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Prof. Dr. Luiz Felipe Santos Mendes

Instituto de F́ısica de São Carlos / Universidade de São Paulo



Agradecimentos

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenação de Aperfeiçoamento de

Pessoal de Nı́vel Superior - Brasil (CAPES) - Código de Financiamento 001
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Resumo

Protéınas intrinsecamente desordenadas, ou IDPs (Intrinsically Disordered Proteins),

são protéınas que não possuem uma estrutura bem definida como no caso das protéınas globula-

res. Apesar disso, essa classe de protéınas participa de diversos processos biológicos importantes.

Devido ao seu comportamento, que desafia o paradigma estrutura-função, as IDPs foram por

muito tempo consideradas apenas exceções a essa regra, sendo relativamente pouco estudadas

em relação às protéınas globulares. Verifica-se que as interações eletrostáticas são as interações

predominantes nos processos envolvendo sua ligação com uma molécula alvo e nos mecanismos

de reconhecimento molecular que promovem a estruturação da IDP, mas muitos detalhes sobre

esses mecanismos ainda são desconhecidos. Nesse sentido, podemos especular que o mecanismo

de regulação de carga pode ser importante ao reconhecimento molecular, uma vez que, nesse

processo, a distribuição de carga da IDP sofre alterações quando na presença de uma molécula

alvo, promovendo uma complementaridade eletrostática e conformacional. Por esse motivo, este

trabalho tem como objetivo estudar os efeitos da regulação de carga em modelos teóricos de

IDPs. Partimos da função de partição de um modelo de protéına caracterizado por uma linha

cont́ınua cuja densidade linear de carga é dada pela posição espećıfica de seus reśıduos. A ener-

gia livre foi obtida considerando as interações eletrostáticas e de volume exclúıdo de maneira

efetiva em um comprimento de Kunh renormalizado. Partindo desse modelo teórico, foi posśıvel

obter a distribuição de carga com o efeito da regulação e as distâncias end-to-end para os três

modelos de IDP em função do pH. Foi posśıvel comparar a carga ĺıquida regulada com a situação

onde a regulação de carga não é considerada, mostrando que, a carga ĺıquida regulada é menor,

causando uma diminuição também na distância end-to-end. Os próximos passos consistem em

adicionar as contribuições referentes à adição do sal, e a interação com outras macromoléculas.

Palavras-Chave: regulação de carga; IDP; energia livre; interações eletrostáticas.



Abstract

Intrinsically Disordered Proteins (IDPs) are proteins that lack a stable conformation,

unlike globular proteins. Despite this, this class of proteins plays a crucial role in various essential

biological processes. Due to their behavior that defies the structure-function paradigm, IDPs

have been considered exceptions to the rule, receiving relatively less attention compared to

globular proteins. It was observed that electrostatic interactions are predominant in processes

involving their binding to a target molecule and in the molecular recognition mechanisms that

promote IDP structuring. However, many details about these mechanisms are still unknown.

In this regard, it can be speculated that the charge regulation mechanism may be important

in molecular recognition. In this process, the charge distribution of the IDP changes in the

presence of a target molecule, promoting electrostatic and conformational complementarity.

For this reason, this work aims to study the effects of charge regulation in theoretical models of

IDPs. We start from the partition function of a protein model characterized by a continuous line

whose linear charge density is given by the specific position of its residues. The free energy was

obtained by considering electrostatic interactions and excluded volume interactions effectively

over a renormalized Kuhn length. Based on this theoretical model, it was possible to obtain the

charge distribution with the effect of regulation and the end-to-end distance for three IDP models

as a function of pH. It was possible to compare the regulated net charge with the situation where

charge regulation is not considered, showing that the regulated net charge is lower, causing a

decrease in the end-to-end distance. The next steps involve adding contributions related to the

addition of salt and the interaction with other macromolecules.

Keywords: charge regulation; IDP; free energy; electrostatic interactions.
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Caṕıtulo 1

Introdução

1.1 Protéınas e Aminoácidos

As protéınas são macromoléculas biológicas que compõem a maior parte da matéria

seca de uma célula (1). Além de participarem da composição celular, as protéınas desempenham

funções biológicas muito importantes para a manutenção da vida. Uma classe importante de

protéınas são as enzimas, que possuem conformações complexas para atuarem como catalisado-

res de diversas reações qúımicas importantes (1, 2). Protéınas imersas na membrana plasmática

atuam controlando a passagem de pequenas moléculas que entram ou saem do citoplasma (1, 3).

Essas macromoléculas também desempenham o papel de sinalizadores, permitindo a transmissão

de informações de uma célula para a outra ou enviam sinais para que uma cascata ocorra no

interior da célula, da membrana plasmática para o núcleo (4). Outras protéınas agem como

máquinas moleculares com partes móveis, como por exemplo, a cinesina, que atua na pro-

pulsão de organelas no citoplasma e a topoisomerase que tem a função de separar moléculas de

DNA emaranhadas (5, 6). Existem inúmeros outros exemplos das funções desempenhadas pelas

protéınas além dos citados anteriormente, mostrando o quão fundamental é o conhecimento

profundo sobre essas biomoléculas.

O que vai determinar a estrutura e a função de uma protéına é a sua composição

qúımica. Uma molécula de protéına consiste de uma longa cadeia não ramificada de reśıduos de

aminoácidos, que são suas unidades fundamentais. Estes, por sua vez, são moléculas compostas

por um grupamento amina (−NH2), um grupo carboxila (−COOH) e uma cadeia lateral (−R)

ligados a um carbono central, chamado carbono α, como mostra a Figura 1.1. Embora tenham

sido descritos mais de 300 aminoácidos na natureza, apenas 20 são encontrados em protéınas

(1, 7, 8). Para formar a protéına, os aminoácidos se ligam uns com os outros através de uma

ligação covalente, chamada de ligação pept́ıdica e por esse motivo, muitas vezes as protéınas

são referidas como cadeias polipept́ıdicas (1). Na ligação pept́ıdica o grupo carboxila se liga

ao grupo amina do aminoácido adjacente com a liberação de uma molécula de água, como

representado na Figura 1.2.
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Figura 1.1: Estrutura molecular de um aminoácido.

Fonte: Imagem obtida da referência (1).

Figura 1.2: Ligação pept́ıdica entre dois aminoácidos.

Fonte: Imagem obtida da referência (9)

O que diferencia um aminoácido de outro é a sua cadeia lateral, sendo responsável

também pelas propriedades qúımicas distintas de cada um. Compreender essas propriedades é

essencial para que seja posśıvel entender o funcionamento das protéınas. Podemos, resumida-

mente, classificar os aminoácidos em cinco grupos com base em suas polaridades e tendência

em interagir com a água em pH fisiológico (cerca de pH=7,0). A polaridade das cadeias varia

amplamente, desde cadeias laterias apolares e hidrofóbicas (não hidrossolúvel) até cadeias po-

lares e hidrof́ılicas (hidrossolúvel). Alguns aminoácidos são mais dif́ıceis de caracterizar, não se

encaixando perfeitamente em um desses grupos, é o caso da glicina, histidina e cistéına. Suas

atribuições a alguns grupos vem de avaliações ponderadas e não absolutas, isto é, é feita uma

análise comparativa com as propriedades de outros aminoácidos, ao invés de suas propriedades

individuais (1, 9). Os 20 tipos de aminoácidos e suas classificações estão representados pela

Figura 1.3.

• Cadeias laterais apolares alifáticos: As cadeias laterias neste grupo de aminoácidos

são apolares e hidrofóbicas. Os aminoácidos alanina, valina, leucina e isoleucina tendem

a ficar mais no interior da protéına, estabilizando sua conformação por interações hi-

drofóbicas. A glicina entra nesse grupo de aminoácidos, porém, por ser uma cadeia lateral

relativamente simples, ela não contribui com as interações hidrofóbicas. A metionina, um

dos dois aminoácidos que contém enxofre, possui um grupo tioéter, que é ligeiramente

apolar. A prolina possúı uma cadeia lateral alifática, sendo responsável por reduzir a

flexibilidade de regiões pept́ıdicas contendo esse aminoácido;
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Figura 1.3: Os 20 aminoácidos encontrados em protéınas, classificados de acordo com a polari-
dade de suas cadeias laterais.

Fonte: Imagem obtida da referência (9).

• Cadeias laterais aromáticas: como o nome sugere, são aminoácidos que possuem ca-

deias laterais compostas de anéis aromáticos, é o caso dos aminoácidos fenilalanina, ti-

rosina e triptofano. Todas são relativamente apolares podendo participar de interações

hidrofóbicas. A tirosina possui um grupo hidroxila na cadeia lateral e o triptofano possui

um nitrogênio no anel aromático, o que os tornam mais polares do que a fenilalanina;

• Cadeias laterias polares não carregadas: são aminoácidos relativamente mais pola-

res e hidrof́ılicos em relação aos aminoácidos apolares. Isso se deve ao fato dos grupos

funcionais das cadeias laterais desses aminoácidos formarem ligações de hidrogênio com

água. Nessa classe de aminoácidos estão presentes a serina, treonina, cistéına, asparagina

e glutamina. O que contribui para a polaridade dos aminoácidos serina e treonina são as

hidroxilas de suas cadeias laterais. Para a asparagina e glutamina, o que vai contribuir

para a suas polaridades é o grupo funcional amida. A cistéına aqui é um caso isolado, sua

polaridade deriva do grupo sulfidrila, que é bastante modesta. A asparagina e a glutamina
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tem sua polaridade derivada dos grupos aminas presentes em suas cadeias laterais;

• Cadeias laterais polares carregadas positivamente (básicos): a classe de aminoácidos

mais hidrof́ılicos são aqueles cujas cadeias laterais podem doar ou receber prótons, depen-

dendo do pH da solução e do pKa da cadeia lateral. Aminoácidos básicos, dependendo

do pH podem protonar, adquirindo uma carga positiva. Essas propriedades decorrem dos

grupos amino, guanid́ınio e imidazol aromático nas cadeias laterais da lisina, arginina e

histidina, respectivamente;

• Cadeias laterais carregadas negativamente (ácidos): assim como no caso dos básicos,

os aminoácidos ácidos possuem grupos capazes de desprotonar dependendo de seu pKa

e do pH da solução, liberando prótons para a solução e adquirindo carga negativa. Isso

ocorre com aspartato e o glutamato que possuem um grupo carboxila adicional em sua

cadeia lateral.

Pelo fato das protéınas serem cadeias polipept́ıdicas muito extensas, existe um número

muito grande de conformações tridimensionais posśıveis. Dentre essas estruturas, poucas vão

ser biologicamente ativas, as quais são chamadas de conformações nativas. Partindo de sua

sequência espećıfica de aminoácidos, essas biomoléculas formam estruturas tridimensionais estáveis

para desempenhar uma função biológica espećıfica (10). Devido a complexidade dessas con-

formações, tornou-se usual a definição de quatro ńıveis de estruturação para descrever como a

protéına chega em sua conformação final (1, 9, 10):

• Estrutura primária: a chamada estrutura primária de uma protéına corresponde a

ordem que os reśıduos estão ligados, pois podemos ter duas protéınas com a mesma quan-

tidade de aminoácidos e mesma composição, porém, distintas em relação a este ordena-

mento, sendo protéınas completamente diferentes em relação as suas funções biológicas.

Essa é a primeira etapa unidimensional na especificação da estrutura tridimensional de

uma protéına (10);

• Estrutura secundária: a estrutura secundária da protéına corresponde ao arranjo dos

átomos do esqueleto da cadeia polipept́ıdica, isto é, o arranjo dos aminoácidos sem envolver

suas cadeias laterais. Os tipos mais comuns de estrutura secundária são a α-hélice e a

folha-β. As formas desses estruturas são mantidas por ligações de hidrogênio entre o

oxigênio do grupo carbonila de um aminoácido com o hidrogênio do grupo amino de outro

aminoácido. O que muda entre essas duas estruturas são as posições dos átomos de cada

aminoácido que participam das ligações de hidrogênio (10);

• Estrutura terciária: a estrutura terciária inclúı o arranjo tridimensional de todos os

átomos da protéına, incluindo os átomos das cadeias laterais ou grupos prostéticos (grupos

de átomos não pertencentes a aminoácidos) (10);
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• Estrutura quartenária: uma protéına pode consistir de múltiplas cadeias polipept́ıdicas,

as quais cada uma dessas cadeias são chamadas de subunidades. O arranjo espacial dessas

subunidades uma em relação a outra é a estrutura quartenária. Essas subunidades intera-

gem por ligações não-covalentes, sendo por pontes de hidrogênio ou interações hidrofóbicas

(10).

1.2 Protéınas Intrinsecamente Desordenadas

A pesquisa sobre protéınas se concentrou inicialmente em protéınas ordenadas, isto é,

protéınas que adquirem uma conformação estável, seguindo os ńıveis de estruturação comentados

anteriormente. Por consequência disso, os fundamentos para explicar a estruturação de uma

protéına se baseou em protéınas ordenadas (11). Esses fundamentos tiveram como base a grande

quantidade de estruturas obtidas experimentalmente no século 20 que foram armazenados em

repositórios como PDB (Protein Data Bank) (12). Dessa forma não restavam dúvidas da relação

entre a estrutura e a função das protéınas, o que levou ao paradigma da estrutura-função, em

que uma protéına será biologicamente ativa se possuir uma estrutura tridimensional estável

(13). As protéınas inicialmente eram consideradas moléculas biológicas ŕıgidas, semelhantes a

cristais, sem flexibilidade (13). Essa visão ”estática” das protéınas era sustentada por uma das

funções proteicas muito bem compreendida, que é a catálise (9, 13, 14). A visão de que as

protéınas eram moléculas ŕıgidas levou-se a supor que a complementaridade conformacional na

interface das ligações e as forças não covalentes que surgem entre as moléculas são os principais

fatores que promovem as interações envolvendo protéınas (15, 16). Apesar da riqueza de dados

experimentais sobre as estruturas e funções das protéınas que contribúıram para o paradigma

estrutura-função, houve um aumento de dados experimentais que desviavam desse paradigma,

surgindo a necessidade de reavaliar esse modelo já bem estabelecido, o que por consequência fez

surgir o paradigma desordem-função (13, 16).

Apesar do grande número de evidências de protéınas que não seguiam os ńıveis de

estruturação comentados anteriormente, tudo era visto sob a luz do paradigma estrutura-função,

de modo que os relatos de protéınas que apresentavam um comportamento diferente eram con-

siderados exceções à regra (13, 16). Com a constante evidência de protéınas não tradicionais

e uma intensa reavaliação do modelo clássico, protéınas não tradicionais foram consideradas

como uma classe de protéınas, não sendo apenas uma exceção (13). Essas protéınas flex́ıveis

desempenham seus papéis biológicos mesmo estando desordenadas (17). A própria flexibilidade

conformacional dessas protéınas foi proposta como o fator principal para desempenhar suas

funções biológicas (18). Ao longo dos anos, diversos termos foram usados para descrever essa

classe de protéınas. Foi apenas recentemente que o termo ”Protéınas Intrinsecamente Desorde-

nadas” (do inglês Intrinsically Disordered Protein ou IDP) se destacou em relação aos outros

termos utilizados (19, 20).

A propensão de uma protéına se ordenar ou permanecer desordenada depende da
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sequência de aminoácidos que a compõem. Em outras palavras, o que vai definir se a protéına

se enovela adquirindo uma conformação estável ou seja uma IDP, vai ser a sua composição de

aminoácidos. Comparando a composição de protéınas ordenadas com protéınas desordenadas,

verifica-se que as protéınas desordenadas são pobres em aminoácidos alifáticos (valina, leucina,

isoleucina) e aromáticos (tirosina, fenilalanina, triptofano), e ricas em aminoácidos polares e

carregados (metionina, lisina, arginina, serina, aspartato, glutamina) (18). Devido a abundância

de aminoácidos polares e carregados em comparação com protéınas ordenadas, nas IDPs temos

forças de repulsão mais intensas, além da carência de interações hidrofóbicas. Como as forças

repulsivas são maiores do que as forças que promovem a compactação, a protéına tende a não

ter uma conformação bem definida em relação às protéınas ordenadas (13).

Pelo fato das informações sobre IDPs terem sido muito escassas por muito tempo,

parecia improvável que essas protéınas formassem uma classe de protéına tão abundante (13).

Com o tempo, o acúmulo de dados experimentais permitiram que sofisticados algoritmos de

bioinformática fossem feitos para prever a desordem das protéınas partindo de sua sequência

de reśıduos (13). Essas previsões mostraram que essas desordens estruturais estão presentes em

todas as espécies (21). Pelo fato dessas protéınas serem mais flex́ıveis, elas participam de funções

biológicas que envolvem o reconhecimento molecular, sendo relativamente mais abundantes em

eucariotos em comparação com procariotos (22).

1.3 Interações Eletrostáticas em Protéınas

As interações eletrotáticas determinam as forças coesivas que unem átomos e moléculas

em sólidos e ĺıquidos. Desempenham um papel essencial em sistemas proteicos, envolvendo sua

estrutura, mudanças conformacionais e interações com outras biomoléculas (23, 24). Verifica-

se experimentalmente que essas interações são predominantes devido a forte dependência da

variação da energia livre do sistema com o pH e a concentração de sal do meio em que estão

inseridas (25–27).

As protéınas não possuem suas cargas fixas, e sua distribuição de carga depende de

diversos fatores, sendo um deles, como comentado anteriormente, diz respeito a sua composição.

Já que protéınas podem conter aminoácidos polares carregados, essas cargas vão depender do

pH da solução, da concentração de sal do meio e interação com outras moléculas (23). Quando

alguns fatores como mudança de concentração de sal, pHs próximos aos pKas dos reśıduos ou

proximidade com outras moléculas, as protéınas respondem modificando sua distribuição de

carga, o que é conhecido como regulação de carga (charge regulation ou CR) (28). A origem

desse mecanismo surge quando prótons migram de e para locais tituláveis da macromolécula,

possibilitando que sua distribuição de carga se altere em resposta a alguma mudança no ambiente

qúımico (28). Dessa forma ela se adapta a alguma perturbação no ambiente em que está inserida,

sendo um processo muito importante ao se estudar interações entre duas protéınas (29) ou

interações de protéınas com polieletrólitos (poĺımeros que adquirem cargas elétricas quando em
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solução aquosa) (30). Um bom exemplo disso é a coacervação complexa, que corresponde a uma

mudança de fase liquido-liquido de uma solução contendo polieletrólitos de cargas opostas, onde

o CR influencia diretamente essa separação (23, 31).

A regulação de carga foi estudada inicialmente por Linderstrøm-Lang na década de

1920 (32–34) e posteriormente Kirkwood e Shumaker usando teoria de perturbação da mecânica

estat́ıstica, mostraram que as correlações entre as distribuições de cargas entre duas protéınas

favorecia interações atrativas entre elas (27), o que foi comprovado experimentalmente (35).

Desde então diversos trabalhos foram desenvolvidos envolvendo mecanismo de regulação de

carga nas interações protéına-protéına (36), protéına-superf́ıcie (30, 37, 38) e polieletrólitos-

macróıons (39).

Pelo fato das IDPs serem ricas em reśıduos polares carregados, elas geralmente são

polianfoteros(1, 13). Embora essa classe de protéınas não possua uma conformação estável, elas

podem adquirir certas conformações quando na presença de uma molécula alvo, o que vai definir

essas conformações é a forma linear como seus reśıduos estão distribúıdos e a concentração de sal

do meio, que é responsável por blindar as cargas dos aminoácidos da IDP (40–42). Em situações

onde a distribuição de carga não é equilibrada, de modo que a carga ĺıquida é diferente de zero, a

protéına tem uma conformação estendida em baixa concentração de sal, devido a repulsão entre

as cargas que predominam. Em concentrações altas de sal, essas interações são atenuadas devido

à blindagem eletrostática e verifica-se uma forma mais compacta (43). Quando a carga liquida

da protéına é zero, quanto mais separadas as cargas negativas das positivas, mais compacta a

IDP se encontra (44). Ainda para carga liquida zero, quando temos distribuições em blocos

com cargas positivas e blocos com cargas negativas, a protéına se compacta ganhando uma

conformação semelhante a um ”gancho” em baixas concentrações de sal, e para concentrações

altas, essas interações são atenuadas e consequentemente a cadeia fica mais estendida (40).

As interações eletrostáticas possuem também um papel importante no processo de

reconhecimento molecular das IDPs com uma molécula alvo, o que é verificado pelo fato dos

aminoácidos participantes da ligação serem em sua maioria aminoácidos carregados, de modo

que essas interações regulam a conformação da protéına quando na presença da molécula alvo

(45) . Embora seja conhecida a participação das interações eletrostáticas envolvida no processo

de reconhecimento molecular, os detalhes desses mecanismos são em sua maioria desconhecidos

(46). A regulação de carga levanta uma questão importante em relação a esses mecanismos, uma

vez que tem o papel de alterar a distribuição de carga quando nas proximidades da molécula

alvo, o que leva a uma determinada conformação que favorece a ligação com a molécula alvo

(47).

Tendo em vista a importância das IDPs e o papel da regulação de carga nos processos

envolvendo interações com uma molécula alvo, este trabalho tem como objetivo estudar os efeitos

das interações eletrostáticas e particularmente da regulação de carga nas IDPs.



Caṕıtulo 2

Objetivos

Este trabalho tem como objetivo principal combinar duas abordagens teóricas já

existentes, sendo posśıvel, por meio delas, observar os efeitos da regulação de carga em modelos

representando IDPs. Vamos nos concentrar, inicialmente, em uma situação simplificada, onde

a regulação de carga será estudada para um sistema contendo apenas a IDP em solução, sem

considerar os efeitos do sal e de interações com outras macromoléculas carregadas. Dessa forma

o efeito da regulação será observado somente pelas interações entre os reśıduos tituláveis da

protéına. Para alcançar esse objetivo, temos os seguintes desenvolvimentos:

• Fazer uma descrição fenomenológica e estat́ıstica da regulação de carga, introduzindo, de

forma quantitativa, como esse fenômeno ocorre, de acordo com a referência (28);

• Estabelecer um formalismo geral que permite calcular as cargas, a distância quadrática

média entre cada reśıduo da protéına, e a distância end-to-end em unidades dessa grandeza

para uma cadeia ideal para modelos de IDP já existentes via energia livre eletrostática do

sistema;

• Utilizar o modelo proposto nas referências (48, 49) para calcular a energia livre ele-

trostática;



Caṕıtulo 3

Regulação de Carga

3.1 Descrição Fenomenológica

Protéınas e uma variedade de outras macromoléculas contém reśıduos ácidos e básicos

que, dependendo das condições da solução podem protonar ou desprotonar (9), afetando sua

distribuição de carga e interações com outras moléculas (28). A regulação de carga diz respeito

a como o equiĺıbrio de protonação/desprotonação dos śıtios tituláveis são afetados devido às

interações entre seus próprios reśıduos e/ou outras moléculas. Em outras palavras, a regulação

de carga é uma resposta da protéına a alguma perturbação no ambiente qúımico (28).

Podemos descrever fenomenologicamente a regulação de carga analisando apenas

um único śıtio de ligação, que em condições de equiĺıbrio, pode ter a protonação/desprotonação

representada pela seguinte reação qúımica:

AH ⇀↽ H+ + A−. (3.1)

A constante de dissociação ácida é dada por:

Kd =
ρH+ρA−

ρAH

γH+γA−

γAH

; (3.2)

onde ρ representa as concentrações e γ são os coeficientes de atividade de cada participante da

reação. Esse último leva em consideração as interações entre os solutos e solvente, introduzindo

uma correção para o comportamento de soluções não ideais (50).

Tomando o logaritmo dos dois lados da equação 3.2 obtemos seguinte expressão:

logKd = log (ρH+γH+) + log

(
ρA−

ρAH

)
+ log

(
γA−

γAH

)
,

identificando que − logKd = pKa e − log ρH+ = pH, podemos reescrever a expressão anterior

como:
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− log

(
ρAH

ρA−

)
= pH − pKa + log

(
γA−

γAH

)
. (3.3)

Para analisar o efeito da regulação de carga, vamos considerar o caso em que o

pH = pKa. Dessa forma, como a fração ρAH/ρA− define a carga média do śıtio, nessa situação

ele vai depender apenas dos coeficientes de atividade, ou seja, vai ser afetado devido às interações

entre seus reśıduos ou com as outras moléculas do meio (28).

Considerando que nosso sistema seja composto apenas por uma protéına em solução,

as interações ocorrem apenas entre seus reśıduos. No equiĺıbrio térmico, o potencial qúımico

ai = ρiγi será constante em toda a solução (51). Para que isso ocorra, quando o coeficiente de

atividade muda, a concentração também muda, e como isso ocorre devido a proximidade entre

os reśıduos da protéına, podemos reescrever ρ = ρ (R) e γ = γ (R) onde R é a distância entre o

śıtio e outro reśıduo da protéına (28).

3.1.1 Descrição Estat́ıstica

Anteriormente mostramos como a regulação de carga pode ser demonstrada utili-

zando argumentos termodinâmicos básicos. Considerando novamente um único śıtio titulável,

exposto a um potencial elétrico ϕ dado por todas as outras cargas do sistema e utilizando o

formalismo do ensemble canônico (51), podemos expressar a valência média z do śıtio por:

⟨z⟩ =
∑

zi exp (−βe0ziϕ)∑
exp (−βe0ziϕ)

, (3.4)

onde β = 1/kBT é o inverso da energia térmica, com T sendo a temperatura absoluta, KB a

constante de Boltzmann e e0 é a carga elementar.

Como vimos, qualquer alteração no ambiente qúımico afeta o potencial qúımico, e

consequentemente a carga média do śıtio. Dessa maneira, perturbando o potencial elétrico, a

carga média também será alterada. Quantitativamente, podemos derivar a carga média em

relação ao potencial ϕ, onde obtemos:

− 1

βe0

∂ ⟨z⟩
∂ϕ

=
〈
z2
〉
− ⟨z⟩2 ≡ c. (3.5)

Aqui introduzimos a grandeza c, denominada capacitância (28, 52), que é simplesmente uma

medida de quanta carga é induzida quando o śıtio é exposto a um potencial externo (28).

Considerando uma solução ideal, onde os coeficientes de atividade são unitários, a

variação da energia livre entre o estado protonado e desprotonado βϵ pode ser escrita como

(28, 53, 54):

βϵ = − ln

(
ρHA

ρA−

)
, (3.6)
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a qual pode ser reescrita através da equação 3.3, considerando coeficientes de atividade unitários

(γHA = γA− = 1):

− ln

(
ρHA

ρA−

)
= ln 10 (pH − pKa) , (3.7)

resultando em

βϵ = ln 10 (pH − pKa) . (3.8)

Iremos utilizar a equação acima para descrever os dois estados posśıveis para um único śıtio

titulável. Considerando como estado de referência o estado desprotonado, a energia será ϵ0 = 0.

Assim a função de partição deste śıtio pode ser escrita como:

Z =
∑
i

e−βϵi = 1 + e−(pH−pKa) ln 10. (3.9)

Para reśıduos básicos, sendo a valência z0 = 0 no estado desprotonado e zH = +1 no

estado protonado, a valência média do śıtio é:

⟨z⟩ = z0 + (z0 + zH) e
−(pH−pKa) ln 10

Z
. (3.10)

Dessa forma, vemos que

〈
z2
〉
=

z20 + (z0 + zH)
2 e−(pH−pKa) ln 10

Z
. (3.11)

Assim, a variância é dada por

〈
z2
〉
− ⟨z⟩2 = z2He

−(pH−pKa) ln 10

Z2
. (3.12)

Variando a carga média com o pH, obtemos:

1

ln 10

∂ ⟨z⟩
∂pH

=
z2He

−(pH−pKa) ln 10

Z2
= c. (3.13)

Esse último resultado pode ser generalizado para a carga total de uma macromolécula, onde

Z =
∑

zi. Assim, a capacitância total da macromolécula é:

C =
1

ln 10

∂ ⟨Z⟩
∂pH

=
∑
i

ci. (3.14)

3.1.2 Regulação de Carga Via Energia Livre

Vamos agora usar uma outra abordagem para formalizar a regulação de carga, par-

tindo da energia livre envolvida nesse processo (55). Seja uma IDP contendo N reśıduos io-
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nizáveis com constante de dissociação pKa(i), com i = 1, 2, .., N . Os reśıduos básicos, que pela

protonação, adquirem uma carga positiva, que iremos escrever como q+k = e0ηk onde ηk ∈ [0, 1],

os reśıduos ácidos, pela desprotonação, adquirem uma carga q−k = e0 (ηk − 1) e novamente

ηk ∈ [0, 1], e0 é a carga elementar e ηk corresponde a fração de reśıduos protonados (52, 56),

ou seja, o número de reśıduos protonados dividido pelo número total de reśıduos. Consequen-

temente (1− ηk) é a probabilidade de encontrarmos o śıtio desprotonado. A energia livre total

para esse sistema pode ser expressa por:

Ftot = FCR + F, (3.15)

onde FCR corresponde a energia livre de Helmholtz envolvida na regulação de carga e F a energia

livre do poĺımero considerando as interações eletrostáticas, os graus de liberdade do poĺımero e

as interações de volume exclúıdo (48, 49).

Vamos inicialmente determinar a energia livre envolvida na regulação de carga, isto é,

a energia livre envolvida nos processos de protonação/desprotonação da protéına. Essa energia

pode ser escrita como (51):

FCR = U − TS. (3.16)

O primeiro termo da equação 3.16 corresponde a energia envolvida na associação/dissociação

de prótons, o segundo termo é a entropia desse processo (51). Para entropia vamos usar a

equação de Boltzmann (51):

S = kB lnΩ, (3.17)

onde kB corresponde a constante de Boltzmann e Ω o número de maneiras de distribuir os śıtios

protonados em N reśıduos.

Ao longo do nosso modelo de IDP, vamos considerar que dentre os N śıtios tituláveis,

temos Np protonados e Nd desprotonados, de forma que N = Np +Nd. Dessa forma, podemos

escrever Ω como:

Ω =
N !

Np! (N −Np)!
. (3.18)

Substituindo a equação 3.18 na 3.17 a entropia é escrita como:

S = kB ln
N !

Np! (N −Np)!
. (3.19)

Podemos eliminar os fatoriais utilizando a aproximação de Stirling (51, 57). Embora

seja válida para números pequenos (da ordem da dezena), tendo um erro pequeno (na ordem

de 0,01 %) essa aproximação se torna mais precisa para valores grandes de n e exata quando
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n → ∞. Sendo expressa como:

lnn! ≈ n lnn− n.

Assim, usando essa aproximação na equação 3.19, obtemos:

S = −kB

[
Np ln

Np

N
+Nd ln

(
1− Np

N

)]
. (3.20)

Dividindo a equação 3.20 por N , identificando que ηk = Np/N e 1 − ηk = Nd/N , obtemos a

entropia por reśıduo:

Sk = −kB [ηk ln ηk + (1− ηk) ln (1− ηk)] . (3.21)

Sendo a energia do estado protonado de um único śıtio igual a ϵ, considerando o

estado desprotonado com energia nula. Como temos Np śıtios protonados, a energia total é:

U = Npϵ. (3.22)

Dividindo essa última equação por N , obtemos a energia por monômero, expressa por:

Uk = ηkϵ. (3.23)

Substituindo as equações 3.23 e 3.21 na equação 3.16, obtemos a contribuição da

energia livre referente à regulação de carga:

FCR =
∑
k

ϵηk +
1

β

∑
k

[ηk ln ηk + (1− ηk) ln (1− ηk)] . (3.24)

A situação de equiĺıbrio é atingida quando a energia livre é minimizada em relação

a fração de śıtios carregados. Sendo assim, vamos minimizar a energia livre total com relação

ao ηk utilizando a equação de Euler-Lagrange (58, 59). Como Ftot não tem dependência com as

derivadas de ηk, obtemos que

∂F

∂ηk
+ ϵ+

1

β
ln

ηk
1− ηk

= 0. (3.25)

Partindo da equação 3.25 e identificando que βϵ = ln 10
(
pH − pK

(k)
a

)
, onde aqui

introduzimos um ı́ndice k para nos referirmos ao k-ésimo reśıduo, podemos expressar ηk como:

ηk =

[
1 + exp

(
ln 10

(
pH − pK(k)

a

)
+ β

∂F

∂ηk

)]−1

. (3.26)

Com esses resultados conseguimos obter uma expressão para a carga de cada reśıduo da protéına:
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q±k =
±e0

1 + exp
(
± ln 10

(
pH − pK

(k)
a

)
± β ∂F

∂ηk

) . (3.27)

A equação 3.27 depende da derivada de F que será dada pelo modelo da protéına e

contém as interações eletrostáticas entre os reśıduos. Então, para determinar o valor das cargas

é necessário inicialmente determinarmos a energia livre da protéına.

Determinando ∂F
∂ηk

e inserindo na equação 3.27 obtemos um sistema de equações não

lineares para as cargas qk. Uma alternativa a isto, é utilizar uma aproximação linear (60) que

nos permite obter um sistema de equações lineares.

3.1.3 Aproximação Linear para a Regulação de Carga

A aproximação de Debye-Hückel é amplamente utilizada na literatura, pois possi-

bilita a obtenção de equações diferenciais analiticamente solúveis. Isso a torna especialmente

atraente nos estudos de polieletrólitos (61, 62). Neste trabalho utilizamos essa aproximação

e comparamos com a situação onde ela não é empregada, com o objetivo de estudarmos suas

limitações. Nesta aproximação podemos simplificar a equação 3.27 (60), onde consideramos que

o termo ∂F/∂ηk é muito pequeno quando comparado com a energia térmica kBT = β−1. Isso

nos permite expandir a expressão 3.27 em uma série de potências em β∂F/∂ηk e desprezar os

termos não lineares. Assim, expandindo q±i obtemos:

q±i =
±e0

1 + exp (± ln 10 (pH − pKa(i)))
− βe0

exp
(
± ln 10

(
pH − pK

(i)
a

))
[
1 + exp

(
± ln 10

(
pH − pK

(i)
a

))]2 ∂F∂ηi . (3.28)

Para simplificar a última equação vamos definir a seguintes igualdades:

q
(0)
i =

±e0

1 + exp
(
± ln 10

(
pH − pK

(i)
a

)) , (3.29)

c
(0)
i =

1

e0 ln 10

∂q
(0)
i

∂pH
=

exp
(
± ln 10

(
pH − pK

(i)
a

))
[
1 + exp

(
± ln 10

(
pH − pK

(i)
a

))]2 , (3.30)

onde a equação 3.29 corresponde a equação 3.27 na ausência de interações eletrostáticas entre

os reśıduos, e a equação 3.30 é a capacitância também na ausência dessas interações (52). Dessa

forma, reescrevendo a equação 3.28 obtemos:

qi = q
(0)
i − βe0c

(0)
i

∂F

∂ηi
, (3.31)

Partindo das equações 3.31 e 3.27, podemos determinar as cargas de um poĺımero
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considerando o efeito da regulação de carga, o que pode ser feito se determinarmos a energia

livre da protéına.



Caṕıtulo 4

Modelo F́ısico da Protéına

Vamos representar a IDP com base na sua estrutura linear, considerando que seu

comprimento total seja muito maior do que as distâncias entre seus reśıduos. Isso nos permite

tratar a protéına como uma curva cont́ınua (63, 64), na qual s corresponde a uma variável de

integração ao longo do contorno dessa curva. O modelo segue uma abordagem coarse grained, no

qual iremos considerar as interações entre cada reśıduo sem levar em consideração seus detalhes

interatômicos, isto é, não vamos considerar as interações entre cada átomo que compõe cada

reśıduo, de modo que cada reśıduo seja representado apenas pelo seu pKa (49, 65).

Em relação as interações, vamos considerar que os reśıduos interagem com um po-

tencial harmônico; interações que surgem devido ao volume que os reśıduos ocupam no espaço

e as interações eletrostáticas entre reśıduos carregados (63, 64). Podemos representar essas

interações com o seguinte hamiltoniano (48, 49, 63):

βHt =
3

2l

∫ L

0

ds

(
dR (s)

ds

)2

+ l

∫ L

0

ds

∫ s

0

ds′ω
(
s, s

′
)
δ [R (s)−R (s′)]

+
lb
l2

∫ L

0

ds

∫ s

0

ds′q (s) q (s′)
exp (−κ |R (s)−R (s′)|)

|R (s)−R (s′)|
, (4.1)

onde s é uma variável que estamos integrando ao longo do contorno da cadeia, L corresponde

ao comprimento total da cadeia, l denota o comprimento de Kunh (63), sendo um comprimento

limite no qual a partir dele as orientações das ligações se tornam descorrelacionadas (64).

O primeiro termo da equação 4.1 representa as interações elásticas de cada ligação

com R (s) sendo o vetor de posição do segmento s da cadeia. O segundo termo é a interação

de volume exclúıdo, com ω (s, s′) sendo uma grandeza adimensional chamada parâmetro de

interação de volume exclúıdo entre os reśıduos representados pelos segmentos s e s′ , corres-

pondendo as interações não eletrostáticas entre os monômeros e solvente (63, 64). Por fim,

temos o terceiro termo que corresponde às interações eletrostáticas, seguindo a teoria de Debye-

Huckel, onde cada reśıduo possui uma carga q (s) com q (s) = ηse0 para cargas positivas e
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q (s) = (ηs − 1) e0 para cargas negativas, em que ηs representa a probabilidade de encontrarmos

o reśıduo positivamente carregado, portanto ηs ∈ [0, 1], onde e0 sendo a carga elementar. Ainda

no terceiro termo

lb = e20/ (4πε0εkBT )

é o comprimento de Bjerrum, ε0 é a constante dielétrica no vácuo e ϵ a constante dielétrica

do meio em que a protéına está inserida, κ é o parâmetro de Debye, e seu inverso λ = κ−1 =

(8πlbcb)
−1/2 é o comprimento de Debye, no qual cb é a concentração de sal do meio (66). Para

a água temos que lb = 7, 2 Å.

Para determinar o tamanho médio da cadeia, uma abordagem variacional foi utili-

zada para simplificarmos a equação 4.1, utilizando o que é chamado de comprimento de Kunh

renormalizado ou efetivo lr (48, 67). Nessa simplificação, como mostraremos a seguir, as in-

terações eletrostáticas e de volume exclúıdo são consideradas fracas. Dessa forma, o poĺımero se

comporta como uma cadeia ideal com comprimento de Kunh lr e o hamiltoniano renormalizado

é expresso de uma forma simplificada:

βHr =
3

2lr

∫ L

0

ds

(
dR (s)

ds

)2

. (4.2)

A média de algum observável f́ısico A, pode ser escrita em termos do hamiltoniano

renormalizado utilizando um método perturbativo. Nesse método vamos considerar que o ha-

miltoniano original (Ht) seja uma perturbação do hamiltoniano renormalizado (Hr), de maneira

que podemos reescreve-lo como:

Ht = Hr + (Ht −Hr) . (4.3)

Como a média é feita sobre todas as configurações, ela é expressa em termos de integrais

funcionais (67):

⟨A⟩ =
∫
δRAe−βHr−υ∫
δRe−βHr−υ

, (4.4)

na qual δR indica que a integral está sendo feito no espaço de funções, ou seja, a integração

está sendo feita sobre todas as configurações acesśıveis pela IDP. Para simplificar foi denotamos

υ = β (Hr −Ht). Podemos reescrever ⟨A⟩ em relação ao hamiltoniano renormalizado, a qual

vamos denotar por ⟨...⟩r. Para fazer isso, inicialmente vamos expandir e−υ em uma série de

potencias, obtêm-se:

⟨A⟩ =
∫
δRAe−βHr

[
1− υ + 1

2
υ2 − ...

]∫
δRe−βHr

[
1− υ + 1

2
υ2 − ...

] , (4.5)

multiplicando e dividindo numerador e denominador pela função de partição renormalizada Zr

e identificando as médias de cada grandeza, obtemos:
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⟨A⟩ =
Zr

[
⟨A⟩r − ⟨Aυ⟩r +

1
2
⟨Aυ2⟩r − ...

]
Zr

[
1− ⟨υ⟩r +

1
2
⟨υ2⟩r − ...

] . (4.6)

Podemos inverter o denominador da equação 4.6 identificando uma série geométrica 1/ (1− r),

onde aqui r = ⟨υ⟩r −
1
2
⟨υ2⟩r + .... Dessa forma obtém-se:

⟨A⟩ =
[
⟨A⟩r − ⟨Aυ⟩r +

1

2

〈
Aυ2

〉
r
− ...

] [
1 + ⟨υ⟩r + ⟨υ⟩2r −

1

2

〈
υ2
〉
r
− ...

]
= ⟨A⟩r − (⟨Aυ⟩r − ⟨A⟩r ⟨υ⟩r) +

1

2

(〈
Aυ2

〉
r
− 2 ⟨Aυ⟩r ⟨υ⟩r

+2 ⟨A⟩r ⟨υ⟩
2
r − ⟨A⟩r

〈
υ2
〉
r

)
+ ..., (4.7)

como estamos considerando as interações como fracas, os termos de ordem superior na expansão

são despreźıveis, restando apenas os dois primeiros termos ao lado direito da equação 4.7.Vamos

considerar também que ⟨A⟩r ≈ ⟨A⟩ (49), e dessa maneira obtém-se:

⟨A⟩r ⟨(Ht −Hr)⟩ = ⟨A (Ht −Hr)⟩ . (4.8)

A escolha de A depende da quantidade de interesse, no nosso caso vamos determinar

a distância quadrática média entre dois segmentos ao longo do contorno da protéına, nas posições

R (s1) e R (s2), o que irá nos permitir calcular a distância quadrática média entre dois reśıduos.

A = (R (s2)−R (s1))
2 (4.9)

Partindo da equação 4.8, reescrevendo essa igualdade de forma mais explicita com

A = [R (s2)−R (s1)]
2, obtemos:

〈
(R (s2)−R (s1))

2 3

2

(
1

lr
− 1

l

)∫ L

0

ds

(
dR (s)

ds

)2
〉

r

−
〈
(R (s2)−R (s1))

2〉
r

〈
3

2

(
1

lr
− 1

l

)∫ L

0

ds

(
dR (s)

ds

)2
〉

r

=

〈
(R (s2)−R (s1))

2 l

∫ L

0

ds

∫ s

0

ds′ω (s, s′) δ [R (s)−R (s′)]

〉
r

−
〈
(R (s2)−R (s1))

2〉
r

〈
l

∫ L

0

ds

∫ s

0

ds′ω (s, s′) δ [R (s)−R (s′)]

〉
r

+

〈
(R (s2)−R (s1))

2 lb
l2

∫ L

0

ds

∫ s

0

ds′q (s) q (s′)
exp (−κ |R (s)−R (s′)|)

|R (s)−R (s′)|

〉
r

−
〈
(R (s2)−R (s1))

2〉
r

〈
lb
l2

∫ L

0

ds

∫ s

0

ds′q (s) q (s′)
exp (−κ |R (s)−R (s′)|)

|R (s)−R (s′)|

〉
r

. (4.10)
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Podemos simplificar o lado esquerdo da igualdade em 4.10 através da definição de〈
(R (s2)−R (s1))

2〉
r
, onde a média é feita sobre todas as configurações posśıveis da protéına,

no qual é expressa por

〈
(R (s2)−R (s1))

2〉
r
=

∫
δR

(
(R (s2)−R (s1))

2 exp

(
− 3

2lr

∫ (dR(s)
ds

)2
ds

)
∫
δR exp

(
− 3

2lr

∫ (dR(s)
ds

)2
ds

) , (4.11)

Afim de se obter uma expressão simplificada, vamos fazer u = 3
2
lr em 4.11, de modo que obtemos:

〈
(R (s2)−R (s1))

2〉
r
=

∫
δR (R (s2)−R (s1))

2 exp

(
− 9

4u

∫ (dR(s)
ds

)2
ds

)
∫
δR exp

(
− 9

4u

∫ (dR(s)
ds

)2
ds

) , (4.12)

e então derivando em u, obtemos:

d

du

〈
(R (s2)−R (s1))

2〉
r
=

∫
δR (R (s2)−R (s1))

2

(
9

4u2

∫ (dR(s)
ds

)2
ds

)
exp

(
− 9

4u

∫ (dR(s)
ds

)2
ds

)
∫
δR exp

(
− 9

4u

∫ (dR(s)
ds

)2
ds

)

−

∫
δR

(
9

4u2

∫ (dR(s)
ds

)2
ds

)
exp

(
− 9

4u

∫ (dR(s)
ds

)2
ds

)
∫
δR exp

(
− 9

4u

∫ (dR(s)
ds

)2
ds

)

×

∫
δR (R (s2)−R (s1))

2 exp

(
− 9

4u

∫ (dR(s)
ds

)2
ds

)
∫
δR exp

(
− 9

4u

∫ (dR(s)
ds

)2
ds

) . (4.13)

Multiplicando os dois lados da equação 4.13 por 3
2

(
1
lr
− 1

l

)
e identificando a média

de cada grandeza, podemos reescrever a equação 4.13 como
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3

2

(
1

lr
− 1

l

)
d

du

〈
(R (s2)−R (s1))

2〉
r

=
1

l2r

〈
(R (s2)−R (s1))

2 3

2

(
1

lr
− 1

l

)∫ (
dR (s)

ds

)2

ds

〉
r

− 1

l2r

〈
(R (s2)−R (s1))

2〉〈3

2

(
1

lr
− 1

l

)∫ (
dR (s)

ds

)2

ds

〉
r

, (4.14)

na qual, das propriedades de uma cadeia gaussiana, temos que
〈
(R (s2)−R (s1))

2〉
r
= (s2 − s1) lr

(63, 64). Substituindo na equação 4.14, obtemos:

〈
(R (s2)−R (s1))

2 3

2

(
1

lr
− 1

l

)∫ (
dR (s)

ds

)2

ds

〉
r

−
〈
(R (s2)−R (s1))

2〉
r

〈
3

2

(
1

lr
− 1

l

)∫ (
dR (s)

ds

)2

ds

〉
r

(4.15)

=

(
1

lr
− 1

l

)
(s2 − s1) l

2
r . (4.16)

Para as interações de volume exclúıdo, o que corresponde ao primeiro termo do lado

direito da equação 4.10 podemos simplificá-la usando a transformada de Fourier para a função

delta de Dirac (68, 69). Dessa forma, teremos:

δ3 (r) =

∫
d3k

(2π)3
exp ikr. (4.17)

Substituindo a equação 4.17 no segundo termo da equação 4.10, obtemos:

〈
(R (s2)−R (s1))

2 l

∫ L

0

ds

∫ s

0

ds′ω (s, s′) δ [R (s)−R (s′)]

〉
r

−
〈
(R (s2)−R (s1))

2〉
r

〈
l

∫ L

0

ds

∫ s

0

ds′ω (s, s′) δ [R (s)−R (s′)]

〉
r

=

〈
(R (s2)−R (s1))

2 l

∫ L

0

ds

∫ s

0

ds′ω (s, s′)

∫
d3k

(2π)3
exp(ik · [R (s)−R (s′)])

〉
r

−
〈
(R (s2)−R (s1))

2〉
r

〈
l

∫ L

0

ds

∫ s

0

ds′ω (s, s′)

∫
d3k

(2π)3
exp(ik · [R (s)−R (s′)])

〉
r

. (4.18)

Essa última igualdade pode ser reescrita como (67):
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〈
(R (s2)−R (s1))

2 l

∫ L

0

ds

∫ s

0

ds′ω (s, s′)

∫
d3k

(2π)3
exp ik [R (s)−R (s′)]

〉
r

−
〈
(R (s2)−R (s1))

2〉
r

〈
l

∫ L

0

ds

∫ s

0

ds′ω (s, s′)

∫
d3k

(2π)3
exp ik [R (s)−R (s′)]

〉
r

= − l2r
9

[∫ s2

s1

ds

∫ s1

0

ds′ω (s, s′) (s− s1)
2

∫
d3kk2

(2π)3
exp

(
−k2lr |s− s′|

6

)
+

∫ s2

s1

ds

∫ s

s1

ds′ω (s, s′) (s− s′)
2

∫
d3kk2

(2π)3
exp

(
−k2lr |s− s′|

6

)
+

∫ L

s2

ds

∫ s1

0

ds′ω (s, s′) (s2 − s1)
2

∫
d3kk2

(2π)3
exp

(
−k2lr |s− s′|

6

)
+

∫ L

s2

ds

∫ s2

s1

ds′ω (s, s′) (s2 − s′)
2

∫
d3kk2

(2π)3
exp

(
−k2lr |s− s′|

6

)]
, (4.19)

em que a integral em k na equação 4.19 pode ser resolvida analiticamente. Fazendo A = lr|s−s′|
6

,

temos:

∫
d3k k2

(2π)3
exp

(
−Ak2

)
=

1

(2π)3

[∫ ∫ ∫
dkx dky dkz k

2
x exp

(
−
(
k2
x + k2

y + k2
z

)
A
)

+

∫ ∫ ∫
dkx dky dkz k

2
y exp

(
−
(
k2
x + k2

y + k2
z

)
A
)

+

∫ ∫ ∫
dkx dky dkz k

2
z exp

(
−
(
k2
x + k2

y + k2
z

)
A
)]

, (4.20)

onde podemos notar que as integrais em kx, ky e kz são integrais gaussianas, de modo que

resolvendo essas integrais para cada componente, obtemos:

∫
d3kk2

(2π)3
exp

(
−k2lr |s− s′|

6

)
= 3

(
1

2π

)3/2(
3

lr |s− s′|

)5/2

. (4.21)

Substituindo esse último resultado na equação 4.19, temos:
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〈
(R (s2)−R (s1))

2 l

∫ L

0

ds

∫ s

0

ds′ω (s, s′)

∫
d3k

(2π)3
exp ik [R (s)−R (s′)]

〉
r

−
〈
(R (s2)−R (s1))

2〉
r

〈
l

∫ L

0

ds

∫ s

0

ds′ω (s, s′)

∫
d3k

(2π)3
exp ik [R (s)−R (s′)]

〉
r

= − l2r
3

(
1

2π

)3/2(
3

lr

)5/2
[∫ s2

s1

ds

∫ s1

0

ds′ω (s, s′)
(s− s1)

2

(s− s′)5/2

+

∫ s2

s1

ds

∫ s

s1

ds′ω (s, s′) (s− s′)
−1/2

+

∫ L

s2

ds

∫ s1

0

ds′ω (s, s′)
(s2 − s1)

2

(s− s′)5/2

+

∫ L

s2

ds

∫ s2

s1

ds′ω (s, s′)
(s2 − s′)2

(s− s′)5/2

]
. (4.22)

Vamos agora resolver para os termos contendo as interações eletrostáticas entre os

reśıduos, o que corresponde ao segundo termo do lado direito da equação 4.10. Inicialmente,

vamos fazer

exp (−κ |R (s)−R (s′)|)
|R (s)−R (s′)|

≡ exp (−κr)

r
, (4.23)

em que definimos r como a distância entre os reśıduos. Podemos demonstrar que essa última

igualdade corresponde a transformada inversa de Fourier da função (69):

G (k) =
4π

(k2 + κ2)
.

Sendo assim, fazendo a transformada inversa de G (k) temos:

g (r) = 4π

∫
d3k

(2π)3
exp (ik.r)

k2 + κ2
. (4.24)

Reescrevendo em coordenadas esféricas temos:

g (r) = 4π

∫ ∞

0

∫ π

0

∫ 2π

0

exp (ik.r)

k2 + κ2
k2 sin θdkdϕ, (4.25)

que ao fazermos uma mudança de variável u = cos θ, obtemos:

g (r) =
1

2π2

(
4π

∫ ∞

0

k

k2 + κ2

(
sin kr

r

))
dk, (4.26)

onde a integral entre parenteses na última equação pode ser calculada por uma integração de

contorno (69), pelo qual obtemos:
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g (r) =
exp (−κr)

r
. (4.27)

Dessa maneira, podemos reescrever o terceiro termo do lado direito da equação 4.10 como

〈
(R (s2)−R (s1))

2 lb
l2

∫ L

0

ds

∫ s

0

ds′q (s) q (s′)
exp (−κ |R (s)−R (s′)|)

|R (s)−R (s′)|

〉
r

−
〈
(R (s2)−R (s1))

2〉
r

〈
lb
l2

∫ L

0

ds

∫ s

0

ds′q (s) q (s′)
exp (−κ |R (s)−R (s′)|)

|R (s)−R (s′)|

〉
r

=

〈
(R (s2)−R (s1))

2 lb
l2

∫ L

0

ds

∫ s

0

ds′q (s) q (s′) 4π

∫
d3k

(2π)3
exp (ik.r)

k2 + κ2

〉
r

−
〈
(R (s2)−R (s1))

2〉
r

〈
lb
l2

∫ L

0

ds

∫ s

0

ds′q (s) q (s′) 4π

∫
d3k

(2π)3
exp (ik.r)

k2 + κ2

〉
r

. (4.28)

Podemos agora utilizar um método semelhante ao que foi feito entre o primeiro termo

do lado direito da equação 4.18 até a 4.22 para mostrar que

〈
(R (s2)−R (s1))

2 lb
l2

∫ L

0

ds

∫ s

0

ds′q(s)q(s′)4π

∫
d3k

(2π)3
exp(ik · r)
k2 + κ2

〉
r

−
〈
(R (s2)−R (s1))

2〉
r

〈
lb
l2

∫ L

0

ds

∫ s

0

ds′q(s)q(s′)4π

∫
d3k

(2π)3
exp(ik · r)
k2 + κ2

〉
r

= −4πlb
l2

l2r
9

×
[∫ s2

s1

ds

∫ s1

0

ds′q(s)q(s′)(s− s1)
2

∫
d3kk2

(k2 + κ2)
exp

(
−k2lr|s− s′|

6

)
+

∫ s2

s1

ds

∫ s

s1

ds′q(s)q(s′)(s− s′)2
∫

d3kk2

(k2 + κ2)
exp

(
−k2lr|s− s′|

6

)
+

∫ L

s2

ds

∫ s1

0

ds′q(s)q(s′)(s2 − s1)
2

∫
d3kk2

(k2 + κ2)
exp

(
−k2lr|s− s′|

6

)
+

∫ L

s2

ds

∫ s2

s1

ds′q(s)q(s′)(s2 − s′)2
∫

d3kk2

(k2 + κ2)
exp

(
−k2lr|s− s′|

6

)]
, (4.29)

para a última integral podemos usar a seguinte igualdade (70):

∫
d3k k2

(k2 + κ2)
exp

(
−k2lr|s− s′|

6

)
= 4π

[
π1/2

4

(
6

lr|s− s′|

)3/2

− π1/2

2
κ2

(
6

lr|s− s′|

)1/2

+
π

2
κ3 exp

(
κ2lr|s− s′|

6

)
erfc

(√
κ2lr|s− s′|

6

)]
. (4.30)
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Com a finalidade de escrever uma expressão mais compacta, vamos reescrever o termo entre

colchetes da equação 4.30 como:

C (s, s′) =

[
π1/2

4

(
6

lr|s− s′|

)3/2

− π1/2

2
κ2

(
6

lr|s− s′|

)1/2

+
π

2
κ3 exp

(
κ2lr|s− s′|

6

)
erfc

(√
κ2lr|s− s′|

6

)]
(4.31)

Dessa forma podemos reescrever a equação 4.29 como:

〈
(R (s2)−R (s1))

2 lb
l2

∫ L

0

ds

∫ s

0

ds′q(s)q(s′)4π

∫
d3k

(2π)3
exp(ik · r)
k2 + κ2

〉
r

−
〈
(R (s2)−R (s1))

2〉
r

〈
lb
l2

∫ L

0

ds

∫ s

0

ds′q(s)q(s′)4π

∫
d3k

(2π)3
exp(ik · r)
k2 + κ2

〉
r

= −(4π)2 lb
l2

l2r
9

[∫ s2

s1

ds

∫ s1

0

ds′q(s)q(s′)(s− s1)
2C (s, s′)

+

∫ s2

s1

ds

∫ s

s1

ds′q(s)q(s′)(s− s′)2C (s, s′)

+

∫ L

s2

ds

∫ s1

0

ds′q(s)q(s′)(s2 − s1)
2C (s, s′)

+

∫ L

s2

ds

∫ s2

s1

ds′q(s)q(s′)(s2 − s′)2C (s, s′)

]
, (4.32)

Substituindo 4.32, 4.22 e 4.15 na equação 4.10, obtemos uma igualdade que nos

permite determinar a distância quadrática média entre cada par de reśıduos ao longo da IDP:
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(
1

l
− 1

lr

)
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]
. (4.33)

Vamos agora mudar para uma variável discreta, onde as integrais se tornam so-

matórios de modo que ds → ∆s. Fazendo s = ml, s′ = nl, s1 = jl, s2 = il e xi,j = lr,ij/l, na

qual m,n, i e j ∈ N . Dessa maneira podemos reescrever a equação 4.33 como:
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. (4.35)
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Substituindo as equações 4.34 e 4.35 na equação 4.33 e rearranjando os termos,

obtemos a seguinte expressão:

x
3/2
i,j

(
1− 1

xi,j

)
=

(
3

2π

)3/2
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+
1

9

4πlb
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2

(2π)2
Qi,j, (4.36)

no qual

Ωi,j =
1

(i− j)

[
i∑

m=j

j−1∑
n=1

ωm,n
(m− j)2

(m− n)5/2

+
i∑

m=j+1

m−1∑
n=j

ωm,n (m− n)−1/2

+
N∑

m=i+1

j−1∑
n=1

ωm,n
(i− j)2

(m− n)5/2

+
N∑

m=i+1

i∑
n=j

ωm,n
(i− n)2

(m− n)5/2

]
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1
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n=j
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e
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)3/2
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(lκ)2 (m− n)

6
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 . (4.39)

Para condições em que não consideramos ı́ons na solução (κ = 0), Qi,j é reescrito como:
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Dessa forma a relação para xi,j, dada pela equação 4.36, é reescrita como:

x
3/2
i,j

(
1− 1

xi,j

)
=

(
3

2π

)3/2
Ωi,j

xi,j

+
lb
l

√
2

3π
Qi,j. (4.41)

Determinando os valores de xi,j para cada par de reśıduos com a equação 4.41,

podemos determinar a distância média quadrática entre quaisquer pares de reśıduos ao longo

da protéına por meio da seguinte equação, retiradas das referências (49, 65):

〈
R2

ij

〉
= |i− j| l2xi,j. (4.42)

Uma outra métrica importante para a conformação espacial da IDP é a distância média quadrática

entre as extremidades da protéına, conhecida como distância end-to-end (63). Um caso especial

da equação 4.41 nos permite determinar essa grandeza em unidades da distância end-to-end para

uma cadeia livre de interações, que é obtida fazendo i = N , j = 1 e considerando N − 1 ≈ N

(válido para cadeias grandes). Dessa forma x = ⟨R2
ee⟩ /

〈
R2

ee,f

〉
, em que Ree é a distância end-

to-end para a protéına de interesse e Ree,f essa grandeza para uma cadeia livre de interações.

Com essas alterações a equação 4.41 é expressa por:
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(
3

2π

)3/2
Ω

x
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√
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e
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1

N
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n=1

ω (m,n)
1

(m− n)1/2
, (4.44)

Q =
1

N

N∑
m=2

m−1∑
n=1

q (m) q (n) (m− n)1/2 . (4.45)

A energia livre para a IDP em termos de x pode ser expressa como (49, 65):
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βF (x) =
3

2
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2π

)3/2
Ω

x3/2
+

lb
l

Q

x1/2

√
6

π
. (4.46)

Através dessa energia livre podemos determinar as cargas de cada reśıduo considerando o me-

canismo da regulação de carga, utilizando a equação 3.31.

4.1 Determinação das Cargas da Protéına

Para determinarmos as cargas de cada reśıduo considerando o efeito da regulação de

carga, de acordo com as equações 3.27 e 3.31 devemos determinar a derivada de 4.46 em relação

a ηi. Partindo do caso mais simples, isto é, no limite de concentração nula de sal (κ = 0), temos:

β
∂F (x,Ω, Q)

∂ηi
= β

(
∂F

∂x

∂x

∂ηi
+

∂F

∂Q

∂Q

∂ηi

)
. (4.47)

Podemos determinar β∂F/∂x a partir da equação 4.46, pelo qual obtemos:
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2
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)
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e partindo da equação equação 4.43 podemos determinar ∂x/∂ηi e ∂Q/∂x:
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e0lb
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Fazendo as devidas substituições, obtemos o primeiro termo ao lado direito da equação 4.47,

expressa por:

β
∂F

∂x

∂x

∂ηi
=

[
6− 3x−1 +

3

2

(
3

2π

)3/2

Ωx−5/2 − lb
2l

√
6

π
x−3/2Q

]

×

[
3

2
x1/2 − 1

2
x−1/2 +

(
3

2π

)3/2

Ωx−2

]−1
lbe0
Nl

√
2

3π

N∑
k=1

qk
√

|i− k|. (4.51)

Procedendo de forma análoga, determinamos o segundo termo do lado direito da equação 4.47,

onde:
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Substituindo as duas últimas equações na equação 4.47 e multiplicando os dois lados da equação

por e0 obtemos a seguinte igualdade:

e0β
∂F

∂ηi
=

(15

2
− 9

2
x−1 − lb

l

√
6

π
x−3/2Q

)(
3

2
x1/2 − 1

2
x−1/2 +

(
3

2π

)3/2

Ωx−2

)−1

+ 3x−1/2


× lbe

2
0

Nl

√
6

π

N∑
k=1

qk
√

|i− k|. (4.53)

Para obtermos uma expressão mais compacta, vamos definir
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Dessa forma podemos reescrever a equação 4.47 como

e0β
∂F

∂ηi
=

N∑
k=1

ξikqk. (4.55)

Com esses resultados podemos encontrar as cargas de cada reśıduo da protéına para

a situação de concentração nula de sal de duas formas distintas:

• substituindo 4.55 na equação 3.31 que surge de uma aproximação linear, e resolver o

sistema de equações lineares resultando:

q
(0)
i =

N∑
k=1

(
δik + c

(0)
i ξik

)
qk; (4.56)

• substituindo 4.55 na equação 3.27 e resolver o sistema de equações não lineares:



41

q±i =
±e0

1 + exp
(
± ln 10

(
pH − pK

(i)
a

))
±
∑N

k=1 ξikqk
. (4.57)

Para resolver esses sistemas, foi desenvolvido um algoritmo computacional que con-

siste em um método iterativo. Nesse método inicialmente substitúımos as cargas qk pelas cargas

q0k dada pela equação 3.29 que depende apenas do pH da solução e do pKa de cada reśıduo.

Com isso obtemos um valor para qi. Esse processo se repete até que ocorra uma convergência,

isto é, até que as diferenças entre as cargas de duas iterações consecutivas seja menor do que

10−6. No próximo caṕıtulo esses processos serão apresentados com mais detalhes.

Com os parâmetros obtidos, podemos determinar os valores das cargas médias de

cada reśıduo das IDPs. Para calcular as cargas utilizamos a equação 4.56 para o caso onde

foi usada a aproximação DH (Debye Hückel) e a equação 4.57 para o na situação onde essa

aproximação não é utilizada. O primeiro problema que encontramos ao tentar resolver essas

equações (ou sistema de equações) é que as cargas estão correlacionadas, ou seja, para determinar

uma única carga é necessário ter o valores de todas as demais cargas da IDP. Uma forma

numérica de lidar com esse problema é utilizando um método autoconsistente (71). Nesse

método a equação é resolvida assumindo uma solução inicial, que no caso correspondem as

cargas na ausência da regulação de carga, em seguida, as novas soluções obtidas são inseridas

novamente na equação, fazendo esse processo iterativo até que ocorre uma convergência. O

fluxograma representado pela Figura 4.1 a seguir representa os algoritmos utilizados para obter

as cargas:

• Inserir parâmetros: esses valores correspondem ao pKi
a de cada reśıduo da IDP, valor

do pH utilizado, razão entre o comprimento de Bjerrum e o de Kuhn e o valor médio do

parâmetro de volume exclúıdo;

• Calcular as cargas e capacitâncias na ausência de regulação de carga: para a

carga foi utilizada a equação:

q
(0)
i =

±e0

1 + exp
(
± ln 10

(
pH − pK

(i)
a

)) ,
e para a capacitância:

c
(0)
i =

exp
(
± ln 10

(
pH − pK

(i)
a

))
[
1 + exp

(
± ln 10

(
pH − pK

(i)
a

))]2 .
• Utilizar a equação correspondente: como visto anteriormente, foram usadas duas

abordagens: utilizando a aproximação DH e sem essa aproximação. A aproximação de

DH resulta no seguinte sistema de equações:
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Figura 4.1: Fluxograma representando os algoritmos computacionais utilizados para determinar
a carga de cada reśıduo das protéınas e para cada pH utilizado.

Início
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constantes
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capacitâncias na 

ausência de 
regulação de carga
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Sim

A diferença entre 
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estabelecido?
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Sim

Não

 Inserir na 
equação não 
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equação

A diferença entre 
a carga obtida com a 
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estabelecido?

Não
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Não
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processos 
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para 
cada 
valor 
do 
pH

Fim

Fonte: Elaborado pelo autor.
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q
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(
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(0)
i ξik

)
qk,

em que esse sistema é resolvido através da diagonalização de matriz. Para o caso sem a

aproximação, a seguinte equação foi utilizada e resolvida:

q±i =
±e0

1 + exp
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± ln 10

(
pH − pK

(i)
a

))
±
∑N

k=1 ξikqk
.

Em ambos os casos temos:

ξik =

(15

2
− 9

2
x−1 − lb

l

√
6

π
x−3/2Q

)(
3

2
x1/2 − 1

2
x−1/2 +

(
3

2π

)3/2

Ωx−2

)−1

+ 3x−1/2


× lbe

2
0

Nl

√
6

π

√
|i− k|,

onde podemos observar explicitamente onde os valores constantes são inseridos;

• Processo iterativo para a convergência das cargas: a partir da solução inicial,

as novas cargas são comparadas com o valor da iteração anterior, de modo que se a

diferença entre elas for menor do que um valor estabelecido (10−6) significa que as cargas

convergiram, e caso contrário ela é reinserida na equação corresponde e o processo se

repete até que a condição de parada seja obtida.

Esses passos foram seguidos para todos os valores de pH utilizados. As cargas obtidas

no final do processo representam a carga média de cada śıtio com a regulação de carga, e nesse

trabalho é o ponto de partida para determinar as demais grandezas de interesse.



Caṕıtulo 5

Aplicação Para Modelos de IDPs

Com a finalidade de tornar mais evidente o mecanismo da regulação de carga, fo-

ram idealizados 3 modelos distintos de IDPs, cada um contendo 50 reśıduos no total e mesma

constituição, isto é, todos contendo 25 reśıduos ácidos e o restante por reśıduos básicos. Os

reśıduos ácidos foram considerados ácidos glutâmicos (Glu), cujo pKa desse reśıduo isolado é

pKa = 4, 25 (1), enquanto os básicos, as lisinas (Lys), no qual seu pKa isolado vale pKa = 10, 79

(1). A única diferença entre esses três modelos foi a forma como os reśıduos estão dispostos ao

longo da cadeia. Os três modelos estão representados na Figura 5.1.

Além disso, vamos considerar um sistema simplificado, no qual as IDPs vão estar

em uma solução aquosa, na ausência de sal (κ = 0) e o comprimento de Bjerrum neste caso é

lb = 7.2 Å.

Os cálculos desenvolvidos nos permitem fazer análises comparativas entre os mode-

los, e verificar o efeito da regulação de carga. Para fazer essas comparações, determinamos a

distribuição de carga e, consequentemente, a carga total das protéınas. Isso foi feito conside-

rando a aproximação de Debye-Hückel, através da equação 4.56 e sem essa aproximação, através

da equação 4.57. Ambas as equações 4.56 e 4.57, têm dependência com os parâmetros de volume

exclúıdo (ωm,n), que neste modelo foram considerados independente dos pares de reśıduos (m,n),

sendo substitúıdo por um valor médio ⟨ω⟩, apresentados na Tabela 5.1, retirados da referência

Figura 5.1: Três modelos de IDPs, onde E são ácidos glutâmicos e K são as lisinas. (a)
Monômeros dispostos de forma alternada entre E e K, (b) monômeros dispostos de forma
aleatória, ou seja, sua distribuição não segue um padrão definido, (c) monômeros dispostos
em dois grandes blocos, o primeiro bloco contendo apenas E e o outro bloco composto por K.

(a)

(b)

(c)

Fonte: Imagem retirada da referência (49).
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Tabela 5.1: Tabela contendo os valores médios do parâmetro de volume exclúıdo de cada
sequência de aminoácidos utilizados.

⟨ω⟩ Sequência
3.83 Alternados
3.4 Trechos Alternados
3.07 Blocos

Fonte: Elaborada pelo autor, com os dados fornecidos pelo artigo da referência (48).

(48). Além disso, Das e Pappu estimaram o valor de l = 5.8 Å para o comprimento de Kunh

através de simulações computacionais (40, 48).

A Figura 5.2 (a) apresenta a carga ĺıquida da IDP em função do pH cujos reśıduos

estão dispostos de forma alternada, isto é, cada reśıduo de lisina terá um reśıduo de ácido

glutâmico ao lado, como mostra a Figura 5.1. Podemos notar uma diferença entre as curvas

da carga ĺıquida com a regulação de carga e a curva na ausência desse efeito. Essa diferença se

torna mais evidente em pontos em que o pH é muito próximo do valor do pKa de cada reśıduo.

Para valores baixos de pH (entre 1 a 5), menores do que o pKa da lisina ( pKa = 10, 79), a carga

total da protéına é positiva em virtude da protonação dos reśıduos básicos. Pela forma como

os monômeros estão dispostos, a carga positiva dos reśıduos básicos adjacentes vão diminuir

a probabilidade de protonação dos aminoácidos ácidos, fazendo com que esses śıtios tenham

maior probabilidade de estarem desprotonados, resultando em uma carga ĺıquida menor para a

protéına. Quando o pH fica próximo ao pKa da lisina, uma situação análoga ocorre, só que agora

a carga ĺıquida da protéına é negativa, devido a maioria dos śıtios ácidos estarem desprotonados

e negativamente carregados. Dessa forma, é gerada uma região negativamente carregada em

torno do śıtio básico devido a os reśıduos ácidos adjacentes, favorecendo sua protonação. O

efeito geral disso é uma carga ĺıquida menos negativa. Além disso, observa-se uma diferença

sutil entre as curvas que representam os resultados obtidos com a aproximação de Debye-Hückel

4.56 e sem essa aproximação 4.57, mostrando a sua validade para essa distribuição.

Na Figura 5.2 (b) apresenta o efeito da regulação de carga para o modelo represen-

tando uma IDP com seus reśıduos dispostos em trechos alternados. Nesse modelo os monômeros

estão dispostos como apresentado na Figura 5.1(b), não seguindo um padrão espećıfico como

no caso anterior. Nessa distribuição, os reśıduos ácidos e básicos alternam em pequenos trechos

com tamanhos distintos ao longo da cadeia. Desse gráfico, podemos notar uma semelhança

muito grande com o caso anterior, na qual consideramos uma distribuição alternada. Essa se-

melhança se deve ao fato de que, apesar da distribuição não seguir uma ordem espećıfica, ela

possui apenas pequenos trechos compostos de reśıduos do mesmo tipo. Além disso, verificamos

que a aproximação de Debye-Hückel é adequada.

A última distribuição que analisamos o efeito da regulação de carga está representada

na Figura 5.1(c). Nessa distribuição, os reśıduos estão dispostos em dois grandes blocos, com

os 25 primeiros reśıduos compostos por ácidos glutâmicos e o restante por lisinas. Quando o
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Figura 5.2: Gráficos de carga ĺıquida por pH para os três modelos de IDPs propostos:distribuição
alternada dos reśıduos (a); distribuição em trechos alternados (b); e distribuição em blocos (c).
A curva preta representa a carga total sem a regulação de carga (SRC); A curva vermelha é
a carga total considerando a regulação de carga com a aproximação de Debye-Hückel (DH); A
curva em azul consideramos a regulação de carga mas sem essa aproximação.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

pH está próximo do pKa do ácido glutâmico (pKa = 4, 25), observa-se uma variação muito

maior entre as curvas da carga total sem a regulação e as curvas onde a regulação de carga

é considerada, a ponto da carga total ser quase nula na faixa onde o pH é próximo ao pKa

do ácido glutâmico (pKa = 4, 75). Algo semelhante é observado quando o pH é próximo ao

pKa da lisina (pKa = 10, 79). O que pode explicar essa diferença é a própria conformação da

IDP, pois, geralmente, para uma distribuição de carga desse tipo a protéına tende a se dobrar,

uma vez que o bloco carregado positivamente atrai o bloco com carga negativa, diminuindo

muito a probabilidade de protonação dos śıtios da cadeia. Como consequência disso observa-

se uma carga total, em módulo, muito menor quando comparado com as outras distribuições

estudadas. Nota-se também que a aproximação linear não é válida para essa distribuição pelo

fato da proximidade entre os monômeros ser maior, resultando em interações eletrostáticas mais

intensas.

A Figura 5.3 mostra o efeito da regulação para a carga média de cada reśıduo nos

três modelos de IDPs propostos em pH = 10, 79, que corresponde a um pH em que a regulação

de carga é mais evidente, como visto anteriormente. Aqui também foram utilizadas as duas

abordagens desenvolvidas, isto é, a aproximação de Debye-Hückel (DH) (pontos vermelhos) e
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Figura 5.3: Gráficos mostrando a carga de cada reśıduo em pH=10,79 para os três modelos
de IDPs propostos. Sem regulação de carga (SRC), com a regulação de carga e utilizando
a aproximação de Debye-Hückel (DH), e com a regulação de carga, porém sem utilizar essa
aproximação (RC). Os gráficos (a), (b) e (c) representam a distribuição alternada dos reśıduos,
os gráficos (d), (e) e (f) a distribuição em trechos alternados e (g), (h) e (i) a distribuição em
blocos ao longo da protéına.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

sem essa aproximação (pontos azuis), nos permitindo analisar com mais detalhes quantitativos

o quanto a probabilidade de protonação/desprotonação é afetada devido a regulação de carga.

Podemos avaliar também a validade da aproximação de DH, vemos que para os gráficos represen-

tando IDPs com distribuição alternada e alternada por trechos, as duas abordagens não tiveram

diferenças muito grandes entre as curvas representando a aproximação DH e em sua ausência,

mostrando que essa aproximação é válida nesses caso. No caso da distribuição em dois blocos,

vemos uma diferença muito grande entre as curvas representando a aproximação DH e sem ela,

uma vez que, nesse caso os blocos carregados estão muito próximos um do outro, resultando em

um potencial elétrico maior, não sendo posśıvel a aproximação de DH. Além disso, observa-se

valores médios das cargas maiores do que (+1), mostrando que essa aproximação não é válida,

apresentando um resultado sem significado f́ısico.
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Obtendo os valores das cargas considerando as interações entre os reśıduos, foi

posśıvel resolver numericamente a equação 4.43, obtendo o valor de x = ⟨R2
ee⟩ /

〈
R2

ee,f

〉
, que

corresponde a uma grandeza que mede o quão expandida ou compactada a protéına está em

relação a um estado de referência, que neste caso é uma cadeia livre de interações. Os resultados

obtidos para cada modelo de IDP utilizado estão apresentados na Figura 5.4. De modo geral,

nota-se que em pHs próximos a os pKas dos reśıduos, na qual a protéına está eletricamente

carregada, temos valores de x > 1, indicando que a protéına está mais estendida em relação a

uma cadeia ideal. Isso ocorre devido as as repulsões eletrostáticas entre os reśıduos. A medida

que o pH fica entre os valores de 5 a 10, a protéına se encontra eletrostaticamente neutra (exceto

no caso caso da aproximação de DH para a distribuição em blocos). Dessa forma o valor de x

é menor, pois se aproxima do caso de uma cadeia ideal. Podemos notar também que o valor de

x é menor com a regulação de carga, o que é uma consequência do módulo da carga ĺıquida da

protéına ser menor. Dessa forma, as repulsões eletrostáticas são menos intensas, fazendo com

que a protéına fique mais compacta. Com relação aos modelos de IDPs utilizados, vemos que os

resultados das distribuições alternada (Figura 5.4 (a)) e alternada em trechos (Figura 5.4 (b))

Figura 5.4: Gráficos da distância end-to-end renormalizada em unidades dessa grandeza para
uma cadeia livre de interações (x), pelo pH para os três modelos de IDPs propostos:distribuição
alternada dos reśıduos (a); distribuição em trechos alternados (b); e distribuição em blocos (c).
A curva preta representa a carga total sem a regulação de carga (SRC); A curva vermelha é
a carga total considerando a regulação de carga com a aproximação de Debye-Hückel (DH); A
curva em azul consideramos a regulação de carga mas sem essa aproximação.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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são muito semelhantes, e ainda é válida a aproximação DH. Já para a distribuição em blocos

(Figura 5.4 (c)), vemos valores de x muito menores com a regulação de carga se comparado com

os gráficos das outras distribuições, uma vez que o bloco positivamente carregado atrai o bloco

negativamente carregado, sendo uma cadeia mais compacta com relação a uma cadeia livre.

Através da equação 4.42 foi posśıvel determinarmos a distância quadrática média

entre cada par de reśıduos ao longo da protéına para os três modelos considerando a regulação

de carga sem a aproximação de DH. Vemos que essa equação são os elementos de uma matriz no

qual suas linhas e colunas correspondem cada par de reśıduos das IDPs. Essas matrizes estão

representadas como mapas de cores na Figura 5.5. Para facilitar a visualização foi representada a

raiz quadrada da distância quadrática média, onde a escala ao lado está em Å e os valores foram

calculados para o pH=4,25. Além disso, foram feitas representações meramente ilustrativas, uma

vez que nosso modelo não permite determinar uma conformação média tridimensional para

representar a protéına. Nosso modelo nos permite obter dados de distância média quadrática

apenas, nos permitindo fazer comparações entre os modelos descritos. Para o modelo de blocos,

em especial, nota-se uma forma mais compacta com relação aos outros modelos, apesar de ser

uma IDP. Estudos mostram que devido a forma como os reśıduos estão distribúıdos e dependendo

das condições da solução (pH e concentração de sal) tem maior tendência de formarem agregados

para soluções desse tipo de protéına (72).

Para o modelo com os reśıduos dispostos de forma alternada, representado pela Fi-

gura 5.5 (a), podemos notar que a protéına é mais estendida devido as repulsões eletrostáticas

entre os reśıduos básicos, uma vez que são carregados em pHs baixos (em torno de pH=4,25)

como mostra a Figura 5.5 (b). O modelo de IDP com trechos alternados segue um comporta-

mento análogo, como podemos verificar na Figura 5.5 (c), exceto por algumas regiões, como as

distâncias entre os reśıduos 31 e 36, que são mais curtas devido a atração eletrostática entre os

trechos positivos e negativos, como ilustrado pela Figura 5.5 (d). Por fim, para a distribuição

em dois blocos, representada na Figura 5.5 (e), vemos que a distância entre as extremidades da

protéına estão muito próximas, indicando que ela está mais compacta (Figura 5.5 (f)), o que

corrobora com os resultados anteriores.

5.1 Aplicação em Pept́ıdeos Antimicrobianos

O veneno de vespas contém diversas substâncias importantes para a sobrevivência

do animal, tanto na caça quanto em sua defesa (73, 74). Além disso, vem chamando a atenção

algumas substâncias encontradas nesses venenos que são de interesse farmacológico (73). Dentre

diversos pept́ıdeos derivados desses venenos, os mastoparans se destacam devido suas proprie-

dades antimicrobianas, sendo muito eficazes contra bactérias gram-positivas, gram-negativos e

leveduras (73, 75). Em relação a sua composição, os mastoparans são compostos por 14 reśıduos

de aminoácidos, amidado no C-terminal. Geralmente, são encontrados com três reśıduos de li-

sinas nas posições 4/5 e/ou 11/12. Esses pept́ıdeos se encontram sem uma conformação bem
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Figura 5.5: Matrizes cujos elementos representam a raiz da distância quadrática média entre
o i-ésimo reśıduo com o j-ésimo reśıduo para os três modelos de IDPs:(a) com reśıduos ácidos
e básicos distribúıdos de forma alternada;(c) em trechos alternados; (e) em dois blocos. As
imagens (b),(d) e (f) são meramente ilustrativas, representando espacialmente as IDPs. A
escala ao lado está medida em Å e as distância foram calculadas para o pH=4,25.

(a) (b)

(c) (d)

(e) (f)

Fonte: Elaborado pelo autor.
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definida em solução aquosa, adquirindo uma conformação helicoidal estável em ambientes como

a membrada plasmática (75, 76). Sua atividade antimicrobiana se deve a essa conformação

que auxilia na adesão de vários desses pept́ıdeos na membrana plasmática, consequentemente,

provocando poros e induzindo a exocitose (74, 75).

Estudos com dodecapept́ıdeos mostraram que certas regiões são mais suscet́ıveis a

substituições do que outras e a adição de reśıduos carregados aumenta a sua eficiência antimi-

crobiana (75, 77). Além disso, estudos com modelos de pept́ıdeos antimicrobianos compostos

apenas de lisinas e leucinas apresentam diferentes distribuições catiônicas e que a dispersão des-

ses reśıduos de aminoácidos na camada hidrof́ılica é um fator que contribui para a atividade an-

timicrobiana (75, 78). Devido a essas propriedades e a dependência com a distribuição de cargas

do pept́ıdeo, a regulação de carga pode desempenhar um papel importante para a sua formação

helicoidal, sendo um ótimo modelo para aplicar o formalismo previamente desenvolvido. Para

analisar os efeitos da regulação de carga foram utilizados dois mastoparans com distribuições e

quantidades distintas de cargas, estudadas da referência (75). Os mastoparans utilizados foram

as sequências MK578 ( INWLkAkkVAGMIL−NH2) e MK4578911 (INWkkIkkkVkGML−NH2),

na qual na nomenclatura aqui utilizada, a letra M representa o mastoparan, K representa os

reśıduos de lisinas e os números se referem as suas posições ao longo da cadeia.

Assim como desenvolvido anteriormente, vamos analisar os efeitos da regulação de

carga nos pept́ıdeos antimicrobianos, calculando as cargas médias com a regulação de carga e

comparando com o sistema na ausência desse efeito. Para determinar as cargas são necessários

os valores médios do parâmetro de volume exclúıdo e o comprimento de Kunh. Como os masto-

parans se assemelham ao modelo com distribuição de trechos alternados, estabelecemos o valor

de ⟨ω⟩ = 3, 5 e mantivemos l = 5, 8 Å.

A Figura 5.6 mostra a carga ĺıquida para os dois pept́ıdeos: (a) MK578 e (b)

K4578911. Nessa figura podemos notar que a carga total passa a diminuir a medida que o

pH está próximo dos valores do pKa da lisina (pKa=10,79) e do terminal amidado (pKa=9,60)

(9). Nesses gráficos observa-se uma semelhança com o modelo de IDP no qual os reśıduos estão

distribúıdos em trechos alternados, porém vemos que quanto maior o número de reśıduos io-

nizáveis, maior o efeito da regulação de carga, uma vez que, nesses casos, as repulsões entre

as lisinas são mais intensas, diminuindo a probabilidade de protonação desses reśıduos e conse-

quentemente suas cargas médias. Vemos isso com maior detalhe nos gráficos da Figura 5.7, no

qual temos a carga de cada reśıduo com a regulação e sem a regulação para os dois pept́ıdeos

calculados no pH=9,60, por ser um pH onde tanto as lisinas quanto o C-terminal amidado

vão estar carregados, no caso do C-terminal, como esse pH corresponde é igual ao seu pKa as

probabilidades de protonação e desprotonação são iguais.

Com as cargas obtidas, podemos determinar a distância quadrática média entre cada

par de reśıduos, como feito anteriormente. Os resultados obtidos estão apresentados na Figura

5.8, calculados para o pH = 9, 60. No geral, podemos notar que o pept́ıdeo com mais cargas

positivas (MK4578911) está mais estendido com relação ao de menor carga ĺıquida (MK578)
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Figura 5.6: Gráficos de carga ĺıquida por pH para os dois mastoparans: (a) MK578; (b)
MK4578911. A curva preta representa o pept́ıdeo sem regulação de carga (SRC) e a curva
azul com a regulação de carga (RC).
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Fonte: Elaborado pelo autor com os dados fornecidos da referência (75).

devido as repulsões eletrostáticas entre os reśıduos positivos, como mostram as figuras (a) e (c),

sendo de fato mais intensas para o MK4578911. Vemos que o papel da regulação de carga aqui

é atenuar as repulsões, o que pode contribuir para a sua formação helicoidal.
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Figura 5.7: Gráficos mostrando a carga média por reśıduo de dois mastoparans: (a)-(b) MK578;
(c)-(d) MK4578911 obtidas em pH=9,60. Os pontos pretos representam o pept́ıdeo sem re-
gulação de carga (SRC) e em azul, com a regulação de carga (RC).
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Fonte: Elaborado pelo autor com os dados fornecidos da referência (75).
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Figura 5.8: Matrizes cujos elementos representam a raiz da distância quadrática média entre o
i-ésimo reśıduo com o j-ésimo reśıduo para os dois pept́ıdeos:(a) MK578; (b) MK4578911. A
escala ao lado está em Å e as distância foram calculadas para o pH=9,60.
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(c) (d)

Fonte: Elaborado pelo autor.



Caṕıtulo 6

Conclusão

Este trabalho teve como principal objetivo estudar os efeitos da regulação de carga

em protéınas intrinsecamente desordenadas. Para isso, inicialmente foi feita uma descrição desse

mecanismo, mostrando que ocorre em macromoléculas biológicas que possuam śıtios tituláveis,

permitindo que essas moléculas modifiquem suas distribuições de carga quando alguma variação

no ambiente qúımico ocorra, como variação no pH, variação do potencial eletrostático e/ou

concentração de sal. Como IDPs são ricas em reśıduos ionizáveis, a regulação de carga pode

desempenhar um papel central em interações envolvendo essa classe de protéınas, o que motivou

o desenvolvimento deste trabalho.

Para estudar o mecanismo da regulação de carga em uma IDP foi utilizado o de-

senvolvimento da referência (52). Nessa referência, obtemos as expressões 4.56 e 4.57 através

da energia livre do sistema, o que nos permitiu determinar as cargas de cada reśıduo com o

efeito da regulação de carga. Para a energia livre utilizou-se um modelo teórico simplificado

para descrever a protéına de acordo com a referência (49), na qual não foram considerados os

efeitos da concentração de sal, a constante dielétrica do meio foi utilizado um valor usual para

modelos como esses. Não foram considerados os detalhes atômicos de cada reśıduo, apenas

seus valores de pKa. Além disso, o hamiltoniano foi expresso com um comprimento de Kuhn

renormalizado, contendo as interações de volume exclúıdo, interações eletrostáticas e energia

elástica das ligações entre os reśıduos da cadeia, o que nos permitiu representar o hamiltoniano

semelhante ao de uma cadeia live de interações conhecida como cadeia gaussiana.

Os três modelos de IDPs utilizados foram idealizados como contendo dois tipos de

aminoácidos apenas: o ácido glutâmico e a lisina. Afim de investigar o papel das distribuições

de cargas, foi considerado que todas possúıam a mesma quantidade de reśıduos, de modo que

única diferença entre os três modelos foi a distribuição com que os reśıduos das protéınas estavam

dispostos: o primeiro foi considerado com uma disposição alternada; o segundo não seguia um

padrão definido, com trechos de tamanhos distintos alternados ao longo da cadeia e o terceiro

foi considerado como dois grandes blocos de reśıduos básicos e ácidos. Para cada um desses

modelos foram analisados os efeitos da regulação de carga em cada um de seus śıtios tituláveis
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em pHs iguais aos pKas de cada reśıduo da protéına. Analisamos também como esse efeito

afeta a conformação da protéına, através da distância end-to-end renormalizada e as distância

entre os pares de reśıduos.

De modo geral, nos três modelos foi posśıvel observar que o efeito da regulação de

carga causou a diminuição da carga ĺıquida média da protéına quando o pH é próximo do valor

do pKa dos reśıduos. Isso ocorre porque nesses pHs a flutuação da carga dos reśıduos alcança

seu valor máximo, deixando-os mais suscet́ıveis a variar a probabilidade de protonação quando

nas proximidades de um outro corpo carregado.

Como uma aplicação, exploramos o efeito da regulação de carga em pept́ıdeos antimi-

crobianos, considerando que o sistema foi composto apenas pelos pept́ıdeos, de forma análoga

ao que foi feito para os modelos de IDPs. Foi posśıvel analisar não só distribuições diferen-

tes mas também quantidades distintas de cargas, pelo qual foi posśıvel observar que quanto

mais cargas no pept́ıdeo, maior o efeito da regulação de carga, uma vez que as repulsões ele-

trostáticas são mais intensas, diminuindo a probabilidade de protonação dos reśıduos básicos,

portanto, diminuindo suas cargas médias. Como as repulsões são menos intensas, isso pode

auxiliar na sua compactação, ajudando a estabelecer as ligações de hidrogênio para formar a

hélice, consequentemente, na sua atividade antimicrobiana (79).

O modelo proposto neste trabalho, embora simplificado, isto é, considerando apenas

a protéına isolada em solução, foi posśıvel a partir dele determinar informações úteis em relação

às cargas e conformações de IDPs, mostrando também sua extensão, ou seja, até onde foi válida

a aproximação linear.
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