deste modo, a S-nitrosação da NAC foi realizada em pH 3 para 

determinação dos parâmetros termodinâmicos da sua reação com o ácido nitroso. A 

Figura 4.5 mostra um termograma típico da titulação calorimétrica da NAC em pH 

3,0. 

 

 

 

 

 

 







- Medidas Espectrofotométricas 

Experimentos para avaliar a estabilidade dos RSNOs sintetizados durante a 

titulação calorimétrica mostraram que nas condições experimentais utilizadas suas 

degradações não são significativas. As Figuras 4.6, 4.7 e 4.8 mostram o 

acompanhamento cinético da S-nitrosação dos tióis e da degradação dos 

nitrosotióis formados. Uma fração da solução ácida do tiol presente na cubeta é 

convertida em nitrosotiol após cada adição de uma alíquota de uma solução de 

nitrito de sódio. As medidas cinéticas foram acompanhadas pelo monitoramento do 

aparecimento do nitrosotiol a 336 nm. 
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Figura 4.6: Controle espectrofotométrico da decomposição da S-nitroso-N-acetil-L-

cisteína em pH = 1 a 25 oC. O gráfico inserto apresenta a curva cinética de todo 

período avaliado para décima terceira adição de íons nitrito à cubeta. 
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Figura 4.7: Controle espectrofotométrico da decomposição da L-glutationa em pH 

= 1 a 25 oC. O gráfico inserto apresenta a curva cinética de todo período avaliado 

para décima terceira adição de íons nitrito à cubeta. 
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Figura 4.8: Controle espectrofotométrico da decomposição da L-cisteína em pH = 1 

a 25 oC. O gráfico inserto apresenta a curva cinética de todo período avaliado para 

décima segunda adição de íons nitrito à cubeta. 
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A Figura 4.9 apresenta curva de absorção espectrofotométrica completa dos 

nitrosotióis formados. Praticamente todo tiol foi convertido em S-nitrosotiol após 

um período de 500 s.  
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Figura 4.9: Curva de absorção espectrofotométrica completa da S-nitrosação e da 

degradação dos nitrosotióis formados a 25 oC e pH 1. 

 

 

A estabilidade dos RSNOs sintetizados durante a titulação calorimétrica 

revelou-se também no valor estável da linha base do termograma embora uma 

inclinação pequena tenha sido observada após a saturação, Figura 4.10. 
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Figura 4.10: Indicação da mudança no valor da linha base após a saturação em um 

experimento de titulação calorimétrica isotérmica. 

 

Estes dados concordam com os valores obtidos por Grossi e colaboradores117 

que mostram que a S-nitrosocisteína não sofre degradação significativa em pH 1,5 

por várias horas. 

 

 

4.1.4 - Conclusão 

Os resultados obtidos neste trabalho mostram que a titulação calorimétrica 

isotérmica é uma técnica adequada e precisa para a determinação experimental dos 

parâmetros termodinâmicos da S-nitrosação da N-acetil-L-cisteína, L-cisteína e L-

glutationa. Os valores da variação de entalpia revelaram que a S-nitrosação é um 

fenômeno exotérmico e como a variação de entropia é negativa a reação é 

entalpicamente dirigida nas condições em que foi estudada. O valor do  do 
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ácido nitroso estimado por calorimetria correspondeu aquele determinado por 

espectrofotometria. 
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4.2 - CARACTERIZAÇÃO TERMODINÂMICA DE 

INTERAÇÕES PROTÉICAS 

 

4.2.1 - Considerações Iniciais 

Os resultados apresentados nesta parte do trabalho foram obtidos durante um 

estágio realizado no laboratório do Prof. Dr. John E. Ladbury do Departamento de 

Bioquímica e Biologia Molecular da instituição University College London, 

Londres, Reino Unido. A expressão e purificação de proteínas heterólogas através 

de técnicas de biologia molecular e a caracterização termodinâmica da interação 

entre proteínas sinalizadoras por meio de calorimetria de titulação isotérmica foram 

as principais atividades realizadas durante o estágio. 

O estágio possibilitou também o aprofundamento teórico de como 

parâmetros termodinâmicos relacionam-se aos aspectos estruturais na formação de 

complexos de importância biológica. O conhecimento desta relação ocupa um 

papel central em bioquímica uma vez que a determinação da estrutura de 

complexos moleculares presentes em organismos vivos fornece pouca informação 

sobre os componentes energéticos envolvidos na sua formação e dados 

termodinâmicos isolados são pouco proveitosos sem o conhecimento de 

informações estruturais. O modo como parâmetros termodinâmicos relacionam-se 

aos aspectos estruturais em um sistema biológico pode ser investigado através do 

uso conjunto de técnicas como titulação calorimétrica isotérmica (ITC), dicroísmo 

circular (CD), ressonância magnética nuclear (RMN) e de métodos baseados em 

biologia molecular. 

Fazem parte da caracterização termodinâmica de interações protéicas neste 

trabalho a caracterização da interação entre a proteína sinalizadora Shc (Src 

homology collagen-like) e a proteína glutationa S-transferase (GST) e a 

caracterização da interação entre a Shc e a proteína ciclofilina A (CypA). 
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Sinalização Celular 

A habilidade que as células possuem em perceber e responder ao seu 

ambiente é fundamental para o crescimento, reparação e outras funções de 

homeostasia nos tecidos. As células animais, por exemplo, trocam informações 

sobre a concentração de íons e glicose nos fluidos extracelulares e as células 

vegetais respondem aos hormônios de crescimento e às variações da luz solar. Em 

todos esses casos, um sinal representa uma informação que é detectada por 

receptores específicos e convertida em uma resposta celular que sempre envolve 

um processo químico. Essa conversão da informação em uma alteração química, a 

transdução de sinal, é uma propriedade universal das células vivas130 (a). 

Freqüentemente, o resultado final de uma via de sinalização é a fosforilação 

de poucas proteínas específicas das células-alvo. A fosforilação reversível dos 

resíduos de tirosina, serina e treonina nas proteínas sinalizadoras gera sítios de 

ancoragem para outras proteínas. Muitas proteínas sinalizadoras são multivalentes, 

o que as tornam capazes de interagir simultaneamente com várias proteínas 

diferentes para formar complexos multiprotéicos de sinalização130 (b). 

 

Receptores de Sinais Celulares 

As células recebem informação do ambiente através de uma classe de 

proteínas denominada receptores. As moléculas que ativam os receptores (ou em 

alguns casos, inibem) podem ser classificadas como hormônios, 

neurotransmissores, citocinas ou fatores de crescimento, mas todas elas são 

chamadas de ligantes de receptores. Os detalhes da interação receptor-ligante são 

essenciais no processo de sinalização celular130 (c). 
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Introdução à Metodologia do DNA Recombinante 

Clonagem molecular 

A técnica central da metodologia do DNA recombinante é a clonagem 

molecular, a qual consiste no isolamento e propagação de moléculas de DNA 

idênticas 131. Em geral, a clonagem molecular compreende dois estágios 

importantes: 

i) a ligação de um fragmento de DNA de interesse, denominado inserto, a uma 

outra molécula de DNA, denominada vetor, a fim de formar uma terceira molécula, 

o DNA recombinante; 

ii) a molécula do DNA recombinante é introduzida numa célula hospedeira 

compatível, geralmente a bactéria Escherichia coli, num processo chamado de 

transformação. A célula hospedeira que adquiriu a molécula do DNA recombinante 

é agora chamada de transformante ou célula transformada. Um único transformante 

pode sofrer muitos ciclos de divisão celular e produzir uma colônia com milhares 

de cópias do DNA recombinante. 

 

Vetores de Clonagem 

Após o isolamento de uma informação genética, os fragmentos de DNA 

obtidos pela clivagem com enzimas de restrição devem ser inseridos numa outra 

molécula de DNA capaz de replicar esta informação genética em um grande 

número de cópias. Enzimas de restrição reconhecem seqüências nucleotídicas 

específicas de 4 a 8 pares de base em uma molécula de DNA (fita dupla) e cortam 

ambas as fitas da hélice, em lugares determinados. O processo de ampliação 

(replicação) é obtido através do uso de moléculas de DNA chamadas de vetores de 

clonagem molecular. 
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Vetores de clonagem são pequenas moléculas de DNA dupla fita contendo os 

elementos necessários para a sua replicação e pelo menos um gene marcador que 

confere resistência a antibiótico. Estas moléculas variam entre 5 a 400 quilobases e 

comumente estão presentes em duas ou mais cópias por célula. Os vetores de 

clonagem mais utilizados normalmente são os plasmídios de bactérias – moléculas 

de DNA circular existentes nesses microorganismos, fora dos seus cromossomos e 

capazes de se replicar de modo independente. A técnica de DNA recombinante tem 

um interesse especial se uma das suas fontes de DNA clivado for um plasmídio, 

justamente pelo seu potencial de replicação independente. 

Muitos vetores de clonagem carregam genes que conferem resistência a 

diversos antibióticos tais como ampicilina, tetraciclina e canamicina131. As células 

transformadas com tais vetores são capazes de crescer num meio contendo o 

antibiótico, enquanto que as células não transformadas morrem. 

 

Transformação Bacteriana 

Atualmente, a transformação bacteriana constitui uma técnica rotineira nos 

laboratórios de biologia molecular. O objetivo desta técnica é introduzir um 

plasmídio exógeno dentro da bactéria e usar esta célula hospedeira para amplificá-

lo, isto é, conseguir uma grande quantidade deste material genético. A eficiência da 

transformação é geralmente expressa como o número de células transformadas 

obtidas a partir de um micrograma de DNA plasmidial intacto. 

Moléculas de DNA, por serem hidrofílicas, normalmente não atravessam a 

membrana celular de bactérias. Deste modo, é necessário propiciar condições que 

permitam que estas moléculas sejam incorporadas pelas bactérias. Diz-se que é 

necessário tornar as bactérias “competentes” para que as mesmas consigam 

incorporar moléculas de DNA. Para isto, são gerados orifícios na célula bacteriana 

dispersando-as em uma solução com alta concentração de cálcio. O DNA pode, 
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então, ser inserido no interior das células por choque térmico132. Para isto, as 

células e o DNA são incubados em banho de gelo, transferidos para um banho 

termostatizado a 42 oC, onde permanecem por um curto espaço de tempo, sendo, 

logo em seguida, recolocados no banho de gelo. Isto faz com que as células 

incorporem o DNA presente na solução. As células são, então, semeadas numa 

placa contendo meio de cultura sólido com antibiótico. A presença do antibiótico 

no meio de cultura faz com que somente cresçam as bactérias que adquiriram o 

plasmídio, enquanto que as células não transformadas morrem. 

 

Expressão de Proteínas Heterólogas 

Proteínas heterólogas são assim denominadas por serem obtidas por células 

que não as produzem naturalmente. O sistema mais comumente utilizado para 

expressão de proteínas heterólogas é o que utiliza E. coli como célula hospedeira. 

Este sistema é amplamente difundido devido à facilidade e baixo custo de se 

cultivar esta bactéria e pela reprodutibilidade e quantidade de proteína produzida. 

Além disso, modificações nos vetores e linhagens de E. coli são freqüentemente 

feitas no sentido de aumentar a eficiência e versatilidade do sistema original. 

Quando se pensa em expressão heteróloga espera-se que a proteína de 

interesse seja estável, não seja tóxica para a bactéria, seja solúvel, expressa em 

grande quantidade e possa ser facilmente purificada. Uma estratégia muito utilizada 

para purificar proteínas heterólogas é a incorporação de caudas de proteínas ou 

peptídeos à proteína de interesse. A proteína híbrida resultante, também chamada 

de proteína de fusão, apresenta características físico-químicas inerentes à cauda que 

facilitam a subseqüente purificação por técnicas tais como cromatografias de troca 

iônica, de interação hidrofóbica ou de afinidade133. 

Deve-se ressaltar que existem proteínas produzidas em bactérias que têm a 

sua atividade biológica plenamente recuperada, enquanto outras são inativas. 



 

 
 

80 

Ademais, podem ser insolúveis, tóxicas para a célula hospedeira, expressas em 

pequena quantidade, formar agregados extremamente insolúveis mesmo na 

presença de agentes desnaturantes e até mesmo interagir com sua cauda e 

prejudicar sua purificação. Nestes casos, devem ser estudados procedimentos para 

resolver estes problemas de modo que não comprometam a pesquisa científica das 

proteínas de interesse. 
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4.2.1 - Caracterização Termodinâmica da Interação entre as 

Proteínas Shc (Src Homology Collagen Like) e Glutationa S-

transferase por Titulação Calorimétrica Isotérmica 

 

4.2.1.1 - Introdução 

As vias de sinalização intracelular com a participação de proteínas tirosina 

quinases (PTKs) controlam a maioria dos processos celulares. A insulina é o 

hormônio anabólico mais conhecido e é essencial para a manutenção da 

homeostase de glicose e do crescimento e diferenciação celular134. Semelhante a 

outros fatores de crescimento, a insulina estimula a mitogen-activated protein 

(MAP) quinase. Essa via inicia-se com a fosforilação das proteínas IRS e/ou Shc, 

que interagem com a proteína Grb2135. Neste aspecto, a proteína adaptadora Shc 

(Src homology collagen-like) desempenha um papel fundamental. Uma vez ligada, 

a Shc pode ser fosforilada pelo receptor e conduzir o recrutamento do complexo 

Grb2/Sos e a ativação das vias Ras e MAP quinase106. A proteína Shc compreende 

um domínio de ligação à fosfotirosina (PTB) na região N-terminal, um domínio 

com homologia a Src 2 (SH2) na região C-terminal e na região central um domínio 

rico em prolina com homologia a colágeno 1 (CH1). O domínio CH1 contém três 

resíduos de tirosina que reconhecidamente sofrem fosforilação. 

Dados obtidos através de microarray de proteína indicaram a interação entre 

as proteínas Shc e a glutationa S-tranferase (GST) da classe Omega. A GST é o 

principal grupo de proteínas solúveis do fígado, envolvidas na detoxificação celular 

de compostos eletrofílicos, geradas intracelularmente ou encontradas na forma de 

xenobióticos136. Elas possuem uma extensão N-terminal exclusiva e dados 

estruturais revelam um sítio ativo contendo um resíduo de cisteína diferentemente 

dos resíduos de tirosina e serina característicos de GSTs de outros eucariotos107. 
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Neste trabalho foram realizados experimentos de titulação calorimétrica para 

comprovar a interação entre as proteínas Shc e GST Omega indicada pelos dados 

de microarray de proteína. 

 

4.2.1.2 – Resultados e Discussão 

Expressão e Purificação da Proteína p52Shc 

Através da técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil 

sulfato de sódio (SDS-PAGE) foi obtido o perfil protéico das soluções contendo a 

proteína Shc ao longo do seu processo de purificação após sua expressão em 

células de E. coli Rosetta 2 transformada com o plasmídio pET28aShc. A Figura 

4.11 mostra o gel de SDS-PAGE usado na avaliação do processo de purificação da 

proteína Shc. 

 

Figura 4.11: Gel de SDS-PAGE usado na avaliação do processo de purificação da 

proteína Shc: Linha 1: marcador de massa molar (kDa). Linha 2: lisado de E. coli. 

Linha 3: solução protéica após sua purificação por cromatografia de afinidade. 

Linha 4: solução protéica após sua purificação por cromatografia de troca iônica. 
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Linha 5: solução protéica após sua purificação por cromatografia de permeação em 

gel. 

 

A falta de conhecimento das interações envolvendo a proteína Shc inteira 

deve-se em parte as dificuldades encontradas na sua produção em quantidades 

suficientes para a realização dos experimentos. Neste trabalho, a proteína Shc 

(resíduos 17-473) foi obtida com alta pureza (˃ 95%). A expressão foi confirmada 

por western blotting através de anticorpo monoclonal contra o domínio SH2 da 

proteína (dados não mostrados). A purificação da Shc foi realizada a 4 oC devido 

sua degradação ao longo do processo. 

 

Expressão e Purificação da Proteína GSTT1-1 

A Figura 4.12 mostra o gel de SDS-PAGE usado na avaliação do processo de 

purificação da proteína GSTT1-1. 

 

 

Figura 4.12: Gel de SDS-PAGE usado na avaliação do processo de purificação da 

proteína GSTT1-1. Linha 1: marcador de massa molar (kDa). Linhas 2 e 3: lisado 

de E. coli. Linha 4: solução protéica após sua purificação por cromatografia de 

afinidade. Linha 5, 6, 7 e 8: solução protéica após sua purificação por 
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cromatografia de permeação em gel (amostras de soluções coletadas a partir de 

diferentes frações dispostas no coletor do equipamento FPLC). 

 

A Figura 4.12 mostra que a maior parte das impurezas foi eliminada na etapa 

da purificação por cromatografia de afinidade. O gel apresenta certas distorções 

que, provavelmente, devem ter sido causadas pelo ajuste inapropriado dos valores 

da diferença de potencial e corrente da corrida. Contudo, a pureza da solução de 

GSTT1-1 mostrou-se apropriada para avaliar sua interação com a proteína Shc. 

 

Titulação Calorimétrica Isotérmica 

A Figura 4.13 mostra os resultados obtidos para a titulação calorimétrica 

isotérmica da Shc com uma solução da proteína GST omega. 
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Figura 4.13: Termogramas típicos para adição de uma solução de GST omega a 

uma solução de Shc. Painel A: titulação realizada 15 oC. Painel B: titulação 

realizada a 30 oC. Ambas as proteínas foram preparadas em tampão pH 8,0 

contendo 50 mM Tris, 200 mM NaCl e 1 mM DTT. Tipicamente, 20 x 15 µL de 
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uma solução 120 µM de GSTT1-1 foram injetados durante um período de 30 s 

(período para cada injeção) em uma solução 18 µM de Shc. O intervalo de tempo 

entre as injeções foi de 240 a 360 s. A parte superior do gráfico mostra os dados 

conforme são coletados pelo equipamento (dQ/dt x t) e na parte inferior estão 

mostrados os valores de entalpia em diferentes proporções em mol de GST omega 

em relação à proteína Shc na cela calorimétrica. 

 

Não foi verificado para as proteínas estudadas o perfil sigmóide 

característico de uma interação entre duas espécies químicas tanto para a 

temperatura de 15 oC quanto para a temperatura de 30 oC. A Figura 4.14 mostra os 

resultados calorimétricos obtidos para a diluição da solução de GST omega no 

tampão de preparação da Shc (50 mM Tris, 200 mM NaCl e 1 mM DTT, pH 8,0). 

A B 

-0.03

-0.02

-0.01

0.00

0.01
0 10 20 30

Tempo / min

µ
c

a
l/
s

-0.25 0.00 0.25 0.50 0.75 1.00

-6

-5

-4

-3

-2

-1

0

1

2

Quantidade de GST omega na Cela / mol

k
c
a

l/
m

o
l 
d

e
 G

S
T

 o
m

e
g

a

 
 

-0.04

-0.02

0.00

0.02
-10 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

Tempo / min

µ
c
a
l/

s

0.0 0.5 1.0 1.5

-4

-3

-2

-1

0

1

Quantidade de GST omega na Cela / mol

k
c
a
l/

m
o

l 
d

e
 G

S
T

 o
m

e
g

a

 
 

Figura 4.14: Termogramas obtidos para a diluição da solução de GST omega no 

tampão de preparação das proteínas (foi usada a mesma solução de GST usada na 

titulação da solução da proteína Shc). Painel A: titulação realizada a 15 oC. Painel 

Razão Molar Razão Molar 
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B: titulação realizada a 30 oC. 20 x 15 µL da solução de GST foram injetados 

durante um período de 30 s (período para cada injeção) em 1,463 mL de tampão pH 

8,0 contendo 50 mM Tris, 200 mM NaCl e 1 mM DTT. Para os cálculos foram 

mantidos os valores da razão molar usada na titulação da Shc pela GST. 

 

4.2.1.3 - Conclusão 

Conforme pode ser verificado pelas Figuras 4.13 e 4.14, as entalpias relativas 

a adição da solução da proteína GST omega a proteína Shc são praticamente iguais 

as entalpias de diluição da proteína GST omega em tampão para as duas 

temperaturas estudadas (15 oC e 30 oC). Este dado confirma o fato de que muito 

provavelmente não haja interação entre as proteínas Shc e GST omega nas 

condições estudadas. 
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4.2.2 - Caracterização Termodinâmica da Interação entre as 

Proteínas Shc (Src Homology Collagen Like) e Ciclofilina A (Cypa) 

por Titulação Calorimétrica Isotérmica 

 

4.2.2.1 – Introdução 

A ciclofilina A (CypA) pertence a uma família de proteínas muito comum 

tanto em procariotos quanto em eucariotos137, 138. Ciclofilinas são peptidil prolil 

cis/trans isomerases (PPIases)139, 140 que catalisam a isomerização cis/trans de 

ligações prolil peptídicas (Xaa-Pro), onde Xaa pode ser qualquer aminoácido. A 

ciclofilina humana, uma isomerase citosólica, ganhou inicialmente destaque 

quando se descobriu que ela era o alvo da ciclosporina A (CsA)141, um 

imunossupressor usado para impedir a rejeição de órgãos transplantados. A inibição 

da atividade das PPIases não está relacionada ao seu papel imunossupressor. Por 

sua vez, verificou-se que a formação do complexo CypA/CsA inibe a atividade 

fosfatase da calcineurina142, o que causa a inibição da expressão de genes de 

proteínas nucleares envolvidas na ativação celular e formação de linfócitos T 

citotóxicos. 

Apesar das características in vitro das PPIases serem bem conhecidas, sua 

atividade biológica in vivo ainda é controversa143. Vários relatos na literatura têm 

descrito a participação das ciclofilinas em várias vias de sinalização intracelular144, 
145 e 146. Neste aspecto, este trabalho procurou avaliar a participação da proteína 

CypA na via de sinalização da proteína Shc (Src homology collagen-like) através 

da técnica de titulação calorimétrica isotérmica. 
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4.2.2.2 – Resultados e Discussão 

Expressão e Purificação das Proteínas p52Shc e CypA 

A Figura 4.15 mostra o gel de SDS-PAGE usado na avaliação do processo de 

purificação das proteínas Shc e CypA. 

 

                   1               2               3                4                 5 1               2              3              4 

 

 

A     B 

Figura 4.15: A- avaliação do processo de purificação da proteína Shc através da 

técnica de gel SDS-PAGE. Linha 1: marcador de massa molar (kDa). Linha 2: 

lisado de E. coli. Linha 3: solução protéica após sua purificação por cromatografia 

de afinidade. Linha 4: solução protéica após sua purificação por cromatografia de 

troca iônica. Linha 5: solução protéica após sua purificação por cromatografia de 

permeação em gel. B- avaliação do processo de purificação da proteína CypA 

através da técnica de gel SDS-PAGE. Linha 1: marcador de massa molar. Linha 2: 

lisado de E. coli. Linha 3: solução protéica após sua purificação por cromatografia 

de afinidade. Linha 4: solução protéica após sua purificação por cromatografia de 

permeação em gel. 
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A partir dos dados apresentados pela Figura 4.15 verifica-se que a 

purificação das proteínas Shc e CypA foi realizada com sucesso. A massa molar 

das proteínas isoladas nas linhas 5 do gel A e 4 do gel B correspondem às massas 

molares das proteínas Shc e CypA, cujos valores são 52 e 18 kDa, respectivamente. 

 

Titulação Calorimétrica Isotérmica 

A Figura 4.16 mostra os resultados obtidos para a titulação calorimétrica 

isotérmica da Shc com uma solução da proteína CypA a 15 oC. 
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Figura 4.16: Termogramas da adição de uma solução de CypA a uma solução de 

Shc a 15 oC. Ambas as proteínas foram preparadas em tampão pH 8,0 contendo 50 

mM Tris, 200 mM NaCl e 1 mM DTT. Tipicamente, 20 x 15 µL (exceções são 

indicadas) de uma solução 97 µM de CypA foram injetados durante um período de 

30 s (período para cada injeção) em uma solução de 10 µM de Shc. O intervalo de 

tempo entre duas injeções foi de 180 s. 

Adição de 9µ 
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Para um dos termogramas das titulações da proteína Shc com CypA foi 

verificado o perfil sigmóide característico de uma interação entre duas espécies 

químicas, contudo, para a repetição do mesmo experimento, realizada com um lote 

diferente de proteína, o mesmo comportamento não foi verificado. Titulações em 

outras temperaturas foram realizadas para confirmar a existência da interação entre 

as proteínas estudadas. 

A Figura 4.17 mostra os resultados obtidos para a titulação calorimétrica 

isotérmica de uma solução de Shc com uma solução da proteína CypA a 6 e 20 oC. 
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Figura 4.17: Termogramas da titulação calorimétrica de uma solução de Shc com 

uma solução da proteína CypA a 6 e 20 oC. Ambas as proteínas foram preparadas 

em tampão pH 8,0 contendo 50 mM Tris, 200 mM NaCl e 1 mM DTT. 

Tipicamente, 20 x 15 µL (exceções são indicadas) de CypA foram injetados 

durante um período de 30 s (período para cada injeção) em uma solução de Shc. O 

intervalo de tempo entre duas injeções foi de 180 s. 
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Pelo fato de não haver sido verificado o perfil sigmóide da curva de titulação 

calorimétrica característico de uma interação entre duas espécies químicas e das 

entalpias relativas a adição da solução da proteína CypA a proteína Shc serem 

praticamente iguais as entalpias de diluição da proteína CypA (dados não 

mostrados) confirma-se o fato de que muito provavelmente não haja interação entre 

as proteínas Shc e CypA nas condições estudadas. 
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4.2.3 - Conclusão 

A titulação calorimétrica isotérmica mostrou-se eficiente para avaliar a 

existência de interação entre duas proteínas. Verificou-se pelo uso desta técnica que 

muito provavelmente não haja interação entre as proteínas Shc (src homology 

collagen like) e glutationa S-transferase (classe omega) e entre a Shc e a proteína 

ciclofilina A (CypA) nas condições estudadas. Os procedimentos usados para a 

expressão e purificação das proteínas heterólogas estudadas permitiram a obtenção 

de soluções protéicas numa concentração e pureza adequadas para sua utilização 

nos experimentos de titulação calorimétrica isotérmica. 
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4.3 - CARACTERIZAÇÃO TERMODINÂMICA DA INTERAÇÃO 

DA PROTEÍNA EFHC1 COM ÍONS CÁLCIO E MAGNÉSIO 

USANDO TITULAÇÃO CALORIMÉTRICA ISOTÉRMICA 

 

4. 3. 1 - Considerações Iniciais 

Os resultados apresentados neste capítulo foram obtidos em colaboração com 

o grupo de pesquisa da Profa. Iscia Lopes-Cendes da Faculdade de Ciências 

Médicas da Universidade Estadual de Campinas e foram publicados no periódico 

Archives of Biochemistry and Biophysics (2008, 477, 131-138). O artigo publicado 

intitula-se “Characterization of the C-terminal half of human juvenile myoclonic 

epilepsy protein EFHC1: Dimer formation blocks Ca
2+

 and Mg
2+

 binding to its 

functional EF-hand”. 

Uma cópia do referido artigo integra este capítulo. O artigo é precedido por 

um texto introdutório a respeito da natureza das proteínas ligantes de íons 

metálicos, com destaque àquelas ligantes de cálcio, e descreve como a interação 

entre estas proteínas e íons pode ser avaliada por titulação calorimétrica isotérmica. 

Minha participação neste trabalho em colaboração com a Profa. Iscia 

abrangeu principalmente a elaboração e execução dos ensaios calorimétricos para 

caracterização termodinâmica da interação entre a proteína EFHC1 e íons cálcio e 

magnésio e a determinação do número de cisteínas reduzidas presentes na estrutura 

molecular da EFHC1. Abrangeu também a interpretação e discussão dos resultados 

experimentais obtidos em relação a aqueles encontrados na literatura. Apresentei 

minha parte do trabalho na forma de um texto em inglês e participei da revisão do 

texto completo do manuscrito submetido para publicação. 
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4.3.2 - Introdução 

Metaloproteínas desempenham funções importantes em inúmeros processos 

biológicos e sabe-se que aproximadamente 40% de todas as proteínas ligam-se a 

íons metálicos147. Este grupo de proteínas pode ser classificado entre 

metaloproteínas e proteínas ligantes de íons. A classificação não é precisa, contudo, 

diz-se freqüentemente na literatura, que metaloproteínas apresentam interação 

química forte pelo íon metálico enquanto proteínas ligantes de íons apresentam 

interação fraca. Íons metálicos importantes em organismos vivos como Mg2+, Zn2+, 

Ca2+ e Mn2+ ligam-se, freqüentemente, à proteínas de modo seletivo e com 

configurações geométricas diferentes. Diferenças também podem ser observadas 

nos tipos de átomos usados na ligação, dentre eles, destacam-se os átomos de 

oxigênio, nitrogênio e enxofre das cadeias laterais e os átomos de oxigênio dos 

grupos carbonílicos da cadeia principal. 

Íons cálcio estão entre os mais importantes íons associados a funções 

biológicas. Variações na concentração intracelular de cálcio estão envolvidas na 

contração muscular, transmissão de impulsos nervosos, formação de microtúbulos, 

respostas hormonais, exocitose, fertilização e adesão celular. Processos 

extracelulares, como a coagulação, também têm a participação de íons cálcio148. 

 

Proteínas Ligantes de Cálcio 

As proteínas que interagem com íons cálcio podem ser divididas em duas 

principais subfamílias identificadas pela presença do domínio estrutural EF-hand. 

As proteínas ligantes de cálcio que contém o domínio EF-hand podem ser 

classificadas, por sua vez, conforme atuem como reguladoras da concentração deste 

íon no ambiente celular ou na sinalização celular. 

A manutenção dos processos celulares que envolvem íons cálcio exige um 

controle rigoroso da sua concentração. Esta função é exercida por proteínas ligantes 
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de cálcio especializadas na manutenção da concentração adequada deste íon em um 

ambiente celular específico. Outra função das proteínas ligantes de cálcio é traduzir 

variações da concentração deste íon em respostas fisiológicas apropriadas. Uma 

série de sinais extracelulares como luz, hormônios, fatores de crescimento, 

atividade elétrica e neurotransmissores provocam alterações específicas na 

concentração intracelular de cálcio e são moduladas por proteínas especializadas 

em sinalização celular149. 

Estas duas classes de proteínas diferem quanto a sua função, contudo, 

apresentam também diferenças estruturais. As proteínas ligantes de cálcio 

envolvidas na manutenção da concentração destes íons no ambiente celular têm 

normalmente estrutura terciária compacta e não sofrem mudanças conformacionais 

após sua interação com os íons cálcio. A parvalbumina é um exemplo desta classe 

de proteínas. Por outro lado, as proteínas ligantes de cálcio envolvidas na 

sinalização celular têm estrutura terciária estendida e sofrem mudanças 

conformacionais após sua interação com estes íons. Estas mudanças 

conformacionais permitem sua interação com alvos intracelulares. A calmodulina150 

e a troponina C151 são exemplos desta classe de proteínas. A Figura 4.18 ilustra as 

diferenças estruturais apresentadas pelas proteínas ligantes de cálcio. 
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          A                   B 

 

Figura 4.18: Estrutura das proteínas ligantes de cálcio. A-) forma estendida da 

calmodulina (código PDB: 1CLL) e B-) forma não-estendida proteína 2 de ativação 

da guanilato ciclase (código PDB: 1JBA). As cores designam estruturas protéicas, a 

saber, α-hélices são mostradas em ciano, folhas-β em amarelo e a região 

intermediária entre os domínios C-terminal e N-terminal em vermelho. A interação 

da calmodulina com íons cálcio altera a estrutura da região intermediária entre os 

domínios C-terminal e N-terminal (Figura 4.1 - A, em vermelho). 

 

Características dos Domínios Protéicos EF-hand 

Os sítios EF-hand caracterizam-se por uma região contínua de 29 

aminoácidos que contém duas α-hélices ladeando uma alça na qual se localizam os 

aminoácidos responsáveis pela coordenação do íon. As α-hélices têm a função de 

ancorar a alça na conformação correta e comunicar às demais partes da molécula as 

mudanças conformacionais geradas pela ligação dos íons. Os aminoácidos que 

participam da coordenação podem ser representados em torno do íon como em um 

sistema de coordenadas em que o íon ocupa o centro do sistema de eixos e os 

aminoácidos ocupam posições nos eixos X, Y e Z152. 
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O papel das proteínas ligantes de cálcio na Epilepsia 

Canais iônicos desempenham um papel fundamental no controle da excitação 

neuronal. Quatro epilepsias humanas com base genética foram relacionadas a 

mutações em genes de canais iônicos. Recentemente, foi verificado que a proteína 

humana EFHC1 ou mioclonina 1 poderia estar envolvida na fisiopatologia da 

epilepsia mioclônica juvenil (EMJ)153. Análises de interação da proteína EFHC1 

com canais de cálcio voltagem-dependentes revelaram que a primeira aumenta o 

influxo de cálcio pelo canal, acarretando, dessa forma, morte celular programada153. 

Entre as epilepsias idiopáticas generalizadas, a EMJ é a mais comum, somando 5 a 

10% do total dos casos de epilepsia no mundo ocidental154. A região 6p12-p11 do 

cromossomo 6 humano foi identificada como responsável pela doença. 

Neste contexto, este trabalho teve como objetivo verificar a existência da 

interação por cálcio da proteína EFHC1 uma vez que foi identificado um sítio EF 

hand potencial na avaliação da sua seqüência primária. Foi caracterizada a porção 

C-terminal da EFHC1 (resíduos 403 a 640; chamada EFHC1C). Os experimentos 

foram realizados na presença e ausência de 1,4-ditiotreitol (DTT) para simular os 

ambientes redutor e oxidante, respectivamente. Como sítios EF hand podem ser 

específicos para cálcio ou ligar cálcio e magnésio, foram realizadas titulações 

calorimétricas com ambos os íons. 
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4.3.3 – Apresentação do Artigo “Characterization of the C-terminal half of 

human juvenile myoclonic epilepsy protein EFHC1: Dimer formation blocks Ca
2+

 

and Mg
2+

 binding to its functional EF-hand”. Archives of Biochemistry and 

Biophysics, 2008, 477, 131-138. 
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4.3.4 - Conclusão 

 Uma importante etapa no desenvolvimento de fármacos é a compreensão dos 

fenômenos biológicos nas escalas molecular e celular. Os resultados deste trabalho 

mostraram que moléculas da proteína EFHC1C ligam tanto íons Ca2+ quanto Mg2+ 

numa estequiometria de 1:1, contudo, com afinidades definidas por diferentes 

contribuições entálpica e entrópica. Também foi verificado que a EFHC1C perde 

sua capacidade de interação pelos íons cálcio e magnésio devido, provavelmente, a 

sua dimerização através da formação de uma ligação dissulfeto em processos 

oxidativos. Estes novos conhecimentos sobre a o comportamento da EFHC1C 

podem ser úteis na compreensão do mecanismo de ação da epilepsia mioclônica 

juvenil e no planejamento de novos fármacos e novas estratégias para o seu 

tratamento. 
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5 – CONCLUSÃO FINAL 
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"Our moral responsibility is not to stop the future, but to shape it...” 

Alvin Toffler 

 

A titulação calorimétrica isotérmica tem ganhado destaque continuamente 

nos laboratórios de pesquisa e na indústria. Neste aspecto, este trabalho permitiu-

me o aprofundamento teórico e experimental desta técnica aplicada tanto em um 

sistema químico quanto em sistemas bioquímicos. O estágio realizado no 

laboratório do Prof. John Ladbury, a apresentação dos resultados deste trabalho em 

congressos e sua discussão com especialistas permitiram-me amadurecer nestes 

anos o conhecimento da titulação calorimétrica isotérmica. A correlação entre os 

dados termodinâmicos e estruturais dos sistemas estudados é uma exigência dos 

profissionais da calorimetria, principalmente, frente aos desafios do futuro 

próximo. Neste sentido, recomenda-se o aperfeiçoamento teórico e experimental de 

técnicas estruturais durante a formação dos profissionais em calorimetria. 

Em particular, os resultados deste trabalho revelaram que a S-nitrosação é 

entalpicamente dirigida nas condições em que foi estudada e ocorre com 

características termodinâmicas semelhantes apesar das diferenças estruturais dos 

tióis estudados. Verificou-se que a proteína EFHC1C liga-se tanto a íons Ca2+ 

quanto Mg2+ numa estequiometria de 1:1 e com afinidades definidas por diferentes 

contribuições entálpica e entrópica. Este dado confirmou a existência de um 

domínio EF-hand previsto pela seqüência primária da EFHC1C. Por outro lado, a 

EFHC1C perde sua capacidade de interação com íons cálcio e magnésio em 

solução sem 1,4-ditiotreitol (DTT), provavelmente, devido à formação de dímeros. 

Os resultados de ITC demonstraram ausência de sinal térmico na mistura entre as 

proteínas Shc e as proteínas GST e CypA, indicando que muito provavelmente elas 

não interagem nas condições estudadas. 
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