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1- INTRODUCAO

As proteinas sao moléculas fundamentais para a homeostase dos seres vivos (NELSON; COX, 2005).

Elas sdo formadas principalmente por aminoacidos e tém conformagdes que dependem diretamente das
interagdes destas unidades basicas com 0 meio solvente no qual estdo inseridas.

Uma proteina pode-se apresentar em dois “ensembles”, o nativo (N) e o desnaturado (D). Em decorréncia
de processos naturais ou de um ambiente adverso, uma proteina pode-se desenovelar. No “ensemble”
desnaturado existe uma popula¢cdo muito grande de microestados que caracterizam o macroestado desenovelado
(U). As condigbes desnaturantes compreendem alteragbes na temperatura (FIELDS, 2001), no pH, na
osmolaridade (TIMASHEFF, 1998), na concentragdo de solutos como uréia e etanol (TANFORD, 1970), além de
mutagdes genéticas (BROWN; HONG-BROWN ; WELCH, 1997).

Os estados N e D encontram-se num equilibrio fundamentado na diferengca de energia livre entre eles,
prevalecendo o estado que contiver a menor quantidade de energia livre, segundo as leis da termodinamica
(NOZAKI; TANFORD, 1963).

Em uma solugéo essencialmente aquosa, o estado nativo (N) predomina sobre o desenovelado (U). Isso ocorre
porque a hidratagao do estado (N) demanda uma menor quantidade de energia livre (TIMASHEFF, 1998).

Para proteger suas proteinas contra situagdes naturais de estresse, os organismos vivos tiveram que se
adaptar evolutivamente a altas concentragbes de solutos organicos coletivamente designados como osmdlitos
(SOMERO, 1986). Os osmodlitos estabilizam as proteinas através de um efeito denominado de osmofdbico
(BOLEN, 2004).

Embora a agua pura e os osmdlitos favorecam o estado N de uma proteina, existem varias condigcbes que
podem afetar o equilibrio entre os estados N e D. Dentre elas se encontram as substancias desnaturantes, também
chamadas de caotrépicos, que podem comprometer a atividade biolégica de uma proteina (TIMASHEFF, 1992).

A estabilizagdo e desnaturagdo de proteinas tém grande interesse fisioldgico, terapéutico e biotecnolégico
(BROWN; HONG-BROWN; WELCH, 1997; LEE, 2000). A compreensdo da origem da estabilizagdo e da
desnaturagcdo de uma proteina exige a analise do comportamento termodindmico de seus aminoacidos. Esse
trabalho teve por objetivo analisar a termodindmica de transferéncia da cadeia lateral da lisina da agua pura para uma
solugdo aquosa de um agente estabilizante (glicerol a 30 %) e para uma solugdo aquosa de um agente caotrépico
(etanol a 5%) no intervalo térmico de 25 a 50 °C.

2- MATERIAL E METODOS

A uma massa variavel de glicina ou lisina era adicionada a quantidade de etanol ou glicerol desejada para
analise a temperatura de cada experimento. Os tubos eram agitados e incubados durante 30 minutos e, apds isso,
feita a leitura refratométrica. Os valores do indice de refragdo (n) das solugbes eram locados contras as
respectivas concentragdes do aminoacido (C), com o auxilio do programa Microcal Origin 6.0 (Microcal, Inc.,
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Massachusetts, EUA) e, em seguida, ajustados a uma sigmoide. Os pontos intermediarios da sigmoide eram
usados para determinagdo de uma reta de regressao. O valor na abscissa do ponto de interse¢cdo dessa reta com
0 maior valor obtido para n na sigmoide foi definido como o limite de solubilidade do aminoacido na agua pura
(Cw) ou na solugédo aquosa do soluto (Cs) (LIU; BOLEN,1995). A determinacdo da energia livre de transferéncia
(AGy) da lisina no meio essencialmente aquoso para uma solugdo aquosa de etanol ou de glicerol foi feita com uso
da equagéo AGy = - RT In K , onde R é a constante universal dos gases (1,987 caI.K'1.moI'1), T é a temperatura
absoluta (dada em Kelvin), e K = Cs/Cyw (LIU; BOLEN, 1995). As variagbes de entalpia (AHy) e entropia (ASy) de
transferéncia foram determinadas a partir da equacao In K;; = -(AH/R) 1/T + AS\/R, que corresponde a equagao
de van’t Hoff definida para a transferéncia do aminoacido da agua pura para solugdo aquosa de glicerol ou de
etanol. As variagbes de energia livre de Gibbs (56AGy), de entalpia (5AHy) e de entropia (5ASy) para a transferéncia de
somente a cadeia lateral da lisina da agua pura para solugbes aquosas de etanol ou de glicerol, foram obtidas pela
subtragdo dos valores de AGy, AHy; e AS;, que nds obtivemos para a lisina daqueles valores reportados para a glicina
(FONSECA, 2005), de acordo com descri¢cdes da literatura (NOZAKI; TANFORD, 1963; LIU; BOLEN, 1995).

3- RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores de 8AH, foram de 0,339 e de -0,485 kcal.mol” para etanol a 5% e glicerol a 30%,
respectivamente, mostrando que o carater endotérmico da transferéncia para a solugédo de etanol esta de acordo
com o efeito potencializador da temperatura sobre a desnaturagdo protéica por etanol (TANFORD, 1970),
enquanto o carater exotérmico da transferéncia para glicerol a 30% € compativel com a agao protetora que esse
soluto apresenta contra a desnaturagéo pelo calor (TIMASHEFF, 1998).

Os valores de 8AG; foram sempre negativos em ambos os solventes, mas a energia livre liberada aumentou
com o aumento da temperatura em etanol a 5%, o que concorda com uma agao sinergistica desestabilizante entre o
etanol e a temperatura. Ja em glicerol, a liberagdo de energia livre diminuiu com o aumento da temperatura, o que
significa que a presenca de glicerol desfavorece a exposigéo total das cadeias laterais de lisina de uma proteina,
comprovado também com outros osmdlitos (LIU; BOLEN, 1995; QU; BOLEN; BOLEN, 1998).

A transferéncia do grupo butilambnio da agua pura para etanol a 5% e glicerol a 30% foi associada a
variagoes de entropia (0ASy) de 1,212 e -1,363 cal/K.mol de butilambnio. A variagédo positiva de entropia envolvida
na transferéncia do grupo butilaménio da agua para etanol, juntamente com a diminuigdo da energia livre de
transferéncia neste solvente sdo fatores compativeis com a desnaturagcdo de uma proteina pelo etanol. Em
relacéo ao glicerol a 30%, a exposigéo de lisina é entropicamente desfavorecida. Isso poderia representar uma
das causas da repulsao do glicerol pela superficie da proteina, além daquelas realizadas pelos grupos apolares do
interior das proteinas globulares, fatores estabilizantes dessas moléculas.

4- CONCLUSAO

A transferéncia da cadeia lateral da lisina da dgua pura para uma solugdo aquosa de etanol a 5% ocorre
com liberagcdo de uma quantidade de energia livre que aumenta com o aumento da temperatura entre 25 e 50 °C,
com consumo de calor e elevagado da entropia. A transferéncia da cadeia lateral da lisina da agua pura para uma
solugdo aquosa de glicerol a 30% ocorre com liberagdo de uma quantidade de energia livre que diminui com o
aumento da temperatura entre 25 e 50 °C, com liberagéo de calor e diminuigao de entropia.
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