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APRESENTACAO

Varios fatores podem interferir na estabilidade de uma proteina, como a
temperatura, o pH e presenga de moléculas como o glicerol e a uréia.
Temperaturas altas aumentam a agitagao térmica da cadeia polipeptidica e tende
a torna-la muito flexivel, o mesmo acontece na presencga de uréia. Isso favorece o
desenovelamento da cadeia polipeptidica e consequente diminuicdo de atividade
da proteina. Esse processo pode ser amenizado na presenga de glicerol, que é
um osmolito usado por diversos seres vivos em situagdes de estresse, como
escassez de agua, temperaturas e pressdes elevadas, dentre outras. O glicerol
também pode ser usado na cristalizacdo de proteinas, bem como para aumentar
a estabilidade de eritrécitos.

Cada uma das diferentes possiveis conformag¢des que uma proteina pode
apresentar recebe o nome de microestado. E o conjunto de microestados que
correspondem a um mesmo macroestado denomina-se “ensemble”. Para evitar
anglicanismo, usamos o termo “estado” no lugar de “ensemble”.

Tradicionalmente, considera-se que uma proteina pode existir em dois
estados (ou “ensembles”), o estado nativo e o estado desnaturado. O estado
nativo seria composto por microestados que correspondem a proteinas
funcionais, enquanto o estado desnaturado seria formado por microestados que
estdo associados a proteinas incapazes de desempenhar a sua fungdo. Além
disso, esses dois estados estdo em equilibrio.

O equilibrio entre o estado nativo e o estado desnaturado pode ser alterado
pela presenca de glicerol. Isso acontece porque esse osmoalito tende a aumentar
ainda mais a diferenga de energia livre do estado desnaturado em relagdo ao
estado nativo. Desse modo, a transigdo de uma proteina do estado desnaturado
para o estado nativo fica ainda mais dificil.

Este trabalho descreve experimentos realizados com a enzima N-acetil-p3-
D-glicosaminidase, obtida a partir do fungo Trichoderma harzianum, em diferentes
temperaturas e concentragcdes de glicerol. Também verificamos o efeito do pH e
de concentracdes de uréia em 40 °C. Nessas condi¢cdes, constatamos que ha um
aumento da atividade da enzima em concentragcbes menores de glicerol, que

variam de 0,5 a 1,0 M. Em concentra¢gées maiores de glicerol, como 1,5 e 2,0



mol.L”", ha um gradual declinio da atividade da enzima a partir da atividade
maxima. Para explicar esse comportamento duplo do glicerol, elaboramos um

modelo baseado no conceito de microestados e estados.



CAPITULO 1

FUNDAMENTAGAO TEORICA

EFEITO DE SOLUTOS SOBRE PROTEINAS



Termodinamica

Conceitos termodinamicos, como o de energia livre e equilibrio quimico,
sao imprescindiveis para o entendimento dos mecanismos que atuam na
estabilizacao de proteinas, que sao moléculas fundamentais para a existéncia da
vida.

Uma importante aplicagdo da Termodinamica € a determinag¢ao do sentido
de processos quimicos. Um processo sera espontdneo, ou seja, ocorrera
naturalmente sem interferéncia externa, se isso resultar em uma diminuicdo da
energia livre. A vida segue esse principio, tanto que os seres vivos podem ser
considerados estruturas dissipativas (SCHNEIDER, KEY, 1994; PRIGOGINE,
1996). Essa dissipagao de energia pode ser observada em varios processos
bioldgicos, como o metabolismo e a fotossintese.

De acordo com a Termodindmica, cada ser vivo tem pelo menos um
propésito, que é o de dissipar energia livre. Se n&o fosse por isso, 0s seres vivos
entrariam em equilibrio com o ambiente e morreriam. Na natureza, ha outros
exemplos de formacgao de estruturas complexas a partir da dissipacao de energia,
como € o caso de ventos e correntes marinhas. Assim, percebemos que a
dissipagédo de energia € um imperativo no mundo natural. Isso reforga a hipotese
Gaia, de acordo com a qual a Terra € um imenso ser vivo (SCHNEIDER, KEY,
1994; GARROTE-FILHO, PENHA-SILVA, 2005).

Estabilidade de proteinas

A formagdo de uma proteina tem inicio a partir da ligacdo sequencial de
aminoacidos, o que resulta em uma fita, denominada cadeia polipeptidica. Essa
fita entdo se enovela sobre si mesma, resultando na formacdo de uma estrutura
tridimensional. Esse processo € conhecido como enovelamento. O processo
contrario, no qual a estrutura tridimensional tende a se desfazer, denomina-se
desenovelamento (NELSON, COX, 2002).

Varios fatores contribuem para a estabilizacdo de uma proteina, o que

significa que esses fatores sdo importantes para que a estrutura tridimensional de



uma proteina seja mantida. Esses fatores incluem o tipo de aminoacido que
compde a cadeia polipeptidica, interagdes hidrofobicas e hidrostaticas, pontes de
hidrogénio, pontes dissulfeto, dentre outros (NOSOH, SEKIGUICHI, 1990;
BRANDEN, TOOZE, 1991).

A glicina e prolina sdo aminoacidos que exercem efeitos opostos na
flexibilidade de uma cadeia polipeptidica. A glicina torna essa estrutura mais
flexivel, enquanto a prolina faz com que ela figue mais rigida. Assim, a
substituicdo de glicina por prolina aumenta da rigidez da cadeia polipeptidica
(BRANDEN, TOOZE, 1991; FIELDS, 2001; FIELDS, SOMERO, 2001). O mesmo
acontece quando ocorre a substituicio de glicina por alanina (NOSOH,
SEKIGUCHI, 1990).

Os aminoacidos apolares também s&o importantes para que a estrutura
tridimensional de uma proteina seja mantida. Isso acontece porque a cadeia
lateral desses aminoacidos € hidrofobica, o que determina uma repulsao entre
essas cadeias e as moléculas de agua. Assim, quando uma proteina se encontra
em um meio aquoso, a sua cadeia polipeptidica se enovela de modo a esconder
essas cadeias laterais hidrofobicas do contato com a agua (NOSOH, SEKIGUCHI,
1990). Essa é a base da chamada interacao hidrofobica, que também é conhecida
como forga hidrofobica (TANFORD, 1962).

Temos também as interacdes eletrostaticas, decorrentes da interacao entre
cargas elétricas das cadeias laterais de alguns aminoacidos polares. Essas
interagcdes podem tanto estabilizar como desestabilizar a estrutura de uma
proteina. Cargas elétricas isoladas ou que formam pares de repulsdo, por
exemplo, tendem a tornar uma proteina instavel e, consequentemente, propensa
a sofrer desenovelamento. Por outro lado, quando as cargas elétricas de sinal
contrario estdo préximas, isso aumenta a estabilidade de uma proteina (NOSOH,
SEKIGUICHI, 1990).

Pontes de hidrogénio entre elementos da cadeia polipeptidica substituem
as pontes de hidrogénio entre moléculas de agua e a cadeia polipeptidica e por
isso sdo importantes para tornar uma proteina mais estavel (NELSON, COX,
2002). Ja as pontes dissulfeto diminuem a mobilidade natural da cadeia
polipeptidica (NOSOH, SEKIGUICHI, 1990; BRANDEN, TOOZE, 1991). Em uma

proteina, varios desses fatores podem estar presentes ao mesmo tempo.



A manutencao da estrutura tridimensional de uma proteina é importante
para que ela seja funcional. As proteinas que estdo aptas a desempenhar a
funcdo para a qual foram sintetizadas sdo tradicionalmente consideradas
pertencentes ao chamado estado nativo. Ja aquelas que, por alguma razdo, nao
conseguem fazer isso, fazem parte do chamado estado desnaturado (NELSON,
COX, 2002).

Aparentemente, o ideal seria que uma proteina fosse bastante estavel, pois
assim a sua forma nao sofreria alteragcdes que pudessem torna-la inativa. E essa
estabilidade esta relacionada ao conteudo de energia livre de uma proteina.
Quanto menor for a quantidade de energia livre de uma proteina, menor sera a
tendéncia de que a estrutura dessa proteina sofra alteragbes que poderiam
resultar em uma eventual perda de funcao. Portanto, maior é a estabilidade dessa
proteina (NELSON, COX, 2002; TIMASHEFF, ARAKAWA, 1989).

Uma proteina tendera a permanecer no estado nativo se o seu conteudo de
energia livre nesse estado for menor do que aquele que haveria caso ela
estivesse no estado desnaturado. E quanto maior esse desnivel energético entre
esses dois estados, menor seria a tendéncia de uma proteina em sofrer
desenovelamento. Entretanto, nas proteinas que compdem o0s seres vivos, a
diferenca de energia livre entre os estados nativo e desnaturado é muito pequena
(BRANDEN, TOOZE, 1991). Isso facilita a transicdo de uma proteina do estado
nativo para o estado desnaturado, e vice-versa. Havera um equilibrio quimico
entre esses dois estados quando a transicdo de proteinas de um estado para
outro for um processo reversivel (TIMASHEFF, ARAKAWA, 1989; FONSECA et
al., 2006). Para fins didaticos, podemos comparar esse equilibrio a uma caixa
colocada sobre uma gangorra. Nessa caixa, encontram-se esferas azuis e
vermelhas, que correspondem a proteinas do estado nativo e do estado
desnaturado, respectivamente. Essas esferas estdo separadas em lados
diferentes. Quando a gangorra esta paralela ao solo, os dois lados possuem a
mesma quantidade de esferas (Figura 1). No entanto, se a gangorra ¢é inclinada,
as esferas migrarao para o lado que estiver mais baixo em relacédo ao solo e,
consequentemente, a quantidade de esferas desse lado vai aumentar (Figuras 2 e
3). Isso acontece porque as esferas, td&o como as proteinas, tendem a

permanecer em estados de menor energia. No caso das esferas, a energia



envolvida € a energia potencial gravitacional e, no caso das proteinas, € a energia
livre.

Em laboratério, € possivel criar proteinas mais estaveis do que aquelas que
existem na natureza. Por exemplo, podem ser feitas modificagdes nos genes que
codificam uma determinada proteina para que ocorra a substituicao de glicina por
prolina em pontos estratégicos da cadeia polipeptidica. Desse modo, a estrutura
protéica formada a partir do enovelamento dessa cadeia polipeptidica seria mais
rigida. Esse estudo recebe o nome de evolugédo dirigida. Ao contrario da selegao
natural, na qual as alteracbes genéticas que resultam em proteinas modificadas
ocorrem ao acaso e em um longo periodo de tempo, na evolugao dirigida esse
processo ocorre de forma controlada e em um curto intervalo de tempo. Além
disso, as proteinas obtidas a partir de evolugéo dirigida estao livres das restricdes
biolégicas, pois sédo testadas fora do corpo. Isso permite a criagdo de proteinas
para uso industrial, por exemplo (ARNOLD, 2001).

A possibilidade de criacdo de proteinas mais estaveis do que aquelas que
existem atualmente demonstra que a evolugdo n&o explorou todas as
possibilidades (ARNOLD, 2001). E ja que parece tao vantajoso ter proteinas
estaveis, por que a evolugcado nao preferiu proteinas mais estaveis do que aquelas
encontradas nos seres vivos atuais? (SOMERO, 2002).

A resposta esta no fato de que a cadeia polipeptidica precisa ter certo grau
de flexibilidade para que uma proteina possa desempenhar a sua fung¢ao. Por
exemplo, temos o caso das enzimas, que sao proteinas que participam da
transformacdo de um substrato em produto. Esse processo, conhecido por
catalise, requer, primeiramente, que a enzima se ligue ao substrato. Essa ligagéo
ocorre em uma regiao da enzima denominada sitio ativo. Alteragées na estrutura
da proteina podem alterar a forma do sitio ativo de modo que a enzima tenha
dificuldade em reconhecer o substrato. Com isso, ha uma diminuicdo da afinidade
da enzima pelo substrato. Essa afinidade pode ser avaliada pelo valor da
constante de Michaelis-Menten (K,), que indica a quantidade de substrato
necessaria para que uma enzima alcance metade da sua velocidade maxima de
catalise. E quanto menor o K,, maior é a afinidade da enzima pelo substrato
(NELSON, COX, 2002).



O fato de que e enzima se liga ao substrato nao significa, necessariamente,
que o substrato sera catalisado. Essa é apenas uma das etapas do processo.
Para que o substrato seja transformado em produto, a enzima precisa sofrer
mudangas conformacionais, e por isso a sua estrutura precisa ter certo grau de
flexibilidade. Se uma enzima fosse bastante estavel, a sua estrutura teria maior
rigidez. Desse modo, o sitio ativo estaria menos propenso a sofrer mudancas
conformacionais que pudessem dificultar a sua interagdo com o substrato.
Entretanto, para promover a catalise do substrato, a enzima requer uma estrutura
com certo grau de flexibilidade. Portanto, com uma estrutura mais rigida, uma
proteina se ligaria mais facilmente ao substrato, mas em compensacao teria maior
dificuldade em catalisa-lo (FIELDS, 2001; SOMERO, 2004).

Nos seres vivos, as proteinas estdo sendo continuamente renovadas, em
um processo denominado “turnover”. Nesse processo, proteinas antigas sao
degradadas e substituidas por proteinas novas, do mesmo tipo. E como se as
proteinas possuissem uma data de validade. As taxas de sintese e degradagao
se equivalem, de modo que a concentragdo de uma determinada proteina
permanece praticamente constante em condigdes normais no organismo.
Entretanto, se essa proteina se tornasse mais estavel, a célula poderia ter
dificuldade em degrada-la. Se isso acontecesse, essa proteina se acumularia no
organismo, pois a célula continuaria a produzir novas proteinas para substituir
aquelas que deveriam ter sido destruidas. Esse acumulo poderia fazer com que a
proteina alcancasse niveis toxicos para o organismo (ANJUM et al., 2000;
ARNOLD, 2001).

A estabilidade ideal de uma enzima depende das condigdes do meio em
que ela se encontra, como temperatura, por exemplo. E para que um ser vivo
esteja adaptado a um determinado ambiente, isso significa que as suas proteinas
precisam ser funcionais nesse ambiente. Caso contrario, essa seria uma situagao
incompativel com a vida (FIELDS, 2001).

Quanto a temperatura a qual estdo adaptados, os seres vivos podem ser
classificados como mesofilicos, termofilicos e psicrofilicos. Os mesofilicos sao
aqueles que vivem em temperaturas que consideramos normais. Ja os
termofilicos sdo aqueles que requerem temperaturas bastante elevadas para que

possam sobreviver. No outro extremo, os psicrofilicos estdo adaptados a



temperaturas muito baixas, como é o caso dos peixes antarticos (FIELDS,
SOMERO, 1998).

Esses diferentes organismos podem ter enzimas que derivam de uma
forma ancestral comum (ortologos). Tais enzimas possuem a mesma fungéo e
estrutura bastante similar. Um exemplo de ortologo € a lactado desidrogenase A
(FIELDS, SOMERO, 1998; FIELDS, 2001; SOMERO, 2003).

Os termofilicos possuem proteinas com estrutura menos flexivel para
compensar a agitacdo térmica do meio em que se encontram. No caso dos
psicrofilicos ocorre o contrario (HOYOUX et al.,, 2004). Uma das estratégias
adotadas por esses organismos para obter enzimas com flexibilidade adequada
para cada tipo de ambiente é a alteracdo da composicdo em glicina e prolina da
cadeia polipeptidica. As proteinas dos termofilicos, por exemplo, possuem maior
proporcao de prolina em detrimento de glicina do que enzimas similares de
organismos psicrofilicos. Ja em relagdo ao conteudo de glicina ocorre o contrario
(LOW, BADA, SOMERO, 1973; FIELDS, 2001).

Estudos revelaram que os peixes antarticos surgiram a partir de peixes
mesofilicos. Um fato interessante é que muitos peixes antarticos possuem
hemoglobinas rudimentares, enquanto alguns sao até mesmo desprovidos dessa
molécula. Isso acontece porque, devido a baixa temperatura do ambiente, tem-se
um aumento da solubilidade do oxigénio no sangue, que é basicamente composto
por agua. Por isso, a hemoglobina torna-se desnecessaria para o transporte de
oxigénio. A presenca de moléculas de hemoglobina rudimentares ou mesmo a
auséncia de hemoglobina tornam o sangue menos viscoso, o que reduz o custo
energético para bombea-lo (PRISCO, 2000; VERDE, PARISI, PRISCO, 2006).

Devido as condi¢cbes da Terra primitiva, acredita-se que os primeiros seres
vivos tenham sido termofilicos. Assim, os organismos mesofilicos, nos quais
incluem os seres humanos, devem ter surgido a partir de organismos adaptados a
temperaturas elevadas (LESK, 2003).
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Caracteristicas gerais dos osmalitos

Como acabamos de ver, uma proteina pode se tornar mais adaptada a um
determinado ambiente devido a modificagdes em nivel de cadeia polipeptidica,
como a alteracdo da composicdo de aminoacidos da mesma. Esse tipo de
adaptacao é classificado como intrinseca. No entanto, a estabilidade de uma
proteina também pode ser alterada por substancias presentes no ambiente ao
seu redor, sem que haja modificagdo da cadeia polipeptidica. Isso é denominado
de adaptacao extrinseca. A adaptacao extrinseca pode envolver a participagao de
moléculas de pequeno peso molecular, coletivamente denominadas osmdlitos.
(FIELDS, 2001; FIELDS, WAHSTRAND, SOMERO, 2001; SOMERO, 2002).

O efeito dos osmalitos independe da histéria evolutiva de uma proteina. Ou
seja, uma proteina pode ser estabilizada por osmolitos mesmo que nao tenha
evoluido na presenca dos mesmos (YANCEY et al., 1982; YANCEY, 2004).

Os osmolitos podem ser acumulados em diversas situacdes de estresse,
como escassez de agua, extremos de temperatura e salinidade e altas
concentragdes de uréia (ANJUM, RISHI, AHMAD, 2000; SHARMA, DUBEY, 2004;
VIANA, GARROTE-FILHO, PENHA-SILVA, 2005).

Bactérias haldfilas sdo aquelas que vivem em ambientes cuja concentragao
de sal é bastante elevada. Ha bactérias haldfilas que estdo tdo bem adaptadas a
ambientes desse tipo que as suas proteinas requerem concentragoes elevadas de
sal para que sejam ativas. Para que essas bactérias também pudessem ocupar
ambientes com menor salinidade, elas teriam que possuir um novo conjunto de
genes para codificar proteinas que fossem adaptadas a esse tipo de ambiente. Se
essas bactérias usassem osmoalitos, elas poderiam usar a mesma proteina em
diferentes ambientes, e por isso iriam precisar de apenas um conjunto de genes
para sintese de proteinas. O uso de osmolitos permitiria uma economia de genes,
o que resulta na chamada simplicidade genética (YANCEY, et al., 1982; YANCEY,
2004).
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Mecanismo de acdo dos osmolitos

O mecanismo de agao dos osmoalitos ainda nao foi totalmente esclarecido.
Atualmente ha dois modelos que explicam isso. De acordo com um desses
modelos, os osmolitos sdo excluidos preferencialmente da superficie de uma
proteina, deixando para tras uma camada de moléculas de agua ao redor da
proteina, denominada camada de hidratacdo (GEKKO, TIMASHEFF, 1981,
TIMASHEFF, ARAKAWA, 1989; TIMASHEFF, 1992; TIMASHEFF, 2002). Essa
exclusao foi observada tanto experimentalmente, por meio de equilibrio de dialise
(TIMASHEFF, 1989), como em simulagdes de dindmica molecular (KANG, YU,
JHON, 1995).

A formagéo da camada de hidratagdo envolve um aumento de energia livre
do sistema formado pela proteina e a camada de hidratagdo ao seu redor. Esse
aumento de energia livre esta relacionado ao tamanho da camada de hidratacéo.
Assim, quanto maior o tamanho da camada de hidratagdo, maior € a quantidade
de energia livre evolvida. E o tamanho da camada de hidratagdo, por sua vez,
depende da superficie da proteina exposta ao solvente. Quanto menor a area da
proteina em contato com o solvente, menor sera acamada de hidratagdo. Desse
modo, quanto menor a superficie da proteina exposta ao solvente, menor € o
tamanho da camada de hidratacdo, resultando em um menor aumento de energia
livre. Isso faz com que as proteinas do estado nativo sejam mais estaveis, porque
tais proteinas, em geral, sdo mais compactas do que aquelas do estado
desnaturado (ARAKAWA, 1989; TIMASHEFF, 1992; BASKAKOV, BOLEN, 1998;
TIMASHEFF, 2002).

Como as proteinas existem em diferentes microestados, a acdo dos
osmolitos vai favorecer as proteinas do estado nativo, porque possuem uma
conformagao mais compacta. Experimentos mostraram que a estrutura da RNAse
A se torna mais compacta e menos caodtica na presenga de osmolitos (QUO,
BOLEN, BOLEN, 1998). Como os microestados dos estados nativo e desnaturado
se encontram em equilibrio, € como se os osmolitos deslocassem esse equilibrio
em diregdo ao estado nativo (TIMASHEFF, ARAKAWA, 1989; LEE, 2000). Isso

aconteceria porque, na presenca de osmolitos, a transicdo de uma proteina do
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estado nativo para o estado desnaturado envolveria um custo energético maior do
que aquele envolvido no caminho contrario (FIELDS, 2001; SOMERO, 2002).

Mas como e porque os osmolitos sdo preferencialmente excluidos da
superficie de uma proteina? Essas perguntas podem ser respondidas por outro
modelo que se propde a explicar a acdo dos osmolitos na estabilizacido de
proteinas. De acordo com esse modelo, os osmodlitos n&o interagem do mesmo
modo com as diferentes partes de uma proteina. Por meio de experimentos
envolvendo a energia livre de transferéncia de componentes de uma proteina de
agua pura para solugbes de osmolitos, foi constatado que a interagdo entre
osmolitos e o esqueleto peptidico de uma proteina é desfavoravel. Ou seja, essa
interacdo envolve um aumento de energia livre do sistema. Dependendo do
aminoacido com o qual interagem, mais especificamente da cadeia lateral, essa
interacao pode resultar em um aumento ou diminuicdo da energia livre. Mesmo
quando ocorre aumento da energia livre, esse acréscimo € quase insignificante
quando comparado ao que ocorre quando os osmolitos interagem com o
esqueleto peptidico (BOLEN, BASKAKOQOV, 2001).

Portanto, o esqueleto peptidico de uma proteina seria a fonte da exclusao
preferencial dos osmolitos. Como a exposicao do esqueleto peptidico € muito
maior nas proteinas do estado desnaturado do que naquelas do estado nativo, o
aumento de energia livre do estado desnaturado sera maior do que aquele
associado ao estado nativo (LIU, BOLEN, 1995).

A partir dos dois modelos propostos, podemos inferir que os osmalitos sao
excluidos preferencialmente da superficie de uma proteina porque interagem de
modo desfavoravel com o esqueleto peptidico de uma proteina (ANJUM, RISHI,
AHMAD, 2000).

Ao promoverem a estabilizagdo de uma proteina, os osmdlitos sdo, de
certo modo, repelidos da superficie da proteina. E como se houvesse uma
repulsdo entre os osmalitos e a proteina. Essa &, basicamente, a mesma origem
do efeito hidrofdébico, que consiste na repulsao entre uma proteina e as moléculas
do solvente aquoso no qual essa proteina se encontra. Devido a essa
semelhanga, a acdo dos osmolitos na estabilizagdo de proteinas tem sido
denominada de efeito osmofdbico (WANG, ROBERTSON, BOLEN, 1995; BOLEN,
BASKAKOV, 2001).
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Os osmodlitos sdo importantes para estabilizar proteinas em temperaturas
altas (acima da temperatura 6tima), permitindo que essa proteina continue
funcional mesmo em temperaturas nas quais normalmente sofreria desnaturagao
e se tornaria inativa. Por outro lado, os osmdlitos exercem pouco efeito em
temperaturas baixas (abaixo da temperatura 6tima da enzima). Isso acontece
porque, em temperaturas altas, a proteina comecga a se desnaturar, e com isso ha
um aumento da exposi¢cao do esqueleto peptidico. Portanto, os osmdlitos tém um
efeito maior sobre as proteinas do estado desnaturado. Em baixas temperaturas,
por outro lado, a populacdo de proteinas do estado nativo € maior. Com isso, ha
mais proteinas que apresentam uma conformacdo mais compacta, na qual o
esqueleto peptidico estda mais protegido do contato com o solvente aquoso, no
qual se encontram os osmolitos. Isso explica porque o efeito protetor dos
osmolitos sobre uma proteina aumenta com o aumento da temperatura (WANG,
ROBERTSON, BOLEN, 1995; ANJUM, RISHI, AHMAD, 2000; LEE, 2000). Esse
efeito protetor € importante para prevenir a inativagdo de enzimas em
temperaturas elevadas (ZANCAN, SOLA-PENNA, 2005).

Entretanto, o aumento do efeito protetor dos osmalitos em decorréncia do
aumento da temperatura ocorre até certo ponto. Se a temperatura se torna
elevada demais, a proteina pode sofrer desnaturacdo irreversivel e com isso
deixaria de ser sensivel a agdo dos osmoalitos, ja que esses compostos atuam
apenas sobre as proteinas que participam do equilibrio entre o estado nativo e o
estado desnaturado (TIMASHEFF, ARAKAWA, 1989).

A protegcdo que os osmolitos conferem as proteinas poderia gerar
inconvenientes se ocorresse em qualquer temperatura. O aumento da
estabilidade de uma proteina sintetizada por um determinado ser vivo poderia
dificultar a degradacao dessa proteina. Com isso, essa proteina iria se acumular
no organismo e ent&do se tornaria toxica. Entretanto, como o efeito da maioria dos
osmolitos é mais intenso em temperaturas altas, isso ndo chega a afetar
consideravelmente o “turnover’ de uma proteina (ANJUM, RISHI, AHMAD, 2000).

A eficacia dos osmolitos depende do tipo de osmodlito utilizado, da
concentragdo do osmolito e da existéncia de algum fator capaz de promover
desnaturagcdo da proteina, como temperatura elevada, uréia, dentre outros. E

quanto maior a diferengca de energia livre entre o estado nativo e o estado
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desnaturado provocada pelo osmdlito, maior vai ser o efeito protetor do osmdlito
(QUO, BOLEN, BOLEN, 1998; ANJUM, RISHI, AHMAD, 2000). Por exemplo, a
energia livre de transferéncia de uma proteina de agua pura para uma solugao de
osmolito € maior quando esse osmoalito € o 6xido de trimetilamina (TMAO) do que
a prolina (BOLEN, BASKAKOV, 2001).

Para que exercam efeito, muitos osmodlitos precisam ser usados em
concentracdes elevadas, que vao de 0,5 M a 2,0 M. Apesar de exercerem pouco
efeito em temperaturas baixas, os osmdlitos podem tornar a estrutura de uma
proteina tao rigida ao ponto de que isso provocasse redugao da atividade da
mesma (FIELDS, 2001; SOMERO, 2002).

Utilizacdo dos osmdélitos

A acdo dos osmolitos pode ser direta ou indireta. Na acao direta, sao os
proprios osmolitos que estabilizam a proteina. Na acdo indireta, os osmdlitos
estabilizam chaperonas, que sao proteinas que participam no enovelamento de
proteinas sintetizadas pela célula. As chaperonas também podem atuar no re-
enovelamento de proteinas que se desenovelaram parcialmente em decorréncia
de temperaturas elevadas, e por isso também sao conhecidas como proteinas de
choque térmico (HSP, em inglés) (ARAKAWA et al., 2006).

A aplicagao dos osmoalitos € muito mais ampla. Essas moléculas podem ser
usadas na estabilizagdo de proteinas mesofilicas para que se mantenham
funcionais em temperaturas elevadas, nas quais normalmente sofreriam
desnaturacao e, consequentemente, perda de atividade. Para isso, podem ser
usadas enzimas obtidas de diversos seres vivos, como Sacharomyces cerevisiae
(TAYLOR et al., 1995), microorganismos das profundezas oceanicas (SOMERO,
2002). Esse efeito protetor dos osmolitos € importante porque muitos
procedimentos biotecnoldgicos requerem a utilizacédo de temperaturas elevadas
(ZANCAN, SOLA-PENNA, 2005).

Também é viavel utilizar os osmolitos na cristalizagdo de proteinas. Na
presenca de osmoalitos, ha um aumento da energia livre das proteinas em solugao

devido a formacado de uma camada de hidratacdo ao redor dessas proteinas. Para
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reduzir a superficie de interacdo com o solvente e, consequientemente a extensao
da camada de hidratagdo ao redor, essas proteinas se agregam e entdo se
precipitam. Isso agiliza o processo de cristalizagdo sem que as proteinas
envolvidas sejam danificadas (BOLEN, 2004).

Outra possibilidade é usar os osmolitos para restaurar a atividade de
enzimas purificadas. Isso se justifica pelo fato de que muitas enzimas possuem
estabilizadores naturais podem ser removidos durante o processo de purificacio.
Os osmodlitos, por terem uma agao bastante genérica, que independe da historia
evolutiva da proteina, poderiam compensar a auséncia desses estabilizadores
naturais (ARAKAWA et al., 2006).

Muitas doengas envolvem falhas no enovelamento de proteinas. Essas
falhas podem resultar em proteinas que se enovelaram incorretamente ou apenas
parcialmente (STEFANI, 2004). Proteinas defeituosas podem se agregar e se
tornar toxicas para as células, tal como ocorre em algumas doengcas como
Alzheimer e Parkinson. Mesmo quando as proteinas defeituosas sao
reconhecidas e destruidas pela propria célula, isso ainda pode causa problemas,
pois o reticulo endoplasmatico rugoso persiste na sintese de proteinas
defeituosas a uma taxa elevada, o que resulta no desgaste dessa organela
(ARAKAWA et al., 2006). Os osmolitos podem ser usados no tratamento dessas
doengas (ZANCAN, SOLA-PENNA, 2005). No entanto, para serem eficazes, os
osmolitos precisariam atuar dentro da célula. No entanto, o intervalo de
concentracdo em que os osmolitos sao efetivos € demasiadamente elevado para
muitos seres vivos, inclusive os humanos. Esse € um dos principais fatores que
limita o uso farmacoldgico dos osmalitos (LEE, 2000; ARAKAWA et al., 2006).

Osmodlitos, como o glicerol, também podem desempenhar uma importante
funcdo na conservacao de sangue porque promove a estabilizagao de eritrdcitos,
mesmo em condigdes adversas como a presenga de etanol em baixas
concentracdes (CUNHA et al., 2007).
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Uréia

Existem moléculas, como é o caso da uréia e da arginina, que
desestabilizam a estrutura da proteina, tornando-a mais suscetivel a sofrer
desnaturacdo (TANFORD, 1962; ANJUM, RISCHI, AHAMD, 1998). Por
aumentarem a desorganizagao da estrutura de uma proteina, essas moléculas
também sdo conhecidas como agentes caotropicos (TAYLOR et al., 1995). Em
oposigao, os osmolitos aumentam a organizagdo do solvente e por isso séo
designados por alguns autores como agentes cosmotropicos (GALINSKI et al.,
1997; MOELBERT, NORMAND, RIOS, 2004).

Ndo se sabe exatamente porque a uréia tem efeito caotrépico. Uma
possibilidade é que a uréia promova uma redugdao do efeito hidrofobico
(BRESLOW, GUO, 1990). Outra possibilidade é que a uréia reduza o custo
energético envolvido na formacdo da camada de hidratacdo ao redor das
proteinas. Isso aconteceria porque a uréia desloca moléculas de agua da camada
de hidratagao (NOZAKI, TANFORD, 1963; TSAI, GERSTEIN, LEVITT, 1996).

Também é possivel que a uréia induza a formacdo de cavidades
delimitadas por moléculas organizadas de agua no proprio solvente. Essas
cavidades recebem o nome de clatratos. Peptideos e até mesmo proteinas
poderiam se encaixar nessas cavidades, com custo energético menor do que
aquele que seria decorrente da formacdo de uma camada de hidratacdo ao redor
dos mesmos (TSAI, GERSTEIN, LEVITT, 1996).

A reducado do custo energético para a formagdo da camada de hidratagao
ao redor de uma proteina, seja devido ao deslocamento de moléculas da camada
de hidratagao ou pela formacao de clatratos, diminui a diferenga de energia livre
entre o estado nativo e o estado desnaturado. Isso favoreceria a transicao de
proteinas do estado nativo para o estado desnaturado (TAYLOR et al., 1995).
Portanto, o equilibrio entre os estados nativo e desnaturado seria deslocado em
diregao ao estado desnaturado (SOMERO, 2002). Com isso, haveria um aumento
da populagdo de enzimas do estado desnaturado, que € composto por enzimas
com uma estrutura menos organizada e que, em decorréncia disso, sdo mais

suscetiveis a mudancas conformacionais que alteram a forma do sitio ativo.
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Consequientemente, a afinidade da enzima pelo substrato diminui, e isso resulta
em uma diminuicdo da atividade da enzima (WANG, BOLEN, 1997).

A agdo de moléculas caotropicas ndo é necessariamente prejudicial.
Alguns organismos usam o efeito caotropico da uréia em beneficio proprio. A
uréia pode ser usada em varios processos biolégicos, como retencdo de agua e
inativacdo de enzimas durante hibernagdo, estado no qual ha uma drastica
reduc&o do metabolismo (YANCEY et al., 1982; YANCEY, 2004).

Ha varias teorias que buscam explicar os mecanismos envolvidos na
estabilizacdo de proteinas, mas ainda nao se tem uma teoria unificada. Nos
ultimos 50 anos houve grande avango nesse sentido, mas a busca continua
(SCHELLMAN, 2002).

Quitinase

Com o objetivo de verificar o efeito do glicerol e da uréia na estabilizacao
de proteinas, testamos diferentes concentragdes dessas solugdes, de até 2,0
mol.L”", na presenca da enzima N-acetil-glicosaminidase (NAGase) secretada
pelo fungo Trichoderma harzianum. Essa enzima é importante na degradagao de
quitina, que é o segundo biopolimero mais abundante na Terra. A quitina é
encontrada em diferentes organismos, como protozoarios, aracnideos, insetos,
crustaceos, nematddeos, dentre outros. Por ser tdo amplamente distribuida, a
quitina € um importante reservatério transiente de carbono e oxigénio. Por
atuarem na degradagdo da quitina, enzimas como a N-acetil-glicosaminidase
possuem uma importante fungao na reciclagem do carbono e do oxigénio do solo
(PARHAM, DENG, 2000).

No caso do T. harzianum, que é um micoparasita, a NAGase também é util
para atacar a parede celular de outros fungos (LORITO et al., 1993). Isso inclui
fungos patogénicos como Crinpellis perniciosa, responsavel por danos a pés de
cacau (MARCO et al., 2000). Por isso, fungos como o T. harzianum, sao
denominados de antagonistas e a atividade que exercem no combate e contengéo
de fungos nocivos a outros seres vivos recebe o nome de biocontrole (MARCO et
al., 2000).
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Os modos de acdo de fungos antagonistas incluem micoparasitismo,
competi¢ao e antibiose (ELAD, 2000). Além de quitinases, muitas outras enzimas
estdo envolvidas na realizagdo do biocontrole, e destacam-se aquelas que
atacam a parede celular de fungos patégenos, como proteases, lipases e
glucanases (LORITO et al., 1993; NORONHA, ULHOA, 2000; MARCO,
VALADARES-INGLIS, FELIX, 2004). Acredita-se que as proteases dos fungos
antagonistas neutralizam as enzimas produzidas por fungos patéogenos (MARCO,
VALADARES-INGLIS, FELIX, 2004).

Plantas também produzem proteases para que possam se proteger do
ataque de microorganismos (HOORN, JONES, 2004). No entanto, as enzimas
quitinoliticas de fungos antagonistas s&do mais efetivas do que aquelas produzidas
por plantas e bactérias (LORITO et al., 1993).

O Trichoderma harzianum produz quitinases contra outros fungos, mas
possui quitina em sua propria parede celular. Esse fungo é resistente as suas
proprias enzimas quitinoliticas, até certa concentragdo. Dependendo da linhagem
do fungo, essa concentragéo varia de 50 a 800 ug/mL. N&o se sabe exatamente o
que faz com que o T. harzianum seja resistente as suas préprias enzimas
quitinoliticas. E possivel que isso seja decorrente de modificacdes na composicdo
bioquimica da parede celular desse fungo. Também pode ser que esse fungo
libere inibidores contra as suas proprias enzimas no meio de cultura (LORITO,
1993).

Linhagens diferentes de T. harzianum podem produzir enzimas
estruturalmente diferentes, mas que desempenham a mesma fungdo. Esse é o
caso da N-acetil-B-D-glicosaminidase (NAGase), cujos valores 6timos de pH e de
temperatura variam de acordo com a linhagem do fungo a partir da qual a enzima
foi obtida. Na literatura, tem sido relatado que os valores de pH 6timo da NAGase
variam de 4,0 a 6,0, com picos em 4,0 (MARCO et al., 2000) e 5,5 (PERBERDY,
1991; PARHAM, DENG, 2000). Ja a temperatura 6tima da NAGase se estende de
37 a 65 °C, com picos em 37 (MARCO et al., 2000), 50 (ULHOA, PEBERDY,
1991) e 63 °C (PARHAM, DENG, 2000).

Experimentos revelaram que a aplicacdo de tunicamicina ao meio de
cultura do T. harzianum fez com que a NAGase produzida e secretada por esse

fungo apresentasse um menor conteudo de carboidrato em sua superficie. Com
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isso, a enzima ficou menos resistente ao ataque proteolitico promovido pela
tripsina (ULHOA, et al., 2001).

Perspectivas

A N-acetil-p-D-glicosaminidase produzida pelo fungo do cerrado
Trichoderma harzianum, pode ter aplica¢des industriais, pois ela ataca a parede
celular de outros fungos, destruindo-os, sem causar maleficios aos seres
humanos.

Pelo que sabemos, essa enzima nao foi ainda utilizada em estudos sobre
osmorregulacdo de proteinas. Os experimentos com a N-acetil-B-D-
glicosaminidase permitirdo ampliar o conhecimento sobre essa enzima, e também
poderdo esclarecer melhor o mecanismo de estabilizacdo do glicerol, que € um

osmolito amplamente utilizado para o transporte e estocagem de proteinas.
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Figura 1: Equilibrio entre o estado nativo e o estado desnaturado. No esquema
acima, ha uma caixa colocada sobre uma gangorra. Essa caixa contém esferas
azuis e esferas alaranjadas, que correspondem ao estado nativo e ao estado
desenovelado, respectivamente. Na nossa analogia, a energia de cada estado
depende da altura do fundo da caixa em relagdo ao solo. Na situagao acima,
ambos os extremos da caixa possuem a mesma altura e por iSso possuem a
mesma energia. Desse modo, o equilibrio entre esses dois estados ndo é

favorecido para nenhum lado.
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Figura 2: Equilibrio deslocado em dire¢ao ao estado desnaturado. A caixa com as
esferas azuis e alaranjadas foi inclinada em diregdao a direita. Com isso, a
extremidade direita da caixa apresenta altura menor do que a extremidade
esquerda. Consequentemente, as esferas migram do lado esquerdo para o lado
direito. Elas fazem isso porque, agora, a energia associada ao lado direito é
menor. Ao chegarem ao lado direito, as esferas azuis se transformam em esferas
alaranjadas. Com isso, aumenta-se a quantidade de esferas alaranjadas em
relacdo a esferas azuis. Na nossa analogia, isso significa que o equilibrio entre o
estado nativo e o estado desnaturado foi deslocado em direcdo ao estado nativo.
Além disso, se a caixa fosse inclinada demais, algumas esferas alaranjadas
poderiam sair da caixa (ndo mostrado). Com isso, a quantidade total de esferas
dentro da caixa diminui. Se imaginarmos que as esferas sédo proteinas, isso
significa que as esferas que derramaram sao proteinas que sofreram
desnaturacgao irreversivel e, por ndo estar mais dentro da caixa, isso significa que
essas proteinas ndo fazem mais parte do equilibrio entre o estado nativo e o

estado desnaturado.
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Proteinas do Proteinas do
ensemble ensemble
nativo nativo
Energia do Energia do
ensemble ensemble
nativo desnaturado

Figura 3: Equilibrio deslocado em diregao ao estado nativo. A caixa foi inclinada
em direcdo a esquerda. Com base no que ocorreu na Figura 2, isso significa que
o equilibrio foi deslocado do estado desnaturado para o estado nativo porque
agora o estado nativo possui menos energia do que o estado desnaturado. Do
mesmo modo, se a caixa se inclinar demais para a esquerda, algumas esferas
poderao sair da caixa (ndo mostrado). De acordo com a nossa analogia, isso
corresponderia as enzimas que sofreram compactacao irreversivel, mas isso

ainda ndo tem comprovacao.
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RESUMO

Experimentos realizados com a enzima N-acetil-3-D-glicosaminidase
(NAGase), secretada pelo fungo Trichoderma harzianum, revelaram que o glicerol
nas concentragdes de 0,5 e 1,0 mol.L™" aumenta a atividade da enzima. Em
concentracdes de 1,5 a 2,0 mol.L™”, o glicerol reduz a atividade dessa enzima.
Isso foi verificado em diferentes temperaturas entre 30 e 70 °C e também em
concentragdes crescentes de uréia até 2,0 mol.L”". A reducdo da atividade da
enzima foi maior na presenga de uréia e glicerol do que na presenga de uréia
apenas. Um modelo fundamentado no conceito de microestados e estados foi

elaborado para explicar o comportamento do glicerol.

Palavras-chave: N-acetil-B-D-glicosaminidase; Trichoderma harzianum; glicerol,

uréia.
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ABSTRACT

Experiments performed with the enzyme N-acetyl-p-D-glucosaminidase
(NAGase), secreted by the fungus Trichoderma harzianum, reveal that glycerol
concentrations of 0,5 and 1,0 mol.L™! increase the enzyme activity until a maximum
value. Between 1,5 and 2,0 mol.L™", glycerol decreases the enzyme activity. This
effect was observed at different temperatures of the interval between 30 and 70
°C and also in the presence of increasing urea concentrations until 2,0 mol.L™.
The decrease in enzyme activity was larger in the presence of urea and glycerol
than solely in the presence of urea. A model based in the concepts of microstates

and ensembles was elaborated to explain the glycerol behavior.

Key words: N-acetyl-B-D-glucosaminidase; Trichoderma harzianum; glycerol,

urea
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INTRODUCAO

A estrutura de uma proteina € formada pelo dobramento de uma cadeia
peptidica e pode ser rigida ou flexivel, dependendo das condi¢ées do meio
(FIELDS, 2001; FIELDS, SOMERO, 1998; FIELDS, WAHLSTRAND, SOMERO,
2001; SOMERO, 2003; SOMERO, 2004). Essa estrutura pode apresentar varias
conformacgdes possiveis, denominadas de microestados (WANG, ROBERTSON,
BOLEN, 1995; LEE, 2000; FIELDS, 2001; SOMERO, 2003; FONSECA, 2006).
Uma proteina pode mudar faciimente de um microestado para outro porque a
energia envolvida nesse processo € pequena. Assim, uma proteina tem
estabilidade marginal (BRANDEN, TOOZE, 1991; SOMERO, 2003; BOLEN,
2004).

O conjunto de microestados que correspondem a um mesmo macroestado
€ chamado de estado. Os microestados que correspondem a uma proteina
funcionam formam o estado nativo, enquanto os microestados relacionados a
proteinas inativas compdem o ensemble desnaturado (WANG, ROBERTSON,
BOLEN, 1995; LEE, 2000; FIELDS, 2001; SOMERO, 2003; FONSECA, 2006).
Esses dois estados estdo em equilibrio quando uma proteina € capaz de se
mover de um estado para outro reversivelmente. Muitos fatores podem mudar
esse equilibrio, como a temperatura (TIMASHEFF, 1989; TIMASHEFF, 1992,
LEE, 2000; FONSECA et al., 2006).

A estabilizagdo de proteinas pode ser intrinseca ou extrinseca (FIELDS,
WAHLSTRAND, SOMERO, 2001). A estabilizagdo intrinseca é relacionada a
composicdo de aminoacidos da cadeia peptidica e envolve interacgdes
hidrofdbicas, interagdes eletrostaticas, pontes de hidrogénio e pontes dissulfeto,
por exemplo (NOSOH, SEKIGUCHI, 1990; BRANDEN, TOOZE, 1991; FIELDS,
WAHLSTRAND, SOMERO, 2001). Por outro lado, a estabilizagdo extrinseca
depende de fatores ambientais, como a presengca de pequenas moléculas
organicas coletivamente denominadas osmdlitos (YANCEY et al., 1982; FIELDS,
WAHLSTRAND, SOMERO, 2001; YANCEY, 2004). Essa classe de moléculas
inclui representantes de varios grupos, como agucares, aminoacidos e poliois.

Sacarose, prolina e glicerol s&o exemplos de osmolitos (YANCEY et al. 1982).
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Os osmolitos sdo amplamente usados por muitas formas de vida, como
microorganismos, plantas e animais. Esses organismos acumulam osmodlitos
durante condi¢des de estresse, como niveis elevados de temperatura, presséao,
salinidade e concentracéo de uréia (YANCEY et al, 1982; BOLEN, BASKAKOV,
2001; FIEDS, WAHLSTRAND, SOMERO, 2001; YANCEY, 2004). Humanos
também se beneficiam do efeito dos osmdlitos sobre a estabilidade de proteinas.
Por exemplo, os osmdlitos possuem importante aplicacdo na conservagao de
proteinas (VIANA, GARROTE-FILHO, PENHA-SILVA, 2005), biotecnologia
(TAYLOR et al., 1995), cristalizagao de proteinas (BOLEN, 2004) e protegcédo de
eritrocitos (CUNHA et al., 2007).

O mecanismo de agdo dos osmolitos ndo foi ainda completamente
elucidado. Muitas evidéncias sugerem que os osmolitos sao excluidos
preferencialmente da superficie da proteina com a qual interagem, deixando para
tras uma camada de hidratacdo ao redor da proteina. A extensao dessa camada
depende da superficie da proteina exposta ao solvente (TIMASHEFF, ARAKAWA,
1989; TIMASHEFF, 1992; KANG, YOU, JHON, 1995; ARAKAWA et al., 2006).
Além disso, a formacdo da camada de hidratagdo tem um custo energético
relacionado a sua extensdo. Assim, esse custo energético sera maior para
proteinas desenoveladas do que para proteinas enoveladas (TIMASHEFF,
ARAKAWA, 1989; TIMASHEFF, 1992; ARAKAWA et al., 2006).

Proteinas desenoveladas podem se enovelar para se livrar de parte da
camada de hidratacdo, pois com isso passariam a ter um menor conteudo
energético (TIMASHEFF, ARAKAWA, 1989; TIMASHEFF, 1992; ARAKAWA et al.,
2006). Assim, os osmolitos favorecem o enovelamento de proteinas porque
promovem a contragado da estrutura protéica (QUO, BOLEN, BOLEN, 1998). Isso
significa que os osmdlitos atuam sobre o equilibrio entre o estado nativo e o
estado desnaturado, deslocando-o em direcdo ao estado nativo (TIMASHEFF,
ARAKAWA, 1989; TIMASHEFF, 1992; ARAKAWA et al., 2006).

De acordo com muitos resultados experimentais, a principal fonte de
exclusao dos osmolitos a partir da superficie de uma proteina € a exposi¢cao do
esqueleto peptidico (LIU, BOLEN, 1995; WANG, ROBERTSON, BOLEN, 1995;
BOLEN, BASKAKQOV, 2001). Como essa exposicdo € maior em situagdes de

estresse, como temperaturas elevadas, isso explica porque muitos osmolitos tém
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pouco ou nenhum efeito sob proteinas em condicdes fisioldgicas (ANJUN, RISHI,
AHMAD, 2000).

Contrastando com o efeito dos osmdlitos, algumas moléculas provocam
desnaturacao de proteinas, como uréia (TANFORD, 1962) e arginina (TANFORD,
1962; RISHI, et al., 1998). Acredita-se que isso acontece porque a uréia se ligaria
a proteinas e deslocaria moléculas de agua da camada de hidratagdo, o que
resultaria em uma diminuicdo do seu custo energético (TANFORD, 1963; TSAI,
GERSTEIN, LEVITT, 1996).

Para entender melhor o efeito do glicerol e da uréia, testamos essas
substancias na enzima N-acetil-glicosaminidase (NAGase) secretada pelo fungo
Trichoderma harzianum. Essa enzima é importante para degradar quitina do solo
e assim promover a reciclagem do carbono (PHARM, DENG, 2000). Como T.
harzianum €& um micoparasita, a NAGase também ¢ util para atacar a parede
celular de outros fungos (LORITO et al.,, 1993). Isso inclui fungos patogénicos
como Crinpellis perniciosa, responsavel por danos a pés de cacau (MARCO et al.,
2000). Desse modo, o T. harzianum desempenha uma importante fungédo como
agente de biocontrole (ELAD, 2000; MARCO et al, 2000). Proteases, lipases e
glucanases também estdo envolvidas no combate de fungos patogénicos
(LORITO et al., 1993; NORONHA, ULHOA, 2000; MARCO, VALADARES-INGLIS,
FELIX, 2004).
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MATERIAL E METODOS

Obtencdo da enzima N-acetyl-B-D-glicosaminidase do fungo Trichoderma

harzianum

A obtencdo da NAGase seguiu o protocolo experimental utilizado pela
equipe do Laboratério de Enzimologia da Universidade Federal de Goias
(ULHOA, PERBERDY, 1991; SILVA, BRANDAO, ULHOA, 2004) e outros autores
(MARCO, VALADARES-INGLIS, FELIX, 2004). O fungo T. harzianum foi
inicialmente repicado em placas de Petri contendo um meio soélido (0,5 g de
extrato de malte, 0,25 g de extrato de levedura, 1,0 g de glicose, 2,0 g de agar e
agua em quantidade suficiente para completar 100 mL de volume) e incubado por
1 semana a 28 °C. Esporos obtidos desse meio de cultura foram transferidos para
um meio liquido (1,0 g de peptona, 0,30 g de uréia, 2,0 g de KHy,POq4, 1,4 g de
(NH4)2S04, 0,30 g de MgS04.7H20, CaCl,.6H20, 20 mL de solugdo de elementos
tragcos (SET) e 5,0 g de quitina, dissolvidos em quantidade suficiente de agua para
completar o volume de 1 L), e incubados durante 3 dias, a 28 °C, sob agitagao de
180 rpm. A solugao da enzima foi obtida a partir de filtragdo a vacuo do extrato
bruto obtido.

Determinacgao da atividade da N-acetyl-B-D-glicosaminidase

O procedimento utilizado para estimativa da atividade da NAGase a partir
do fungo foi baseado em descricbes anteriores (ULHOA, PERBERDY, 1991;
SILVA, BRANDAO, ULHOA, 2004; MARCO, VALADARES-INGLIS, FELIX, 2004)
e adaptados para a utilizagdo de concentragdes crescentes de glicerol e de uréia,
em diferentes temperaturas.

Em um tipico ensaio de atividade, a uma série de tubos de ensaio eram
adicionados 50 pL de solugdo da enzima e 350 uL de tampao acetato de sodio a
100 mmol.L™", pH 5,0 ou 6,0, preparado na auséncia e na presenca de diferentes

concentragbes de glicerol e/ou uréia de 0,5, 1,0, 1,5 e 2,0 mol.L". Apos pré-
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incubacdo dos tubos em banho-maria durante 5 minutos, para equilibragéo
térmica, eram adicionados 100 uL de solugdo aquosa do substrato p-nitrofenil-N-
acetil-glicosamina (PNP-NAG) a 5 mmol.L™". Apds 20 minutos de incubacdo, a
reagao era interrompida com 1 mL de carbonato de sédio a 0,5 mol.L™". Os valores
de absorvancia registrados em 405 nm foram utilizados como estimativa da

atividade da enzima.

Edic&o grafica dos dados e calculos dos parametros analisados

Os graficos, calculos e analises foram executados com o uso do programa
Origin 7.5 (Microcal Inc., Northampton, Massachusetts, EUA). As retas de
regressao linear somente foram consideradas significantes quando p foi menor do
que 0,01. Nos experimentos com uréia, a comparagcao das meédias foi feita

mediante teste de Tukey.
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RESULTADOS

A Figura 4 apresenta o efeito de concentragdes crescentes de glicerol de
até 2,0 mol.L™" sobre a atividade da NAGase entre 30 e 70 °C. Na auséncia de
glicerol, a NAGase apresenta maior atividade em 50 °C, o que é condizente com
dados na literatura (ULHOA, PEBERDY, 1991). Nas diferentes temperaturas
analisadas, concentracdes de glicerol de 0,5 e/ou 1,0 mol.L”' aumentaram a
atividade da enzima até um valor maximo, seguido de um declinio de atividade
em concentracdes de glicerol de 1,5 e 2,0 mol.L". O aumento da atividade
promovido pelo glicerol é pouco expressivo em 30 °C, torna-se bastante evidente
entre 40 e 60 °C e entdo diminui em 70 °C (Figura 4).

Os efeitos de concentragdes crescentes de glicerol de até 2,0 mol.L™”
sobre a atividade da NAGase na auséncia de uréia (Figura 5) e em concentragdes
de uréia de 0,5 (Figura 6), 1,0 (figura 7), 1,5 (Figura 8) e 2,0 mol.L”" (Figura 9)
foram analisados a 40 °C e em pH 5,0. Na auséncia de glicerol e em
concentragdes crescentes de uréia, houve redugéo da atividade da enzima. Esse
resultado ja era esperado, pois a uréia € um conhecido agente desnaturante
(TANFORD, 1963; NOZAKI, TANFORD, 1963; WANG, BOLEN, 1997).

Comparando-se as Figuras de 5 a 9, pode-se perceber que na medida em
que a concentragdo de uréia aumenta, o glicerol promove um aumento cada vez
menor da atividade enzimatica na auséncia de uréia e em 0,5 mol.L™" de uréia. A
partir de 1,0 mol.L”" de uréia, o glicerol se torna prejudicial para a enzima em
concentracdes cada vez menores. Por exemplo, nas concentracdes de 1,0, 1,5 e
2,0 mol.L™" de uréia, o glicerol se tornou prejudicial para a enzima a partir da
concentragdo de 2,0, 1,0 e 0,5 mol.L™".

O efeito da mudanca do pH do meio de 5,0 para 6,0 estd mostrado na
Figura 10. Na auséncia de glicerol, a enzima apresentou maior atividade em pH
5,0, o que é condizente com dados da literatura (ULHOA, PEBERDY, 1991). O
aumento de atividade promovido pelo glicerol também foi maior em pH 5,0 do que
em pH 6,0. Além disso, na medida em que a concentragdo aumenta, a atividade
da enzima atinge um valor maximo, a partir do qual comega haver um declinio da
atividade enzimatica em concentra¢des de glicerol ainda maiores do que aquela

em que a enzima apresentou atividade maxima em cada um dos pHs analisados.
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Figura 4: Efeito de concentragdes crescentes de glicerol sobre a atividade da
NAGase em diferentes temperaturas. Os experimentos foram realizados a 30 (H),
40 (@),50 (A),60(V¥)e 70 °C (®), em pH 5,0. A atividade da enzima foi inferida
a partir da quantidade de pNP-NAG formada durante 20 min a partir de uma

quantidade fixa de enzima.
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Figura 5: Efeito de concentragbes crescentes de glicerol sobre a atividade da
NAGase na auséncia de uréia, em 40 °C e pH 5,0. As concentra¢des de glicerol
de 0,0, 0,5 1,0, 1,5 e 2,0 foram designadas pelas letras a, b, c, d, e,
respectivamente. As letras ao lado de cada ponto indicam que a atividade
enzimatica correspondente a concentragdo de glicerol nesse ponto é diferente
daquela indicada pelas concentragdes de glicerol dessas letras, conforme teste de

Tukey.
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Figura 6: Efeito de concentragbes crescentes de glicerol sobre a atividade da
NAGase na presenca de 0,5 M de uréia, em 40 °C e pH 5,0. As concentragdes de
glicerol de 0,0, 0,5, 1,0, 1,5 e 2,0 foram designadas pelas letras a, b, c, d, e,
respectivamente. As letras ao lado de cada ponto indicam que a atividade
enzimatica correspondente a concentragdo de glicerol nesse ponto é diferente
daquela indicada pelas concentragdes de glicerol dessas letras, conforme teste de

Tukey.
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Figura 7: Efeito de concentracbes crescentes de glicerol sobre a atividade da
NAGase na presenca de 1,0 mol.L" de uréia, em 40 °C e pH 5,0. As
concentragdes de glicerol de 0,0, 0,5, 1,0, 1,5 e 2,0 foram designadas pelas letras
a, b, ¢, d, e, respectivamente. As letras ao lado de cada ponto indicam que a
atividade enzimatica correspondente a concentragdo de glicerol nesse ponto é
diferente daquela indicada pelas concentracbes de glicerol dessas letras,

conforme teste de Tukey.



43

—u—Uréia 1,5 mol.L™”

0,32
e § c,d e

0,30-: ’ dé/
0,28

0,26 1 ﬁ ab e

0,24-_ \§ ab e

0,22

0,20
1 } a,b,cd

0,18

Produto (mmoI.L'1)

0,0 ' 0:5 ' 1:0 1:5 ' 2:0
(a) (b) (c) (d) (e)
Glicerol (mol.L™)

Figura 8: Efeito de concentragbes crescentes de glicerol sobre a atividade da
NAGase na presenca de 1,5 molL" de uréia, em 40 °C e pH 5,0. As
concentragdes de glicerol de 0,0, 0,5, 1,0, 1,5 e 2,0 foram designadas pelas letras
a, b, c, d, e, respectivamente. As letras ao lado de cada ponto indicam que a
atividade enzimatica correspondente a concentragcdo de glicerol nesse ponto é
diferente daquela indicada pelas concentracbes de glicerol dessas letras,

conforme teste de Tukey.
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Figura 9: Efeito de concentragbes crescentes de glicerol sobre a atividade da
NAGase na presenca de 2,0 mol.L™ de uréia, em 40 °C e pH 5,0. As
concentragdes de glicerol de 0,0, 0,5, 1,0, 1,5 e 2,0 foram designadas pelas letras
a, b, c, d, e, respectivamente. As letras ao lado de cada ponto indicam que a
atividade enzimatica correspondente a concentragdo de glicerol nesse ponto é
diferente daquela indicada pelas concentracbes de glicerol dessas letras,

conforme teste de Tukey.
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DISCUSSAO

Efeito do glicerol em diferentes temperaturas

Uma enzima pode-se tornar inativa porque se desenovelou ou porque se
tornou compacta demais (FIELDS, WHALSTRAND, SOMERO, 2001; AUTON,
FERREON, BOLEN, 2006). Tradicionalmente, proteinas que se encontram
nessas duas situagdes sdo consideradas pertencentes ao estado desnaturado
(WANG, ROBERTSON, BOLEN, 1995; LEE, 2000; FIELDS, 2001; SOMERO,
2003; AUTON, FERREON, BOLEN, 2006). Mas para explicar melhor o efeito do
glicerol, dividimos o estado desnaturado em dois: o estado compactado e o
estado desenovelado. O estado compactado seria formado por microestados que
correspondem a proteinas que perderam a atividade porque se tornaram
compactas demais ou rigidas demais. Ja o estado desenovelado seria composto
por microestados correspondentes a proteinas que deixaram de ser funcionais
devido a um excesso de flexibilidade da estrutura terciaria da proteina. Conforme
esquema apresentado na Figura 11 haveria duas situagbes de equilibrio. Uma
delas seria entre o estado desenovelado e o estado nativo e a outra entre o
estado nativo e 0 estado compactado. O glicerol estaria atuando de modo distinto
sobre cada um desses equilibrios.

O (dlicerol favorece o dobramento de proteinas. Com isso, a cadeia
polipeptidica tende a se tornar mais compacta e menos flexivel (QUO, BOLEN,
BOLEN, 1995). Por isso, ao atuar no equilibrio entre o estado desenovelado e o
estado nativo, o glicerol deslocaria esse equilibrio em diregcdo ao estado nativo.
Desse modo, haveria um aumento da populagdo de enzimas funcionais, capazes
de promover a catalise. Isso entdo resultaria em um aumento da atividade
enzimatica. Pela mesma razao, por agir sobre o equilibrio entre o estado nativo e
o estado compactado, o glicerol deslocaria esse equilibrio em dire¢do ao estado
compactado. Assim, haveria uma reducédo da quantidade de enzimas funcionais, o
que se refletiia em uma diminuicdo da atividade enzimatica. O glicerol agiria
simultaneamente sobre cada um desses equilibrios, mas em diferente proporcao.

Portanto, o glicerol poderia aumentar ou diminuir a atividade da enzima. Isso
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dependeria do tipo de equilibrio sobre o qual o glicerol estaria atuando

predominantemente.

“‘Ensemble” «— “‘Ensemble” _— “‘Ensemble”

compactado — nativo <«——  desenovelado
Compactacao Desenovelamento

irreversivel irreversivel

Figura 11: Esquema proposto para explicar a agdo do glicerol sobre enzimas em
geral. A diferenga desse esquema em relagéo ao que ja foi proposto na literatura

€ ainclusao do estado compactado.
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Outro importante fator a ser considerado é a quantidade de enzimas que
efetivamente fazem parte do equilibrio entre os estados, pois o glicerol ndo tem
efeito sobre enzimas que sofreram transformacgdes irreversiveis que resultaram
em desenovelamento ou compactagdo. Apenas as enzimas que fazem parte do
equilibrio entre os estados sdo sensiveis a acdo do glicerol (TIMASHEFF,
ARAKAWA, 1989, TIMASHEFF, 2002). Com base nessas consideragoes,
poderiamos explicar o comportamento do glicerol nas diferentes situagbes
estudadas.

Primeiramente, vejamos o que acontece em 30 °C. Nessa temperatura, a
atividade da enzima € baixa, mesmo na presencga de glicerol, porque a enzima
possui pouca flexibilidade em decorréncia da pequena agitagao térmica (FIELDS,
WHALSTRAND, FIELDS, 2001; SOMERO, 2004). Justamente por isso, € de se
esperar que a populagado de enzimas que compdem o estado desenovelado seja
reduzida (SOMERO, 2003). Apesar de menos numerosas, essas enzimas sao
mais sensiveis ao glicerol porque nelas ha uma maior exposicdo do esqueleto
peptidico (LIU, BOLEN, 1995; BOLEN, BASKAKQV, 2001). Por isso, o glicerol ira
agir preferencialmente sobre as enzimas do estado desenovelado. Assim, o
equilibrio entre o estado desnaturado e o estado nativo sera deslocado em
direcdo ao estado nativo. Isso aumenta a populacédo de enzimas do estado nativo,
0 que se manifesta na forma de um aumento da atividade enzimatica. O efeito do
glicerol ficara restrito ao estado desenovelado quando a concentragao de glicerol
for pequena.

Em concentragdes maiores, o glicerol também atuara preferencialmente
sobre as enzimas do estado desenovelado, que entdo fardo a transicdo para o
estado nativo. No entanto, uma vez que isso tenha acontecido, ndo havera mais
enzimas no estado desenovelado sensiveis a acdo do glicerol. Nesse caso, por
ter sido usado em concentragbes maiores, o efeito do glicerol ndo ficara restrito
ao estado desenovelado.

Tanto as enzimas do estado nativo como do estado compactado
apresentam pouca exposi¢ao do esqueleto peptidico ao solvente. No entanto,
essa exposi¢cao € um pouco maior nas enzimas que compdem o estado nativo.

Por isso, o proximo alvo do glicerol serdo as enzimas do estado nativo. Com isso,
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haveria um deslocamento do equilibrio do estado nativo em direcdo ao estado
compactado, o que resultara em diminuicdo da atividade enzimatica.

Portanto, em baixas concentragbes o glicerol promove aumento da
atividade enzimatica porque atuaria preferencialmente sobre o estado
desenovelado, que é deslocado em direcdo ao estado nativo, o que resulta em
um aumento da atividade enzimatica. Em concentragbes maiores, o efeito do
glicerol se estenderia até o estado nativo, que seria entdo deslocado em diregéo
ao estado compactado, o que seria o fator responsavel pela reducdo observada
da atividade enzimatica.

Com o aumento da temperatura, haveria um aumento da populagdo de
enzimas do estado nativo e do estado desenovelado, o que ocorreria a custa do
estado compactado. De acordo com o esquema mostrado na Figura 11, é como
se o equilibrio entre os estados fosse deslocado da esquerda para a direita. Além
disso, na medida em que a temperatura aumenta, aumentaria a quantidade de
enzimas do estado desenovelado que sofrem desenovelamento irreversivel
(NOSOH, SEKIGUCHI, 1990; LEE, 2000; BOLEN, 2006). Quando isso acontece,
essas enzimas deixariam de fazer parte do equilibrio entre os estados e se
tornam refratarias ao efeito do glicerol.

De 40 a 60 °C, mesmo na auséncia de glicerol, haveria aumento da
atividade enzimatica em relacdo a 30 °C porque a quantidade de enzimas do
estado nativo teria aumentado em detrimento do estado compactado. O aumento
de atividade enzimatica também € maior nesse intervalo de temperatura porque
também houve um aumento da populagdo de enzimas que compdem o estado
desenovelado, pois essas enzimas podem se enovelar na presencga de glicerol.

Com o aumento da concentragao de glicerol, o equilibrio entre os estados
irla ser deslocado da direita para a esquerda, e o estado compactado seria
repovoado a custa do estado nativo e do estado desenovelado. Isso explicaria
porque, na presenga de glicerol, a atividade da enzima comecga a diminuir apés
atingir um valor maximo.

Em 70 °C, a atividade maxima da enzima na auséncia de glicerol € menor
do que aquela encontrada em outras temperaturas porque haveria menos
enzimas que participam efetivamente do equilibrio entre os estados. Isso

aconteceria porque nessa temperatura uma quantidade consideravel de enzimas
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deve ter sofrido desenovelamento irreversivel. No entanto, com a adi¢cdo de
glicerol, ha um aumento de atividade que é superior aquele que ocorre em 30 °C.
Acreditamos que isso tenha acontecido porque € de se esperar que o estado
desenovelado em 70 °C contenha mais enzimas do que o estado desenovelado
em 30 °C. Desse modo, na presenga de glicerol, uma maior quantidade de
moléculas da enzima faria a transicdo do estado desenovelado para o estado
nativo em 70 °C do que em 30 °C.

Na medida em que a temperatura aumente de 50 a 70 °C, maior é a
concentragao de glicerol necessaria para que a enzima alcance atividade maxima.
Denominamos de concentragdo 6tima de glicerol a concentracdo de glicerol em
que isso acontece. Assim, nas temperaturas de 50, 60 e 70 °C, a concentracio
tima de glicerol foi estimada em 0,5, 1,0 e 1,5 mol.L™, respectivamente. Portanto,
com o aumento do estresse térmico, maior € a quantidade de glicerol necessaria
para que a enzima adquira rigidez suficiente para que possa lidar com esse tipo

de estresse.

Efeito do glicerol na presenca de uréia

O (dlicerol tem conhecido efeito na estabilizacdo de proteinas (GEKKO,
TIMASHEFF, 1981, ARAKAWA, 1989; BOLEN, BASKAKOV, 2001, ARAKAWA,
2006, CUNHA, et al., 2007). No entanto, com o aumento da concentragdo de
uréia, o glicerol manifesta um efeito contrario. Acreditamos que esse
comportamento aparentemente anb6malo do glicerol tenha uma origem
semelhante ao que acontece em temperaturas elevadas, apesar do fato de que a
desnaturagao térmica seja diferente da desnaturacédo provocada pela uréia. Mas
em ambos 0s casos, o efeito final € o desenovelamento da estrutura protéica, que
resulta em perda de atividade enzimatica.

A desnaturacdo que acontece em temperaturas elevadas € causada pelo
aumento da agitagdo térmica da cadeia polipeptidica, o que torna a estrutura da
proteina mais caodtica e, por isso, mais propensa a sofrer desenovelamento
(NOSOH, SEKIGUICHI, 1990; SOMERO, 2003). Por outro lado, a uréia provoca

desnaturagao porque ela se liga diretamente a proteina (TANFORD, 1963;
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TIMASHEFF, ARAKAWA, 1989; TSAI, GERSTEIN, LEVITT, 1996; WANG,
BOLEN, 1997). Essa ligacdo também desloca moléculas de agua da camada de
hidratagédo, o que reduz o custo energético envolvido na formagao dessa camada
(TASI, GERSTEIN, LEVITT, 1996). Desse modo, ha uma reducédo da diferenga de
energia livre entre as proteinas do estado nativo e o estado desenovelado. Isso
favorece a transi¢cao das proteinas do estado nativo para o estado desenovelado
(TIMASHEFF, ARAKAWA, 1989; TIMASHEFF, 2002).

Por se ligar a proteina e se infiltrar na camada de hidratagéo, acreditamos
que a uréia deve bloquear, pelo menos parcialmente, o acesso do glicerol a
enzima. Assim, ao mesmo tempo em que a uréia promoveria o aumento da
populacido de enzimas do estado desenovelado, ela também dificultaria a acdo do
glicerol sobre as enzimas desse estado. Além disso, quanto maior a quantidade
de uréia ligada a uma proteina, maior sera o dano causado a essa proteina.

As proteinas do estado nativo seriam justamente aquelas que ligaram uréia
em menor extensdo, o que nao significa que essas enzimas estdo menos
sucetiveis ao efeito deletério da uréia. Entretanto, mesmo nessas enzimas a uréia
pode deformar o sitio ativo, mas sem comprometer seriamente a capacidade da
enzima de reconhecer o substrato. Além disso, a uréia também aumentaria a
flexibilidade dessas enzimas, mas n&o o suficiente para torna-las inativas.

Acreditamos que, na presenca de uréia, o glicerol atue predominantemente
sobre as enzimas do estado nativo. Isso aconteceria porque as enzimas desse
estado interagiriam menos com a uréia, o que significa que seriam mais
acessiveis ao glicerol. No entanto, na presenga de glicerol, essas enzimas se
tornam mais rigidas sem que a forma do sitio ativo seja devidamente corrigida,
pois o glicerol seria incapaz de remover as moléculas de uréia que perturbam
essas enzimas. E possivel que o glicerol torne essas enzimas t&o rigidas ao ponto
de deslocar o equilibrio entre o estado nativo e o estado compactado em direcéo

ao estado compactado.
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Efeito do glicerol em pHs diferentes

Acreditamos que o glicerol aumente a atividade da enzima nos pHs
analisados porque, na presenca desse osmoalito, o equilibrio entre o estado nativo
e o0 estado desenovelado seria deslocado em diregdo ao estado nativo. Esse
aumento de atividade foi maior em pH 5,0 do que em pH 6,0. De acordo com o
nosso modelo, isso significaria que a populacdo de enzimas do estado
desenovelado sensiveis ao efeito do glicerol seria maior em pH 5,0 do que em pH
6,0.

Na auséncia de glicerol, a enzima apresentou maior atividade em pH 5,0 do
que em pH 6,0. Aparentemente isso seria um indicio de que em pH 6,0 uma maior
quantidade de enzimas sofreu desenovelamento. Com isso, seria de se esperar
que o estado desenovelado contivesse mais enzimas em pH 6,0 do que pH 5,0.
No entanto, pode ser que muitas das enzimas que pertenceriam ao estado
desenovelado em pH 6,0 sofreram desenovelamento irreversivel, tornando-se
refratarias ao efeito do glicerol. Desse modo, a quantidade de enzimas
efetivamente sensiveis ao glicerol no estado desenovelado poderia ser maior em
pH 5,0 do que em pH 6,0.

De modo similar ao que ocorreu em diferentes temperaturas e em
concentragdes crescentes de uréia, concentragdes menores de glicerol aumentam
a atividade da enzima até um valor maximo, enquanto concentragbes maiores
diminuem a atividade da enzima a partir desse valor maximo. Conforme
explicamos anteriormente, isso aconteceria porque o (glicerol atua
preferencialmente sobre as enzimas do estado desenovelado. Uma vez que isso
tenha acontecido, se a concentracéo de glicerol for suficientemente elevada, o

préximo alvo do glicerol seriam as enzimas do estado nativo.
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CONCLUSOES

Concentragdes de glicerol entre 0,5 e 1,0 mol.L”" promovem aumento da
atividade da NAGase até um valor maximo, mas entre 1,5 e 2,0 mol.L™ tem-se um
gradual declinio da atividade da enzima. Isso acontece na presencga de diversos
fatores que podem causar a desnaturagdo de uma proteina, como temperaturas
elevadas (60 e 70 °C), solugdes de uréia e pH diferente do pH 6timo da enzima.

O efeito do glicerol depende da sua concentracdo. Em concentragdes
menores o glicerol atuaria predominantemente sobre o estado desenovelado, por
causa da maior exposi¢cao do esqueleto peptidico das enzimas que compdem
esse estado. Isso resultaria em um deslocamento do equilibrio do estado
desenovelado para o estado nativo, cuja populagdo de enzimas seria entédo
aumentada. Esse deslocamento de equilibrio seria responsavel pelo aumento
observado na atividade enzimatica. Em concentragbes maiores, o glicerol atuaria
predominantemente sobre o estado nativo, deslocando-o em diregdo ao estado
compactado. Com isso haveria uma diminuicdo da populagcdo de enzimas do
estado nativo, o que seria o fator responsavel pela reducdo observada na
atividade enzimatica.

O aumento de atividade promovido pelo glicerol depende da populagdo de
enzimas do estado desenovelado sensivel a esse osmodlito. Com o aumento da
temperatura e da concentragdo de uréia ha um deslocamento do equilibrio do
estado nativo para o estado desenovelado. Entretanto, em temperaturas muito
altas parte das enzimas que compunham o estado desenovelado sofre
desnaturacgao irreversivel e por isso deixa de ser sensivel a agao do glicerol.

Com o aumento da concentragdo de uréia o glicerol vai gradualmente
perdendo efeito até chegar a um ponto em que se torna prejudicial para a
atividade da enzima, de modo que a atividade da enzima € menor em uma
solugéo de uréia e glicerol do que uma solugéo que contenha apenas uréia. Isso
acontece porque o glicerol estabilizaria enzimas que tenham sitio ativo com
geometria deformada, mas que ainda conseguem promover alguma catalise
porque possuem certa flexibilidade. Ao estabilizar essas macromoléculas, o
glicerol as tornaria rigidas demais, 0 que seria a razdo pela qual haveria

diminuigao da atividade enzimatica.
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Resumindo, temos que o efeito do glicerol depende dos seguintes fatores:

Natureza do estresse desnaturante;

Intensidade do estresse desnaturante;

Concentragao de glicerol;

Quantidade relativa de enzimas em cada estado;

Populagcdo de moléculas da enzima que efetivamente participam do

equilibrio entre os estado e que por isso seriam sensiveis ao glicerol.
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