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EFFECTS OF THE SOLVENT COMPOSITION ON THE STABILITY OF PROTEINS IN AQUEOUS SOLUTIONS. A protein
presents a native (N) macro state, which is functionally active, in equilibrium with the denatured (D) macro state, which is devoid
of biological activity. An ensemble of microstates forms each macrostate. The denatured state comprises a greater ensemble of
microstates than the native macrostate. The N-D equilibrium can be affected by several factors, that comprise the purity of the
water, temperature, pH and solute concentration. This work discusses the influence of osmolytes and chaotropics on the N-D
equilibrium in aqueous solutions.
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INTRODUÇÃO

As proteínas são fundamentais para os seres vivos e podem
desempenhar diversas funções, desde a organização estrutural de
uma célula até as organizações anatômicas de um organismo vivo,
além de atuarem como enzimas, que catalisam as mais diversas
reações metabólicas indispensáveis à vida.

Uma proteína pode estar no estado nativo (N), em que apresen-
ta a função para a qual foi produzida, ou no estado desnaturado
(D), em que não apresenta uma função específica, embora ainda
seja uma fonte de aminoácidos, que podem ser usados no cata-
bolismo energético e em vários processos de biossíntese.

Uma proteína pode apresentar inúmeras conformações. Cada
uma delas caracteriza um micro-estado. O conjunto (“ensemble”)
desses micro-estados compõe o macro-estado da proteína. O macro-
estado N é composto por uma quantidade pequena de micro-esta-
dos, uma vez que a estrutura da proteína não deve variar muito,
para não comprometer sua função. Mas o macro-estado D pode
apresentar um número muito elevado de micro-estados1,2.

Os estados N e D de uma proteína estão em equilíbrio

N  D (1)

onde predomina o estado que apresenta menor conteúdo de energia
livre e, portanto, maior estabilidade1-4. Em soluções essencialmen-
te aquosas, o estado N tem maior estabilidade, o que é fundamen-
tal para preservar a função da proteína. Vários fatores, como tem-
peratura, pH e concentração de solutos, podem afetar o equilíbrio
N-D, promovendo estabilização (do estado nativo) ou desnaturação.
A estabilização e a desnaturação de proteínas são temas de grande
interesse fisiológico5, terapêutico6,7 e biotecnológico8,9, onde o con-
trole da estabilidade de uma proteína representa uma importante
estratégia para manutenção de sua atividade biológica. Além dis-
so, atualmente a análise da estabilidade se tornou um instrumento
poderoso para caracterização de proteínas10-12, cada vez mais utili-
zado na literatura com este propósito13-16. A estabilização e

desnaturação de proteínas têm sido revistas em trabalhos clássi-
cos, que mostram a natureza complexa desses processos17-22. O pre-
sente trabalho procura se inserir neste contexto, fazendo uma revi-
são analítica sobre a natureza termodinâmica do efeito da água
pura, de caotrópicos e osmólitos sobre a estabilidade de proteínas
em soluções aquosas.

EQUILÍBRIO DE ESTABILIZAÇÃO DE PROTEÍNAS

A estabilidade do estado nativo em relação ao estado
desnaturado está intrinsecamente associada à constante de equilí-
brio (K

ND
) entre aqueles estados17, a qual é definida pela igualdade

(2)

A variação da energia livre de desnaturação (ΔG
ND

) está relaci-
onada com a variação de energia livre padrão de desnaturação
(ΔG°

ND
) e a constante de equilíbrio (K

ND
), de acordo com a Equa-

ção:

ΔG
ND

 = ΔG°
ND

 + RT ln K
ND

(3)

onde R (8,314 J K-1 mol-1 ou 1,987 cal K-1 mol-1) é a constante
universal dos gases e T, a temperatura absoluta, em Kelvin.

Como no equilíbrio ΔG
ND

 é zero, a Equação 1 é reduzida à
seguinte forma:

ΔG°
ND

 = - RT ln K
ND

(4)

O equilíbrio entre N e D pode ser caracterizado por três dife-
rentes situações: 1) [N] > [D], 2) [N] = [D], e 3) [N] < [D].

Quando a concentração de N é maior que a concentração de D
no equilíbrio (situação 1), a constante K

ND
 assume um valor menor

que 1, conforme a Equação 2, o que significa que ln K
ND

 é um
número negativo e, portanto, o valor de ΔG°

ND
 é positivo, em de-

corrência do sinal negativo presente no segundo membro da Equa-
ção 4. Nessa situação, a transição N  D não é espontânea e so-
mente ocorre com fornecimento de energia a partir de condições
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padrões, que compreendem concentrações iguais a 1 mol L-1 para
os estados N e D da proteína.

Quando a concentração de N é igual à concentração de D no
equilíbrio (situação 2), a constante K

ND
 assume valor 1, conforme

a Equação 2, o que significa que ln K
ND

 é zero e, portanto, o valor
de ΔG°

ND
 também é zero. Nessa situação não há transição espontâ-

nea entre os estados N e D sob condições padrões.
Quando a concentração de N é menor que a concentração de D

(situação 3), a constante K
ND

 assume um valor maior que 1, con-
forme a Equação 2, o que significa que ln K

ND
 será positivo e,

portanto, o valor de ΔG°
ND

 será negativo, de acordo com a expres-
são 4. Isto significa que a transição N  D será espontânea sob
condições padrões.

O equilíbrio N-D pode ser caracterizado por qualquer uma das
três situações anteriores, dependendo de vários fatores, inclusive
da composição do solvente.

A Figura 1 mostra definições utilizadas para valores de ΔG°
ND

em solventes com diferentes composições.

Como o equilíbrio N-U está normalmente ocorrendo em solu-
ções aquosas, a interpretação do significado físico de ΔG°

ND
 deve

considerar o equilíbrio de formação e quebra de ligações de hidro-
gênio, hidrofóbicas e iônicas no interior da proteína; o equilíbrio
de interação de grupos da proteína com o solvente e, o equilíbrio
de organização estrutural do solvente.

Esses processos de equilíbrio são afetados pela composição do
solvente, mas também pela temperatura e pelo pH.

EQUILÍBRIO DE ESTABILIZAÇÃO DE PROTEÍNAS
COMO UMA FUNÇÃO DA TEMPERATURA

Embora o equilíbrio de estabilização de uma proteína seja muito
bem definido pela variação de energia livre, que pode ser conveni-
entemente limitada à temperatura padrão de 298,15 K, muitas ve-
zes seu estudo também é desenvolvido em função da temperatura,
permitindo a avaliação das funções termodinâmicas de entalpia e
entropia.

A variação de energia livre padrão de desnaturação pode ser re-
lacionada com as variações de entalpia e de entropia pela Equação

ΔG°
ND

 = ΔH°
ND

 - TΔS°
ND

(5)

A equivalência entre as Equações 4 e 5 leva à chamada Equa-
ção de van’t Hoff

(6)

que pode ser usada para determinação das variações de entalpia e de
entropia a partir das constantes de equilíbrio de desnaturação da pro-
teína, desde que haja uma relação linear entre ln K

ND
 e o inverso da

temperatura absoluta, o que presume que ΔH°
ND 

não seja uma fun-
ção da temperatura no intervalo de temperatura utilizado. Muitas
vezes esta condição não é válida em um intervalo mais amplo de
temperatura, mas é válida em intervalos específicos de temperatura.

ln K
ND

 não apresenta uma relação linear com o inverso da tem-
peratura absoluta quando o processo envolve uma alteração na ca-
pacidade calorífica (ΔC

p
°). Nesse caso, ΔH°

ND
, que varia com a

temperatura, pode ser determinada, por calorimetria, em uma dada
temperatura T, pela Equação

(7)

onde ΔH°ND0  
é a variação de entalpia a 0 K; enquanto ΔS°

ND
 pode

ser determinada por

(8)

desde que ΔC
p
° não seja também ela própria uma função da tempe-

ratura. A partir das variações de entalpia e de entropia, é também
possível determinar a variação de energia livre a uma dada tempe-
ratura (ΔG°NDT

)

(9)

obtida pela substituição das Equações 7 e 8 na Equação 5.
A variação de energia livre depende da temperatura segundo

uma curva de formato gaussiano, cujo ponto máximo caracteriza a
temperatura de maior estabilidade da proteína9. Essa temperatura
deve ser tanto maior quanto mais intensas são as forças que man-
têm a proteína no estado N.

O calor, por si só, é um agente caotrópico, pois aumenta a
entropia vibracional dos grupamentos da proteína, o que favorece
a ruptura das ligações não covalentes que estabilizam o estado N,
promovendo sua desnaturação. A quebra de ligações decorrente do
aumento da vibração de grupos deve constituir um processo endo-
térmico (ΔH°

ND
 > 0). Como esse aumento na entropia vibracional

(ΔS°
ND

 > 0) está associado ao gasto de calor envolvido na quebra
das ligações do estado nativo, pode-se dizer que o aumento na
entalpia é compensado por um aumento de entropia, o que poderia
ser a base da compensação entalpia-entropia verificada para os pro-
cessos de desnaturação térmica de proteínas23.

EQUILÍBRIO DE ESTABILIZAÇÃO DE PROTEÍNAS
COMO UMA FUNÇÃO DO pH

O pH caracteriza o equilíbrio entre íons H+ e OH- de uma solu-
ção e sua mudança afeta o equilíbrio de ionização de grupos ácidos
e básicos de uma proteína. Assim, mudanças no pH vão afetar a
distribuição de cargas de uma proteína e, conseqüentemente, as
interações eletrostáticas entre grupos da proteína, entre a proteína
e o solvente e entre as próprias moléculas do solvente20,24-26.

A mudança do pH do meio de um valor i para um valor j vai
promover alterações na energia livre tanto do estado N quanto do

Figura 1. Definições das variações de energia livre padrão de desnaturação
de uma proteína em água (w) e em soluções aquosas de osmólitos (o) e de

caotrópicos (c), juntamente com as variações de energia livre padrão de

transferência dos estados nativo (N) e desnaturado (D) de uma proteína da
água para soluções aquosas de osmólitos ou de caotrópicos
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estado D, as quais podem ser determinadas pelas Equações25,27-31

(10)

e

(11)

onde ν é o estado de protonação relativo da proteína e dpH(ν), é a
derivada de pH em função de ν.

A partir das Equações 10 e 11, é possível derivar uma equação
para determinar o valor de ΔG°

ND
 entre os valores de pH i e j27-29

(12)

EQUILÍBRIO DE ESTABILIZAÇÃO DE PROTEÍNAS EM
SOLUÇÕES ESSENCIALMENTE AQUOSAS

Sob um ponto de vista estatístico, o “ensemble” desnaturado
deveria predominar sobre o ensemble nativo, devido ao seu núme-
ro de micro-estados mais elevado, pois isso lhe garantiria uma
entropia conformacional mais elevada1,2,4,32.

Entretanto, sob certas condições, o estado nativo prevalece so-
bre o estado desnaturado. Isso acontece principalmente em meio
aquoso, como no interior ou exterior de uma célula. A explicação
para este aparente paradoxo decorre da interação da proteína com
as moléculas de água32.

Em meio aquoso, as formas nativa e desnaturada estão rodeadas
por moléculas de água, organizadas em camadas de hidratação ao
redor da proteína. A quantidade de energia livre envolvida na
hidratação é proporcional ao tamanho da camada de hidratação
formada. Como a forma desnaturada apresenta maior superfície de
exposição ao solvente, sua camada de hidratação é mais extensa
(Figura 2) e, conseqüentemente, maior é a energia livre necessária
para sua hidratação. Por outro lado, como a forma nativa apresenta
menor superfície de exposição ao solvente, tem uma camada de
hidratação menos extensa e, conseqüentemente, requer menos ener-
gia livre para sua hidratação.

Embora o estado D apresente uma entropia conformacional mais
elevada que o estado N, o estado D requer uma quantidade de ener-
gia livre de hidratação muito mais elevada que o estado N. Em
água pura, a elevada energia livre necessária para hidratação do

estado D não é compensada pela sua entropia conformacional. A
energia livre requerida para formação da camada de hidratação vem
das interações hidrofóbicas entre grupamentos apolares de
aminoácidos; como no estado desenovelado estes grupamentos es-
tão expostos ao solvente, a interação da proteína com a água não
fornece a energia necessária para formação da camada de hidratação.

Embora o estado N apresente uma entropia conformacional mais
baixa que o estado D, a energia livre de hidratação também é mais
baixa e facilmente obtida pela força hidrofóbica que compele os
grupos apolares da proteína a ficarem juntos, com baixa entropia
conformacional, no interior anidro da macromolécula. Assim, no
estado N, a baixa entropia conformacional é compensada pela ener-
gia livre de enovelamento da proteína, que também atende à de-
manda energética envolvida na formação de sua camada de hidra-
tação.

Isso significa que o equilíbrio entre estados N e D da proteína
vai estar deslocado no sentido do estado nativo (Figura 3a), que é
mais estável quando o ambiente é essencialmente aquoso32.

EQUILÍBRIO DE ESTABILIZAÇÃO DE PROTEÍNAS EM
SOLUÇÕES AQUOSAS DE CAOTRÓPICOS

Embora a água pura favoreça o estado N de uma proteína, exis-
tem várias condições que podem afetar o equilíbrio entre os esta-
dos N e D.

Algumas células ou líquidos corporais possuem solutos que
podem comprometer a atividade biológica de uma proteína, como
a uréia2,22,33-39, cuja afinidade pelo estado D inspirou o termo cao-
trópico para designação deste tipo de desnaturante, uma vez que o
estado desenovelado de uma proteína deve ter uma estrutura de
espiral randômica4,17,18,30,40. A uréia é produzida em nosso organis-
mo, como produto de degradação e excreção do grupo amino de
aminoácidos, e está presente no fígado, onde é produzida; no san-
gue, por onde é transportada; e nos rins, por onde é excretada na
urina.

Outro desnaturante com ação semelhante à da uréia é o hidro-
cloreto de guanidina2,22,33,39.

O mecanismo de ação desses caotrópicos ainda é motivo de
controvérsia4,21,39,41-44.

A ação desnaturante da uréia e do hidrocloreto de guanidina
poderia ser decorrente de elevações na solubilidade de grupos da
proteína na solução aquosa do desnaturante, o que está expresso na
Equação

(13)

Figura 2. Ilustração de moléculas de água (esferas em cinza) formando uma

camada de hidratação ao redor de uma proteína (estruturas retangulares

escuras) tanto no estado nativo (a) como no estado desenovelado (b). Pode-
se perceber que, no estado nativo, por estar mais compactada, a superfície

da proteína em contato com o solvente é menos extensa e, conseqüentemente,

a camada de hidratação que se forma ao redor desse estado é menor que a
formada ao redor do estado desenovelado

Figura 3. Equilíbrio N-U na presença de água pura (a) e de soluções aquosas

de um caotrópico (b) e de um osmólito (c)
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onde ΔG°ND[D] e ΔG°ND[H2O] são, respectivamente, as variações de
energia livre de desnaturação na presença de uma dada concentra-
ção do desnaturante [D] e em água pura [H

2
O], n é o número de

resíduos de um dado grupo i presente na proteína, α
i
 é a mudança

fracional média do grau de exposição de cada grupo e δgtri
 é a vari-

ação de energia livre de transferência deste grupo da água pura
para a concentração considerada do desnaturante30. A natureza fa-
vorável da transferência das cadeias laterais de quase todos os
aminoácidos, inclusive daquelas apolares, e das ligações peptídicas
(δg

tr
<0) da água para soluções aquosas de uréia e de hidrocloreto

de guanidina4,45 é consistente com essa idéia. De fato, a solubilida-
de do próprio benzeno aumenta significantemente com o aumento
da concentração de hidrocloreto de guanidina35, de tal forma que o
caotrópico estará não somente acomodando os grupos apolares no
solvente como também diminuindo a força hidrofóbica, que é um
fator essencial na formação e estabilização do estado nativo de
uma proteína4,45.

Entretanto, a variação favorável de energia livre de transferên-
cia de grupos da proteína para o desnaturante poderia ser decorren-
te da ligação das moléculas do desnaturante à ligação peptídica
e/ou às cadeias laterais dos aminoácidos, de tal modo que

(14)

(15)

onde k é a constante de ligação e a é a atividade do desnaturante30,46.
Como o estado D tem maior exposição de sítios para ligação de
uréia que o estado N47, a hidratação da proteína mediada pela uréia
deve ser maior no estado D que no estado N, de tal forma que o
estado D deve ser favorecido pela uréia. O hidrocloreto de guanidina
também forma ligações de hidrogênio com grupos das cadeias la-
terais dos aminoácidos e das ligações peptídicas48,49, que também
estão mais acessíveis ao caotrópico no estado desnaturado.

O etanol é um caotrópico anfifílico, com um segmento hidro-
carbonado hidrofóbico (-CH

2
-CH

2
-) junto com um grupo hidrofílico

(-OH). Ele pode se misturar com a água e acomodar melhor no
solvente os grupos apolares da proteína, atenuando a força hidro-
fóbica, de tal forma a desfavorecer o estado nativo em detrimento do
estado desnaturado50. De fato, a transferência das cadeias laterais
apolares da água para o etanol apresenta valores de δg

tr 
negativos, o

que evidencia a natureza favorável do processo45. Como o valor de
δg

tr
 para transferência do esqueleto peptídico da água para o etanol é

positivo, isto significa que é a maior afinidade das cadeias laterais
da proteína pelo etanol que determina a desnaturação45.

De maneira geral, o caotrópico diminui a energia livre do esta-
do D em relação ao estado N de uma proteína (Figura 3b), deslo-
cando o equilíbrio N-D no sentido do estado desnaturado.

EQUILÍBRIO DE ESTABILIZAÇÃO DE PROTEÍNAS EM
SOLUÇÕES AQUOSAS DE OSMÓLITOS

Para proteger suas proteínas contra situações naturais de
estresse, como o aumento excessivo da concentração de uréia, da
acidez e da temperatura, os organismos vivos tiveram que se adap-
tar evolutivamente a altas concentrações de certos solutos orgâni-
cos, como açúcares, álcoois e alguns aminoácidos, coletivamente
designados como osmólitos50-54 ou cosmotrópicos55-57.

De fato, vários trabalhos têm mostrado que os osmólitos esta-
bilizam proteínas contra caotrópicos36,37,58,59, acidez54,58,60,61, dimi-
nuições5,58 ou elevações na temperatura58,60,62,63, altas pressões58 e
baixa atividade de água52,58.

Os osmólitos elevam a energia livre de desnaturação das prote-

ínas, de tal forma que ΔG°
NoDo

 > ΔG°
NwDw

32,64-68.
A explicação mais ampla e aceita para esse efeito foi funda-

mentada na interação preferencial da água com a proteína21, com
base na teoria das funções de Wyman69,70, que permitiu construir a
relação

(16)

onde K é a constante de equilíbrio de uma reação reagente  pro-
duto, que é modulada por um ligante x; –ν

x 
representa a associação

de um ligante ao reagente e ao produto; e T, P e a
j
 são, respectiva-

mente, temperatura, pressão e atividade do componente j. A
racionalidade desta relação fundamenta-se no fato de que se um
processo químico é controlado por um fator x, que nesse caso é o
osmólito, então a extensão de ligação de x irá mudar durante o
curso da reação.

A incorporação de um osmólito (x) em uma solução aquosa de
proteína (P) vai conduzir ao equilíbrio

P.(H
2
O)n + x = P.x + n H

2
O (17)

onde há competição entre a água e o osmólito pela proteína.
Esta competição é vencida pela água, ou seja, a proteína prefe-

re ligar-se às moléculas de água que ao osmólito, que é então pre-
ferencialmente excluído da superfície da proteína, segundo um efei-
to que foi denominado de efeito solvofóbico32,64,65 ou osmofóbico71.
Este efeito pode ser explicado pela maior afinidade pela água que
pela mistura osmólito-água dos grupos apolares64,65 e do esqueleto
peptídico68 da proteína. De qualquer forma, a competição gerada
entre o osmólito e a água pela proteína eleva a energia livre
de hidratação tanto do estado N (ΔG°

NwNo
) quanto do estado D

(ΔG°
DwDo

) da proteína. Como os grupos apolares e o esqueleto
peptídico estão mais expostos ao solvente no estado desnaturado
que no estado nativo, o estado desnaturado é mais desestabilizado
que o estado nativo da proteína, ou seja ΔG°

NoDo
 > ΔG°

NwDw 
(Figura

3c). Isso significa que o osmólito estabiliza o estado nativo de uma
proteína em relação ao estado desnaturado32,64-68.

É possível que a estabilização osmofóbica de uma proteína es-
teja associada ou compreenda a ação conjunta de outros fatores,
como a exclusão espacial do osmólito e alterações na constante
dielétrica e na viscosidade da solução36,37,50,72-75.

O tratamento dado pela aplicação das funções de Wyman à
interação de proteínas com osmólitos apresenta uma validade mui-
to mais ampla e pode justificar uma gama muito variada de fenô-
menos aparentemente dissociados, como o equilíbrio N-D e o equi-
líbrio R-T21.

O equilíbrio entre os estados T (apertado) e R (relaxado) da
hemoglobina e, conseqüentemente, a capacidade de ligação e
regulação da ligação de oxigênio podem ser afetados pelo estresse
osmótico. Como a conversão T-R envolve a ligação de mais cerca
de 60 moléculas de água à hemoglobina, a hidratação da hemo-
globina deve afetar seu equilíbrio de oxigenação. A análise dos
efeitos do estresse osmótico sobre a oxigenação da hemoglobina,
com base nas funções de Wyman, mostrou que as alterações na
atividade da água, produzidas pelo estresse osmótico, podem afe-
tar o equilíbrio T-R, sugerindo que a água seja um efetor alostérico
daquela proteína76-78.

CONSIDERAÇÕES FINAIS

A influência de solutos sobre o equilíbrio de estabilização de
proteínas é um processo corrente nos organismos vivos. A comple-
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xidade do ambiente in vivo das proteínas exige uma análise deta-
lhada in vitro de cada uma das diferentes condições ambientais
naturais, para possibilitar maior compreensão dos mecanismos de
ação dos diferentes agentes naturais capazes de perturbar o equilí-
brio entre os estados N e D da proteína. Os estudos in vitro também
podem permitir a simulação de uma variedade de situações capa-
zes de alterar o equilíbrio de estabilização de uma proteína, dando
suporte crescente para sua utilização biotecnológica.

Uma aplicação biotecnológica importante é a promoção do
enovelamento de proteínas6,79. Esta questão é muito importante,
pois o enovelamento defeituoso de proteínas é a causa de um gran-
de número de doenças80. Se a incorporação do osmólito à solução
aquosa da proteína aumenta a tensão interfacial entre grupos
apolares e esqueleto peptídico com o solvente, forçando a proteína
a esconder seus grupos osmofóbicos no estado nativo da proteína,
seria de se esperar que os osmólitos tivessem a propriedade de
estimular o enovelamento protéico. De fato, vários osmólitos fo-
ram capazes de diminuir a entropia conformacional e aumentar a
densidade de grupos hidrofóbicos de RNAse A reduzida e carboxia-
midometilada (RCAM-Rnase A), o que significa que eles estariam
forçando a proteína a se enovelar75,81. Alguns osmólitos naturais se
mostraram capazes de induzir a polimerização de microtúbulos
induzida pela proteína tau82. Algumas proteínas com defeitos de
enovelamento sensíveis à temperatura, como a proteína reguladora
do transporte de íons cloreto (ΔF508-CFTR), cujo defeito promo-
ve a fibrose cística, e a proteína supressora de tumores p53, cujo
defeito propicia o desenvolvimento de câncer, sofreram enovela-
mentos corretos a 39,5 °C na presença de vários osmólitos, o que
somente ocorreria se as proteínas fossem incubadas à temperatura
de 32,5 °C7,83. Até a formação defeituosa do príon scrapie (PrPSc),
causador de diversas doenças caracterizadas por encefalopatia
espongiforme, seria impedida na presença de osmólitos, com o
enovelamento correto da proteína para a forma fisiológica, conhe-
cida como príon celular (PrPC)84. É possível que o uso de osmólitos
possa ter eficácia para prevenir o enovelamento patológico da pro-
teína amilóide, com formação da proteína β-amilóide, presente nas
placas amilóides de portadores da doença de Alzheimer. Há uma
expectativa de que o uso de osmólitos possa vir a constituir uma
alternativa segura e eficaz à terapia gênica7.

No que se refere às aplicações biotecnológicas, é importante
destacar que o uso de osmólitos e caotrópicos pode ser uma alter-
nativa importante para o melhoramento celular de microrganismos
utilizados na produção industrial de derivados fermentados, para
conservação de vacinas85 e criopreservação de tecidos, embriões e
células5, dentre outras aplicações.
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