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ESTABILIZACAO DE PROTEINAS POR OSMOLITOS

PROTEIN STABILIZATION BY OSMOLYTES

Yara Almeida VIANA'; Mario da Silva GARROTE FILHO'; Nilson PENHA-SILVA?

RESUMO: Os osmolitos constituem um grupo de solutos de baixo peso molecular envolvidos na estabiliza¢ao
protéica, em resposta a condi¢des ambientais de estresse. Esses solutos, encontrados mesmo em organismos bastante
distantes dentro da escala evolutiva, forcam as proteinas a se enovelarem e a resistirem a desnaturacdo. Evidéncias
sugerem que os osmolitos atuariam modificando as propriedades do solvente em que a proteina encontra-se imersa,
afetando desta forma as interagdes que a superficie da proteina estabelece com o solvente.
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ASPECTOS GERAIS

As proteinas apresentam enorme diversidade de
funcéo e constituem as macromoléculas mais abundantes
na natureza. O arcabougo que forma a maioria dos
organismos vivos; os anticorpos; além de muitos
transportadores e hormonios, sdo proteinas. As enzimas,
que apresentam a habilidade de aumentar de maneira
extraordinaria a velocidade das reagdes quimicas,
constituem as biomoléculas mais especializadas dentro
deste grupo (LEHNINGER; NELSON; COX, 1993).

Inimeras condi¢des de estresse ambiental, como
calor, radicais livres e altas concentragdes de sais, podem
comprometer a atividade bioldgica dessas moléculas. O
acimulo de ions inorgdnicos, como potassio, além de
aminoacidos, como glutamato, prolina e glutamina, foi um
dos mecanismos intracelulares inicialmente empregado
para prevenir tais efeitos deletérios em procariotos
(WELSH, 2000). Posteriormente, a ampla utilizagdo de
solutos coletivamente conhecidos como osmolitos tornou-
se uma estratégia freqlientemente observada na natureza
para assegurar a sobrevivéncia dos organismos nessas
condi¢des adversas (RHODES, 1987, SOMERO, 1986;
YANCEY et al., 1982).

Os niveis intracelulares de osmolitos dependem
do organismo, de sua disponibilidade no meio, e do tipo,
severidade e duracdo do estresse osmético (DIAMANT
etal., 2001). Por essa razio, eles podem ser encontrados

em concentragdes que variam de dezenas a centenas de
milimolar.

Os osmoélitos permitem que as proteinas
mantenham suas atividades bioldgicas porque atuam como
estabilizadores da estrutura protéica, sem, contudo,
comprometer a eficiéncia de sua fungdo dentro da célula
(BOWLUS; SOMERO, 1979; YANCEY et al., 1982;
YANCEY, 1985).

CLASSIFICACAO DOS OSMOLITOS

Estes solutos estabilizantes de ocorréncia natural
sdo quimicamente classificados em trés grupos: (1)
polilcoois, como glicerol e sorbitol; (2) aminoacidos e seus
derivados, como as metilaminas betaina e sarcosina; e (3)
agucares, como sacarose ¢ trealose (YANCEY et al.,
1982). No caso da betaina, ¢ particularmente interessante
observar que esse composto, derivado da colina, apos
sucessivas desmetilacdes da origem a dimetilglicina, a
metilglicina e a glicina (RODWELL, 1993), compostos que
constituem uma familia analoga de estabilizadores.

Considerando-se o aspecto funcional, ha ainda
uma outra classificacdo para estes solutos. Aqueles que
exercem pequenos efeitos sobre a fungdo protéica sdo
classificados como solutos compativeis. Ja os osmdlitos
que combatem os efeitos que solutos deletérios tém sobre
as proteinas sdo denominados solutos neutralizantes
(BOROWITZA; BROWN, 1974; YANCEY etal., 1982).
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ATUACAO DOS OSMOLITOS

As altas pressdes hidrostaticas a que muitos
organismos estdo submetidos sdo compensadas pelo
actimulo de osmolitos até concentracdes de 300 mmol/kg
de massa corporal, sendo que este aciimulo é proporcional
a profundidade em que estes animais vivem (GILLETT
etal., 1997).

Rais, tartarugas e insetos sdo animais que
hibernam em situacdes de frio intenso, o que ¢
acompanhado por uma redug@o do metabolismo. Os
fluidos corporais desses animais ndo congelam pelo
acimulo de osmoélitos. Caso contrario, ter-se-ia uma
situag@o incompativel com a vida (STOREY etal., 1996).

Organismos anidrobidticos sdo beneficiados com
o acumulo desses solutos estabilizantes, que mantém
viaveis tecidos que enfrentam estresse hidrico e que
tenham uma concentracéo de agua que pode até mesmo
ser inferior a 0,1% (PANEK, 1996). Este efeito protetor
¢ usualmente observado com solutos da classe dos
carboidratos, que estabelecem ligag¢des de hidrogénio com
proteinas, de modo a dispensar a participagao da agua,
que normalmente seria responsavel por essas ligacdes.

Varios ensaios in vitro tém comprovado a agéo
protetora dos osmolitos.

A malato desidrogenase ¢ protegida contra
desnaturacdo a 44 °C por concentragdes fisiologicas de
betaina, trealose, prolina ou glicerol. Estes solutos
promovem uma diminui¢do dos movimentos de grupos
da proteina mesmo em temperaturas elevadas o suficiente
para promover sua agregag¢do e desnaturagdo
(DIAMANT et al., 2001).

A incorporagdo de sacarose ou trealose a 1,5
mol.L! aumenta consideravelmente a temperatura
intermediaria da transi¢do de desnaturagio térmica (T )
da lisozima TAP2. O termo T_ vem do inglés melting
temperature, que significa temperatura de fuséo, pois
corresponde a temperatura intermediaria de transi¢do
entre o estado nativo, em que a proteina esta enovelada,
e o estado desenovelado, em que a proteina apresenta
conformacdes completamente randomicas. A presenga
de um osmoélito permite que, mesmo no estado
desnaturado, a lisozima apresente o-hélices e preserve
alguma estrutura terciaria. A adi¢do destes aglicares
também diminui a taxa de agregagdo e a ocorréncia de
processos como racemizagio e desaminagio nesta enzima
(UEDA; MAKIKO; IMOTO, 2001). Uma baixa
incidéncia destes eventos, além de uma reduzida
ocorréncia de rea¢des oxidativas, também sdo observados
para a holoenzima e para a apoenzima da alcool
desidrogenase de levedura, na presenca de solutos como
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trealose, sacarose, sorbitol e manitol (MIROLIAEI;
NEMAT-GORGANI, 2001).

A presenca de glicerol, xilose e polietilenoglicol
tém um pequeno efeito sobre a complexagéo da proteina
repressora do triptofano (TR) com um segmento derivado
do operon TRP EDCBA de Escherischia coli. De acordo
com esses estudos, isso poderia ser justificado pelo
aumento da estabilidade da proteina e conseqiiente
diminui¢do da sua flexibilidade. Entretanto, a analise da
variacdo de energia livre envolvida na complexagéo dos
trés dimeros de TR ao seu opéron mostra que a presenga
de betaina interfere no grau de cooperatividade desta
interagdo (BROWN et al., 1999).

O S PRO, um dos fragmentos que constitui a
ribonuclease, ¢ protegido contra desnaturagdo térmica
pela adi¢do de sarcosina, que promove uma elevagdo
da temperatura de transi¢do térmica desta enzima (T )
de 35,3 °C para 53,5 °C. Na presenca deste soluto, o S
PRO também adquire uma estrutura mais compacta e
menos susceptivel a clivagem pela tripsina, ocorrendo
inclusive protecdo do fragmento S PRO 38-124, que
normalmente seria clivado. De forma geral, a ligacdo
dos fragmentos S PRO e S PEP, que constituem a
ribonuclease, mostra-se mais forte na presenca de
sarcosina (RATNAPARKHI; VARADARAJAN,
2001).

Proteinas como a ribonuclease A, o citocromo C,
a mioglobina e a lisozima, apresentam um aumento na
temperatura de transi¢do térmica com a adi¢éo de alguns
osmolitos. Entretanto, a variagdo de energia livre de
desnaturagdo dessas biomoléculas ndo ¢ afetada, a
temperatura de 25 °C, pela adigéo de tais solutos, o que
naturalmente seria importante para nao alterar o turnover
dessas proteinas (ANJUM; RISHI; AHMAD, 2000).

A N-oxido trimetilamina (TMAO) interfere na
acdo da proteina TAU, que, associada aos microtubulos,
atua no processo de nucleacdo, polimerizagédo e
manutengdo durante a reunifo de tubulina, inclusive na
presenca de agentes caotropicos (TSENG; GRAVES,
1998). Recentemente, a associagdo de L-prolina a esta
chaperonina quimica, com conhecida capacidade de
induzir estruturas secundarias e terciarias, revelou a
habilidade em promover uma maior regularidade na
estrutura cristalina da proteina basica da mielina, que
normalmente ¢ considerada como uma proteina
desestruturada (HILL et al., 2002).

O gene supressor de tumor p53, um dos
reguladores centrais da resposta ao DNA danificado,
mostrou ser capaz de induzir o acumulo de ceramidas,
compostos que apresentam multiplas atividades bioldgicas,
que incluem controle do ciclo celular, apoptose e
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capacidade de responder ao estresse desnaturante de
proteinas pela sua agdo como osmolito (DBAIBO, 1997).

E particularmente interessante observar que o uso
de um tipo de osmolito organico nédo ¢ delineado pela
posicao filogenética do organismo. Glicina e betaina sdo
usados por invertebrados marinhos, eubactérias e plantas
halofilicas, mas também sdo encontrados nos rins de
mamiferos, o que consiste numa verdadeira convergéncia
evolutiva (SOMERO, 1986). Fields (2001) sugere
inclusive que a utilizagdo de solutos estabilizantes pelos
organismos para prevenir efeitos deletérios sobre as suas
estruturas protéicas ¢ altamente benéfica, porque permite
que eles possam adaptar-se a varios nichos térmicos e
colonizar novas areas com mais facilidade, alterando os
niveis destes aditivos.

A atividade osmorregulatéria também esta
bastante caracterizada em mamiferos. Na medula renal,
onde as concentra¢des de uréia, um agente com
reconhecida habilidade de desenovelar proteinas, ¢
bastante alta, ocorre sintese de sorbitol e
glicerofosforilcolina, além de acimulo de inositol e betaina
(GARCIA-PEREZ; BURG, 1990).

A forma recombinante do interferon-o. humano,
quando submetida a inativacdo térmica, tem a meia vida
da sua atividade antiviral bastante aumentada quando
colocada na presenca de albumina sérica bovina,
monossacarideos, aminoacidos e polidis. Entretanto, na
auséncia destes aditivos, € observado um decaimento
exponencial da sua atividade antiviral (SEBEKA et al.,
2001).

In vitro, embrides de mamiferos desenvolvem-
se melhor em meio hiperosmotico pela adi¢@o de osmolitos
(DAWSON; BALTZ, 1997). In vivo, em ratos, ha uma
variagdo no perfil destes solutos ao longo do
desenvolvimento (MILLER; HANSON; YANCEY,
2000).

Uma das mais recentes e interessantes
descobertas relacionadas a acdo dos osmdlitos refere-se
a sua influéncia na ag@o das chaperoninas, regulando
desta forma a homeostase das proteinas. Betaina e glicerol
ativam a chaperona LS (GroEL + GroES) de E. coli em
30 a 40% durante o enovelamento de malato
desidrogenase termicamente desnaturada associada a
GroEL. Além disso, na auséncia da GroES, o
enovelamento ocorre doze vezes mais rapido com a adigcao
de glicerol a 3,8 mol.L"' (DIAMANT et al., 2001).
Segundo Bolen e Baskakov (2001), a presenca destes
solutos estabilizantes asseguraria o enovelamento
adequado destas biomoléculas mesmo quando elas nao
estdo submetidas a condi¢des de estresse.
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MECANISMO DE ACAO

A desnaturagdo de uma proteina, em
determinadas circunstancias, é um processo reversivel.
Isso significa que os estados nativo e desnaturado estido
em equilibrio. Esse equilibrio ¢ afetado pela alteragdo de
estabilidade de um desses estados, ou de ambos. E a
estabilidade sera tanto maior, quanto menor for o contetido
energético. Sabendo-se disso, seria de se esperar que
um osmolito promovesse a estabilizacdo de uma proteina
pela reducdo do conteudo energético do estado nativo ou
aumentando o contetildo energético do estado
desnaturado. Entretanto, ao contrario do que possa
parecer, o mecanismo de estabilizagdo dos osmolitos
envolve um aumento do contetido energético desses dois
estados, s6 que em diferentes proporgdes (LEE, 2000).

A interacdo entre um osmolito e uma proteina ¢
geralmente desfavoravel. Por isso sdo preferencialmente
excluidos da superficie da mesma, resultando na formacao
de uma camada de hidratag@o ao redor da proteina. Essa
camada ¢é constituida por moléculas de agua altamente
organizadas, que possuem uma mobilidade menor, pois
ndo podem se mover tdo livremente como as demais
moléculas de agua que constituem o solvente aquoso. A
manutengdo da organizagdo das moléculas de agua da
camada de hidrata¢do requer energia. E quanto mais
extensa for a camada de hidratag@o, o que por sua vez
esta relacionado com o numero de moléculas de agua
que a constituem, maior sera o conteudo de energia
envolvido em sua manuten¢do (TIMASHEFF, 2002;
TIMASHEFF; ARAKAWA, 1989).

Os osmolitos atuam tanto sobre o estado nativo,
quanto sobre o desnaturado. Entretanto, a superficie da
proteina exposta ao solvente ¢ maior no estado
desnaturado do que no estado nativo. Na proteina
desnaturada ha a formagio de uma camada de hidratagéo
mais extensa, que envolve um maior contetido de energia
livre por mol de proteina (potencial quimico). Portanto, o
potencial quimico do estado desnaturado sera maior do
que o do estado nativo. Isso favorece o deslocamento do
equilibrio em direcdo ao estado nativo, que dessa forma
¢ estabilizado. Esse é o principio de atuagéo dos osmdlitos,
e é denominado de efeito solvofébico (GEKKO;
TIMASHEFF, 1981; BOLEN; BASKAKOV, 2001).

Acredita-se que os osmdlitos também promovam
um aumento da polaridade do solvente, fortalecendo o
efeito hidrofébico, que € o principal responsavel pela
estabilidade do estado nativo. Esse efeito é decorrente
de interacdes desfavoraveis entre grupamentos apolares
da estrutura da proteina com um solvente aquoso polar.
Essas interacdes sdo desfavoraveis porque envolvem

Biosci. J., Uberlandia, v. 21, n. 2, p. 83-88, May/Aug. 2005

85



Estabililazacio de proteinas por ...

aumento da energia livre, pois esses grupamentos apolares,
para serem solvatados, requerem a formag@o ao seu redor
de uma camada de hidratag@o constituida por moléculas
organizadas de agua. Tanto o efeito hidrofobico, quanto
o efeito solvofdbico, se baseia no mesmo principio, o qual
consiste em promover a desestabilizagdo de uma proteina
para, desse modo, estabiliza-la, pois ambos os efeitos
baseiam-se em intera¢gdes desfavoraveis (BOLEN;
BASKAKOYV, 2001).

A intensificacdo do efeito hidrofébico pela
presenga de osmolitos pode ser constatada por estudos
sobre a estabilidade do complexo formado entre o ion
benzamidinio e a tripsina bovina. Esses estudos mostraram
que a presenga de glicerol torna ainda mais desfavoravel
o contato do anel benzénico do ion benzamidinio com o
solvente, conforme mostram calculos de energia livre.
Com isso, a inclusdo desse ion nos sitios hidrofobicos da
enzima com os quais interage seria favorecida (VIANA,
2003). Isso sugere que a presenca do osmdlito promoveria
uma alteracdo da constante dielétrica do solvente,
tornando-o mais polar. Outras propriedades do solvente
também poderiam ser alteradas (SAUNDERS et al.,
2000).

Simulag¢des de dinamica molecular mostraram que
auréia, ao interagir com uma esfera hidrofobica promove
o deslocamento de moléculas de agua da camada de
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hidratagdo. Com isso, ha uma redugdo da quantidade de
energia livre necessaria para a manutengo dessa camada,
levando a uma redugéo do potencial quimico do estado
desnaturado, que entdo seria estabilizado, em detrimento
do estado nativo. Isso favoreceria o processo de
desnaturagdo (TSAIL; GERSTEIN; LEVITT, 1996).

Os osmolitos também sdo eficazes em permitir
que o estado nativo suporte elevacdes de temperatura
acima das quais normalmente a proteina seria
desnaturada. Diamant e colaboradores (2001) mostraram
que o aumento na viscosidade do solvente determinado
pela presenca do osmdlito apresenta uma correlagdo
positiva com o efeito de termoprote¢do da proteina.

CONCLUSOES

Os osmdlitos constituem um grupo de solutos que
indiscutivelmente contribuem para estabilizar a estruturas
protéicas dos seres vivos, sem contudo comprometer a
fungdo destas biomoléculas dentro da célula. A agdo
osmorregulatéria envolve mudancas nas propriedades do
solvente, afetando desta forma as interagdes que a proteina
estabelece com o meio em que se encontra. Na presenca
dos osmolitos, o estado nativo da proteina torna-se
energeticamente mais favoravel que o estado
desenovelado.

ABSTRACT: Osmolytes comprise a group of solutes with low molecular weight involved in the protein

stabilization against environmental stress conditions. These solutes, encountered even in organisms that are very far in
the evolutionary scale, force proteins to fold and resist to denaturation. Evidences suggest that osmolytes act modifying
the properties of the solvent in which the protein is immersed, affecting in this way the interactions that the protein
surface establish with the solvent.

UNITERMS: Osmolytes, Proteins, Stabilization, Thermodynamic.
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