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Resumo

Proteinas intrinsecamente desordenadas, ou IDPs (Intrinsically Disordered Proteins),
sao proteinas que nao possuem uma estrutura bem definida como no caso das proteinas globula-
res. Apesar disso, essa classe de proteinas participa de diversos processos biologicos importantes.
Devido ao seu comportamento, que desafia o paradigma estrutura-funcao, as IDPs foram por
muito tempo consideradas apenas excecoes a essa regra, sendo relativamente pouco estudadas
em relacao as proteinas globulares. Verifica-se que as interagoes eletrostaticas sao as interagoes
predominantes nos processos envolvendo sua ligagao com uma molécula alvo e nos mecanismos
de reconhecimento molecular que promovem a estruturagao da IDP, mas muitos detalhes sobre
esses mecanismos ainda sao desconhecidos. Nesse sentido, podemos especular que o mecanismo
de regulacao de carga pode ser importante ao reconhecimento molecular, uma vez que, nesse
processo, a distribuigao de carga da IDP sofre alteracoes quando na presenga de uma molécula
alvo, promovendo uma complementaridade eletrostatica e conformacional. Por esse motivo, este
trabalho tem como objetivo estudar os efeitos da regulacao de carga em modelos tedricos de
IDPs. Partimos da funcao de particao de um modelo de proteina caracterizado por uma linha
continua cuja densidade linear de carga é dada pela posicao especifica de seus residuos. A ener-
gia livre foi obtida considerando as interacoes eletrostéaticas e de volume excluido de maneira
efetiva em um comprimento de Kunh renormalizado. Partindo desse modelo tedrico, foi possivel
obter a distribuicao de carga com o efeito da regulacao e as distancias end-to-end para os trés
modelos de IDP em funcao do pH. Foi possivel comparar a carga liquida regulada com a situagao
onde a regulacao de carga nao é considerada, mostrando que, a carga liquida regulada é menor,
causando uma diminui¢ao também na distancia end-to-end. Os préximos passos consistem em

adicionar as contribuicoes referentes a adi¢ao do sal, e a interacao com outras macromoléculas.

Palavras-Chave: regulacao de carga; IDP; energia livre; interacoes eletrostaticas.



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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Capitulo 1

Introducao

1.1 Proteinas e Aminoacidos

As proteinas sao macromoléculas bioldgicas que compoem a maior parte da matéria
seca de uma célula (1). Além de participarem da composigao celular, as proteinas desempenham
fungoes biolégicas muito importantes para a manutengao da vida. Uma classe importante de
proteinas sao as enzimas, que possuem conformacgoes complexas para atuarem como catalisado-
res de diversas reagoes quimicas importantes (1, 2). Proteinas imersas na membrana plasmatica
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 transmissao
de informacoes de uma célula para a outra ou enviam sinais para que uma cascata ocorra no
interior da célula, da membrana plasmatica para o nucleo (4). Outras proteinas agem como
maquinas moleculares com partes moveis, como por exemplo, a cinesina, que atua na pro-
pulsao de organelas no citoplasma e a topoisomerase que tem a fungao de separar moléculas de
DNA emaranhadas (5, 6). Existem intimeros outros exemplos das fungoes desempenhadas pelas
proteinas além dos citados anteriormente, mostrando o quao fundamental é o conhecimento

profundo sobre essas biomoléculas.

O que vai determinar a estrutura e a funcao de uma proteina é a sua composicao
quimica. Uma molécula de proteina consiste de uma longa cadeia nao ramificada de residuos de
aminoacidos, que sao suas unidades fundamentais. Estes, por sua vez, sao moléculas compostas
por um grupamento amina (—N Hj), um grupo carboxila (—COOH ) e uma cadeia lateral (—R)
ligados a um carbono central, chamado carbono «, como mostra a Figura 1.1. Embora tenham
sido descritos mais de 300 aminoacidos na natureza, apenas 20 sao encontrados em proteinas
(1, 7, 8). Para formar a proteina, os aminodcidos se ligam uns com os outros através de uma
ligacao covalente, chamada de ligacao peptidica e por esse motivo, muitas vezes as proteinas
sao referidas como cadeias polipeptidicas (1). Na ligagdo peptidica o grupo carboxila se liga
ao grupo amina do aminoacido adjacente com a liberacao de uma molécula de agua, como

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

Carbono a
H /
Grupamento | Grupamento

amino H,N _'(l: —COOH  (arboxila

R
\Cadeia lateral

Fonte: Imagem obtida da referéncia (1).

Figura 1.2: Ligacao peptidica entre dois aminoacidos.

¥ i
H31<I—CH—C—OH + H-N—CH—COO"

I

0

H,0 4#‘ H,0

FORE
HgltI—CH~(“3—N70H—COO’

Fonte: Imagem obtida da referéncia (9)

O que diferencia um aminoacido de outro é a sua cadeia lateral, sendo responsavel
também pelas propriedades quimicas distintas de cada um. Compreender essas propriedades é
essencial para que seja possivel entender o funcionamento das proteinas. Podemos, resumida-
mente, classificar os aminodacidos em cinco grupos com base em suas polaridades e tendéncia
em interagir com a dgua em pH fisiolégico (cerca de pH=7,0). A polaridade das cadeias varia
amplamente, desde cadeias laterias apolares e hidrofébicas (nao hidrossolivel) até cadeias po-
lares e hidrofilicas (hidrossolivel). Alguns aminodcidos sdo mais dificeis de caracterizar, nao se
encaixando perfeitamente em um desses grupos, é o caso da glicina, histidina e cisteina. Suas
atribuicoes a alguns grupos vem de avaliagoes ponderadas e nao absolutas, isto é, é feita uma
analise comparativa com as propriedades de outros aminoacidos, ao invés de suas propriedades
individuais (1, 9). Os 20 tipos de aminoécidos e suas classifica¢oes estao representados pela

Figura 1.3.

e Cadeias laterais apolares alifaticos: As cadeias laterias neste grupo de aminodcidos
sao apolares e hidrofébicas. Os aminoacidos alanina, valina, leucina e isoleucina tendem
a ficar mais no interior da proteina, estabilizando sua conformagao por interacoes hi-
drofébicas. A glicina entra nesse grupo de aminoacidos, porém, por ser uma cadeia lateral
relativamente simples, ela ndao contribui com as interacoes hidrofébicas. A metionina, um
dos dois aminoacidos que contém enxofre, possui um grupo tioéter, que é ligeiramente
apolar. A prolina possui uma cadeia lateral alifitica, sendo responsavel por reduzir a

flexibilidade de regioes peptidicas contendo esse aminoacido;
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Figura 1.3: Os 20 aminoacidos encontrados em proteinas, classificados de acordo com a polari-
dade de suas cadeias laterais.

Grupos R apolares, alifaticos Grupos R aromaticos
LI:OO (I_‘.UU {I',UU LI:UU {I',UU Ll‘,OU Ll‘,O(J
H-;I\'—Ll! —H H-;I\'—(IJ—H. . ___C": H Q-I—LI!—H HaN_llj_H H-;N—‘]‘, —H Hgl\'—‘i‘.—H
H.N CH
H CH, ] e /CE CH, CH, CH,
H.L——CH, cH, CH, -
Glicina Alanina Frolina Valina \NH
- coo0 . EI_.UU - {i.UU OH
HyN—C—H HN—C—H HN—C—H
CH. H—C—CH, él'-lz Fenilalanina Tirosina Triptofano
| | |
CH C C
AHE | Hs | Hs
CH; CH, CH, s
l Grupos R carregados positivamente
CH, coo Coo coo
Leucina Isoleucina Metionina | | .
H.-;N—(IJ—H HqN—‘]‘,—H H;N—C—H
?Ha CH, |J|3Ha
Grupos R polares, nao carregados CH, éHz C—NH
: | | N
COO COO0 coo0 CH
H,N :IJH H,N :IJ H\'IL' H ?Hi ?Hz 4
aN—C—] SN—C—H aN—C—] —
I ! | = NH H
|'IJI-],2 H—C—0H cl:He *NH, =NH,
OH Ha SH NH,
Serina Treonina Cisteina Licina Arginina Histidina
El_‘.UU {l,UU Grupos R camegados negativamente
H ,N—:lj—H H ,N—{lj —H fT‘UO {I,‘UU
CH, CH, H45—$—H HJI-\'—CIJ—H
J:uz CH, CH,
H.N %U l | -
= /C\ [8{a]0] CH,
HN O oo
Asparagina Glutamina Aspartato Glutamato

Fonte: Imagem obtida da referéncia (9).

e Cadeias laterais aromaticas: como o nome sugere, sao aminoacidos que possuem ca-

deias laterais compostas de anéis aromaticos, é o caso dos aminoacidos fenilalanina, ti-
rosina e triptofano. Todas sao relativamente apolares podendo participar de interagoes
hidrofébicas. A tirosina possui um grupo hidroxila na cadeia lateral e o triptofano possui

um nitrogénio no anel aromatico, o que os tornam mais polares do que a fenilalanina;

Cadeias laterias polares nao carregadas: sao aminoacidos relativamente mais pola-
res e hidrofilicos em relagao aos aminoacidos apolares. Isso se deve ao fato dos grupos
funcionais das cadeias laterais desses aminodcidos formarem ligagoes de hidrogénio com
agua. Nessa classe de aminoacidos estao presentes a serina, treonina, cisteina, asparagina
e glutamina. O que contribui para a polaridade dos aminoacidos serina e treonina sao 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 cisteina 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;

e Cadeias laterais polares carregadas positivamente (bdsicos): a classe de aminoéacidos
mais hidrofilicos sao aqueles cujas cadeias laterais podem doar ou receber protons, depen-
dendo do pH da solucao e do pKa da cadeia lateral. Aminoacidos basicos, dependendo
do pH podem protonar, adquirindo uma carga positiva. Essas propriedades decorrem dos
grupos amino, guanidinio e imidazol aromatico nas cadeias laterais da lisina, arginina e

histidina, respectivamente;

e Cadeias laterais carregadas negativamente (4dcidos): assim como no caso dos bésicos,
os aminoacidos acidos possuem grupos capazes de desprotonar dependendo de seu pKa
e do pH da solucao, liberando prétons para a solucao e adquirindo carga negativa. Isso
ocorre com aspartato e o glutamato que possuem um grupo carboxila adicional em sua

cadeia lateral.

Pelo fato das proteinas serem cadeias polipeptidicas muito extensas, existe um niimero
muito grande de conformagoes tridimensionais possiveis. Dentre essas estruturas, poucas vao
ser biologicamente ativas, as quais sao chamadas de conformacoes nativas. Partindo de sua
sequéncia especifica de aminoacidos, essas biomoléculas formam estruturas tridimensionais estaveis
para desempenhar uma funcdo bioldgica especifica (10). Devido a complexidade dessas con-
formagoes, tornou-se usual a definicao de quatro niveis de estruturacao para descrever como a

proteina chega em sua conformacao final (1, 9, 10):

e Estrutura primaria: a chamada estrutura primaria de uma proteina corresponde a
ordem que os residuos estao ligados, pois podemos ter duas proteinas com a mesma quan-
tidade de aminoacidos e mesma composicao, porém, distintas em relacao a este ordena-
mento, sendo proteinas completamente diferentes em relagao as suas fungoes bioldgicas.
Essa é a primeira etapa unidimensional na especificacao da estrutura tridimensional de

uma proteina (10);

e Estrutura secundaria: a estrutura secundaria da proteina corresponde ao arranjo dos
atomos do esqueleto da cadeia polipeptidica, isto é, o arranjo dos aminodacidos sem envolver
suas cadeias laterais. Os tipos mais comuns de estrutura secundaria sao a a-hélice e a
folha-B. As formas desses estruturas sao mantidas por ligacbes de hidrogénio entre o
oxigenio do grupo carbonila de um aminoécido com o hidrogénio do grupo amino de outro
aminoacido. O que muda entre essas duas estruturas sao as posicoes dos atomos de cada

aminodcido que participam das ligagoes de hidrogénio (10);

e Estrutura terciaria: a estrutura terciaria inclui o arranjo tridimensional de todos os
atomos da proteina, incluindo os 4tomos das cadeias laterais ou grupos prostéticos (grupos

de dtomos nao pertencentes a aminodcidos) (10);
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e Estrutura quartenaria: uma proteina pode consistir de multiplas cadeias polipeptidicas,
as quais cada uma dessas cadeias sao chamadas de subunidades. O arranjo espacial dessas
subunidades uma em relagao a outra é a estrutura quartenaria. Essas subunidades intera-
gem por ligagoes nao-covalentes, sendo por pontes de hidrogénio ou interagoes hidrofébicas
(10).

1.2 Proteinas Intrinsecamente Desordenadas

A pesquisa sobre proteinas se concentrou inicialmente em proteinas ordenadas, isto é,
proteinas que adquirem uma conformacao estavel, seguindo os niveis de estruturacao comentados
anteriormente. Por consequéncia disso, os fundamentos para explicar a estruturacao de uma
proteina se baseou em proteinas ordenadas (11). Esses fundamentos tiveram como base a grande
quantidade de estruturas obtidas experimentalmente no século 20 que foram armazenados em
repositérios como PDB (Protein Data Bank) (12). Dessa forma nao restavam dividas da relagao
entre a estrutura e a funcao das proteinas, o que levou ao paradigma da estrutura-fungao, em
que uma proteina serd biologicamente ativa se possuir uma estrutura tridimensional estével
(13). As proteinas inicialmente eram consideradas moléculas biolégicas rigidas, semelhantes a
cristais, sem flexibilidade (13). Essa visao ”estética” das proteinas era sustentada por uma das
fungoes proteicas muito bem compreendida, que é a catdlise (9, 13, 14). A visdo de que as
proteinas eram moléculas rigidas levou-se a supor que a complementaridade conformacional na
interface das ligacoes e as forgas nao covalentes que surgem entre as moléculas sao os principais
fatores que promovem as interagoes envolvendo proteinas (15, 16). Apesar da riqueza de dados
experimentais sobre as estruturas e fungoes das proteinas que contribuiram para o paradigma
estrutura-funcao, houve um aumento de dados experimentais que desviavam desse paradigma,
surgindo a necessidade de reavaliar esse modelo ja bem estabelecido, o que por consequéncia fez

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

Apesar do grande numero de evidéncias de proteinas que nao seguiam os niveis de
estruturacao comentados anteriormente, tudo era visto sob a luz do paradigma estrutura-funcao,
de modo que os relatos de proteinas que apresentavam um comportamento diferente eram con-
siderados excegoes a regra (13, 16). Com a constante evidéncia de proteinas nao tradicionais
e uma intensa reavaliacao do modelo classico, proteinas nao tradicionais foram consideradas
como uma classe de proteinas, nao sendo apenas uma excecao (13). Essas proteinas flexiveis
desempenham seus papéis bioldgicos mesmo estando desordenadas (17). A prépria flexibilidade
conformacional dessas proteinas foi proposta como o fator principal para desempenhar suas
fungoes bioldgicas (18). Ao longo dos anos, diversos termos foram usados para descrever essa
classe de proteinas. Foi apenas recentemente que o termo ”Proteinas Intrinsecamente Desorde-
nadas” (do inglés Intrinsically Disordered Protein ou IDP) se destacou em relagao aos outros
termos utilizados (19, 20).

A propensao de uma proteina se ordenar ou permanecer desordenada depende da
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sequéncia de aminoacidos que a compoem. Em outras palavras, o que vai definir se a proteina
se enovela adquirindo uma conformacao estavel ou seja uma IDP, vai ser a sua composicao de
aminoacidos. Comparando a composicao de proteinas ordenadas com proteinas desordenadas,
verifica-se que as proteinas desordenadas sdo pobres em aminodcidos alifdticos (valina, leucina,
isoleucina) e aromadticos (tirosina, fenilalanina, triptofano), e ricas em aminodcidos polares e
carregados (metionina, lisina, arginina, serina, aspartato, glutamina) (18). Devido a abundancia
de aminoacidos polares e carregados em comparacao com proteinas ordenadas, nas IDPs temos
forgas de repulsao mais intensas, além da caréncia de interacoes hidrofébicas. Como as forcas
repulsivas sao maiores do que as forcas que promovem a compactacao, a proteina tende a nao

ter uma conformagcao bem definida em relagao as proteinas ordenadas (13).

Pelo fato das informacgoes sobre IDPs terem sido muito escassas por muito tempo,
parecia improvavel que essas proteinas formassem uma classe de proteina tao abundante (13).
Com o tempo, o acumulo de dados experimentais permitiram que sofisticados algoritmos de
bioinformatica fossem feitos para prever a desordem das proteinas partindo de sua sequéncia
de residuos (13). Essas previsoes mostraram que essas desordens estruturais estao presentes em
todas as espécies (21). Pelo fato dessas proteinas serem mais flexiveis, elas participam de fungoes
biolégicas que envolvem o reconhecimento molecular, sendo relativamente mais abundantes em

eucariotos em comparagao com procariotos (22).

1.3 Interacoes Eletrostaticas em Proteinas

As interacoes eletrotaticas determinam as forgas coesivas que unem dtomos e moléculas
em sélidos e liquidos. Desempenham um papel essencial em sistemas proteicos, envolvendo sua
estrutura, mudangas conformacionais e interagoes com outras biomoléculas (23, 24). Verifica-
se experimentalmente que essas interagoes sao predominantes devido a forte dependéncia da
variacao da energia livre do sistema com o pH e a concentracao de sal do meio em que estao
inseridas (25-27).

As proteinas nao possuem suas cargas fixas, e sua distribuicdo de carga depende de
diversos fatores, sendo um deles, como comentado anteriormente, diz respeito a sua composicao.
Ja que proteinas podem conter aminoacidos polares carregados, essas cargas vao depender do
pH da solucdo, da concentracdo de sal do meio e interagdo com outras moléculas (23). Quando
alguns fatores como mudanga de concentracao de sal, pHs proximos aos pKas dos residuos ou
proximidade com outras moléculas, as proteinas respondem modificando sua distribuicao de
carga, o que é conhecido como regulagao de carga (charge regulation ou CR) (28). A origem
desse mecanismo surge quando protons migram de e para locais titulaveis da macromolécula,
possibilitando que sua distribuicao de carga se altere em resposta a alguma mudanca no ambiente
quimico (28). Dessa forma ela se adapta a alguma perturbagao no ambiente em que estd inserida,
sendo um processo muito importante ao se estudar interagbes entre duas proteinas (29) ou

interagoes de proteinas com polieletrdlitos (polimeros que adquirem cargas elétricas quando em



17

solucao aquosa) (30). Um bom exemplo disso é a coacervacao complexa, que corresponde a uma
mudanca de fase liquido-liquido de uma solugao contendo polieletrodlitos de cargas opostas, onde

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

A regulacao de carga foi estudada inicialmente por Linderstrgm-Lang na década de
1920 (32-34) e posteriormente Kirkwood e Shumaker usando teoria de perturbagao da mecénica
estatistica, mostraram que as correlacoes entre as distribuicoes de cargas entre duas proteinas
favorecia interagoes atrativas entre elas (27), o que foi comprovado experimentalmente (35).
Desde entao diversos trabalhos foram desenvolvidos envolvendo mecanismo de regulagao de
carga nas interagoes proteina-proteina (36), proteina-superficie (30, 37, 38) e polieletrélitos-

macroions (39).

Pelo fato das IDPs serem ricas em residuos polares carregados, elas geralmente sao
polianfoteros(1, 13). Embora essa classe de proteinas nao possua uma conformacao estével, elas
podem adquirir certas conformacoes quando na presenca de uma molécula alvo, o que vai definir
essas conformagoes ¢é a forma linear como seus residuos estao distribuidos e a concentracao de sal
do meio, que é responsavel por blindar as cargas dos aminodcidos da IDP (40-42). Em situagoes
onde a distribuicao de carga nao é equilibrada, de modo que a carga liquida é diferente de zero, a
proteina tem uma conformacao estendida em baixa concentracao de sal, devido a repulsao entre
as cargas que predominam. Em concentracoes altas de sal, essas interacoes sao atenuadas devido
a blindagem eletrostética e verifica-se uma forma mais compacta (43). Quando a carga liquida
da proteina é zero, quanto mais separadas as cargas negativas das positivas, mais compacta a
IDP se encontra (44). Ainda para carga liquida zero, quando temos distribuigoes em blocos
com cargas positivas e blocos com cargas negativas, a proteina se compacta ganhando uma
conformacao semelhante a um ”gancho” em baixas concentracoes de sal, e para concentracoes

altas, essas interagoes sdo atenuadas e consequentemente a cadeia fica mais estendida (40).

As interacoes eletrostaticas possuem também um papel importante no processo de
reconhecimento molecular das IDPs com uma molécula alvo, o que é verificado pelo fato dos
aminoacidos participantes da ligacao serem em sua maioria aminodacidos carregados, de modo
que essas interacoes regulam a conformacao da proteina quando na presenca da molécula alvo
(45) . Embora seja conhecida a participacao das interagoes eletrostéticas envolvida no processo
de reconhecimento molecular, os detalhes desses mecanismos sao em sua maioria desconhecidos
(46). A regulagao de carga levanta uma questao importante em relagao a esses mecanismos, uma
vez que tem o papel de alterar a distribuicao de carga quando nas proximidades da molécula

alvo, o que leva a uma determinada conformacao que favorece a ligacdo com a molécula alvo

(47).

Tendo em vista a importancia das IDPs e o papel da regulagao de carga nos processos
envolvendo interacoes com uma molécula alvo, este trabalho tem como objetivo estudar os efeitos

das interagoes eletrostaticas e particularmente da regulacao de carga nas IDPs.



Capitulo 2

Objetivos

Este trabalho tem como objetivo principal combinar duas abordagens tedricas ja
existentes, sendo possivel, por meio delas, observar os efeitos da regulagao de carga em modelos
representando IDPs. Vamos nos concentrar, inicialmente, em uma situacao simplificada, onde
a regulacao de carga sera estudada para um sistema contendo apenas a IDP em solucao, sem
considerar os efeitos do sal e de interacoes com outras macromoléculas carregadas. Dessa forma
o efeito da regulacao serd observado somente pelas interacoes entre os residuos titulaveis da

proteina. Para alcancar esse objetivo, temos os seguintes desenvolvimentos:

e Fazer uma descricao fenomenolégica e estatistica da regulagao de carga, introduzindo, de

forma quantitativa, como esse fenémeno ocorre, de acordo com a referéncia (28);

e Estabelecer um formalismo geral que permite calcular as cargas, a distancia quadratica
média entre cada residuo da proteina, e a distancia end-to-end em unidades dessa grandeza
para uma cadeia ideal para modelos de IDP ja existentes via energia livre eletrostatica do

sistema;

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

trostatica;



Capitulo 3

Regulacao de Carga

3.1 Descricao Fenomenoldégica

Proteinas e uma variedade de outras macromoléculas contém residuos acidos e basicos
que, dependendo das condigoes da solugdo podem protonar ou desprotonar (9), afetando sua
distribui¢ao de carga e interagoes com outras moléculas (28). A regulacao de carga diz respeito
a como o equilibrio de protonagao/desprotonagao dos sitios tituldveis sao afetados devido as
interagoes entre seus préprios residuos e/ou outras moléculas. Em outras palavras, a regulagao

de carga é uma resposta da proteina a alguma perturbagao no ambiente quimico (28).

Podemos descrever fenomenologicamente a regulacao de carga analisando apenas
um unico sitio de ligagao, que em condigdes de equilibrio, pode ter a protonagao/desprotonagao

representada pela seguinte reagao quimica:

AH=H"+ A", (3.1)

A constante de dissociacao acida é dada por:

PAH YAH

onde p representa as concentragoes e y sao os coeficientes de atividade de cada participante da
reacao. Esse 1ltimo leva em consideragao as interagoes entre os solutos e solvente, introduzindo

uma corregao para o comportamento de solugoes nao ideais (50).

Tomando o logaritmo dos dois lados da equagao 3.2 obtemos seguinte expressao:

log K4 = log (pg+7ym+) + log ('OA;) + log (k) ,
PAH YAH

identificando que —log K; = pK, e —log py+ = pH, podemos reescrever a expressao anterior

comao:
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—log <pA—H> = pH — pK, + log <l> : (3.3)
PA- YAH

Para analisar o efeito da regulacao de carga, vamos considerar o caso em que o
pH = pK,. Dessa forma, como a fracdo pay/pa- define a carga média do sitio, nessa situagao
ele vai depender apenas dos coeficientes de atividade, ou seja, vai ser afetado devido as interagoes

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

Considerando que nosso sistema seja composto apenas por uma proteina em solucao,
as interagoes ocorrem apenas entre seus residuos. No equilibrio térmico, o potencial quimico
a; = p;7y; seré constante em toda a solugao (51). Para que isso ocorra, quando o coeficiente de
atividade muda, a concentracao também muda, e como isso ocorre devido a proximidade entre
os residuos da proteina, podemos reescrever p = p (R) e v = v (R) onde R ¢ a distancia entre o

sitio e outro residuo da proteina (28).

3.1.1 Descricao Estatistica

Anteriormente mostramos como a regulagao de carga pode ser demonstrada utili-
zando argumentos termodinamicos basicos. Considerando novamente um tnico sitio titulavel,
exposto a um potencial elétrico ¢ dado por todas as outras cargas do sistema e utilizando o

formalismo do ensemble canonico (51), podemos expressar a valéncia média z do sitio por:

_ >_ ziexp (—fepzig)
2 exp (—feozig)

onde = 1/kgT é o inverso da energia térmica, com T sendo a temperatura absoluta, Kp a

(2)

(3.4)

constante de Boltzmann e ¢y é a carga elementar.

Como vimos, qualquer alteracao no ambiente quimico afeta o potencial quimico, e
consequentemente a carga média do sitio. Dessa maneira, perturbando o potencial elétrico, a
carga média também sera alterada. Quantitativamente, podemos derivar a carga média em

relagao ao potencial ¢, onde obtemos:

La<z>_22_Z2
TBeo 05 VT

Aqui introduzimos a grandeza ¢, denominada capacitancia (28, 52), que é simplesmente uma

c. (3.5)

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

Considerando uma solucgao ideal, onde os coeficientes de atividade sao unitarios, a
variacao da energia livre entre o estado protonado e desprotonado [Fe pode ser escrita como

(28, 53, 54):

Be = —1In (pﬂ), (3.6)
PA-
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a qual pode ser reescrita através da equacao 3.3, considerando coeficientes de atividade unitérios

(VoA = va- =1):

—1In (pH—A) =1n10 (pH — pK,), (3.7)
PA-
resultando em
fe =1n10 (pH — pK,) . (3.8)

Iremos utilizar a equacao acima para descrever os dois estados possiveis para um tnico sitio
titulavel. Considerando como estado de referéncia o estado desprotonado, a energia serd ¢y = 0.

Assim a funcao de particao deste sitio pode ser escrita como:

Z =Y e P =14 WHPKIMIO, (3.9)

Para residuos basicos, sendo a valéncia zy = 0 no estado desprotonado e z; = +1 no

estado protonado, a valéncia média do sitio é:

20 + (Zo + zH) e—(pH—pKa)lnl(]
(z) = y . (3.10)

Dessa forma, vemos que

< 2> Zg + (Zo + ZH)2 e~ (PH—pK,)In10
) =

3.11
p (3.11)
Assim, a variancia é dada por
2 ,—(pH—pK,)In10
2 Zir€e

(%) — ()" =2 = : (3.12)
Variando a carga média com o pH, obtemos:

1 9 2 ,—(pH—pKq)In10

) _ zie = (3.13)

In10 0pH A
Esse tultimo resultado pode ser generalizado para a carga total de uma macromolécula, onde

Z = > z. Assim, a capacitancia total da macromolécula é:

1 0(z) ‘

3.1.2 Regulagcao de Carga Via Energia Livre

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

tindo da energia livre envolvida nesse processo (55). Seja uma IDP contendo N residuos io-
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nizéveis com constante de dissociacdo pKa?, com i = 1,2, .., N. Os residuos béasicos, que pela
protonacao, adquirem uma carga positiva, que iremos escrever como q,j = egng onde 7, € [0, 1],
os residuos &acidos, pela desprotonagao, adquirem uma carga g, = e (n; — 1) e novamente
e € [0,1], eo é a carga elementar e n corresponde a fragao de residuos protonados (52, 56),
ou seja, o numero de residuos protonados dividido pelo niimero total de residuos. Consequen-
temente (1 — 1) é a probabilidade de encontrarmos o sitio desprotonado. A energia livre total

para esse sistema pode ser expressa por:

Fyor = Fop + F), (3.15)

onde Fo i corresponde a energia livre de Helmholtz envolvida na regulagao de carga e F' a energia
livre do polimero considerando as interagoes eletrostaticas, os graus de liberdade do polimero e

as interagoes de volume excluido (48, 49).

Vamos inicialmente determinar a energia livre envolvida na regulagao de carga, isto é,
a energia livre envolvida nos processos de protonacao/desprotonacao da proteina. Essa energia

pode ser escrita como (51):

Fep=U—TS. (3.16)

O primeiro termo da equagao 3.16 corresponde a energia envolvida na associagao/dissociagao
de prétons, o segundo termo é a entropia desse processo (51). Para entropia vamos usar a

equagao de Boltzmann (51):

S =kplnQ, (3.17)

onde kg corresponde a constante de Boltzmann e €2 o niimero de maneiras de distribuir os sitios

protonados em N residuos.

Ao longo do nosso modelo de IDP, vamos considerar que dentre os N sitios titulaveis,
temos N, protonados e Ny desprotonados, de forma que N = N, + N;. Dessa forma, podemos

escrever {) como:

Q —N! 3.18
 NJ(N - NI (3.18)
Substituindo a equacao 3.18 na 3.17 a entropia é escrita como:
N!
S=kgln ————. 3.19
BENI(N = N)! (3.19)

Podemos eliminar os fatoriais utilizando a aproximagao de Stirling (51, 57). Embora
seja valida para nimeros pequenos (da ordem da dezena), tendo um erro pequeno (na ordem

de 0,01 %) essa aproximagao se torna mais precisa para valores grandes de n e exata quando
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n — 0o. Sendo expressa como:

Inn! ~nlnn —n.
Assim, usando essa aproximagao na equagao 3.19, obtemos:

N, N,
S:—]{B Nplnﬁp—i—Ndln (1_Wp):| . (320)

Dividindo a equagao 3.20 por N, identificando que n, = N,/N e 1 —n, = Ny/N, obtemos a

entropia por residuo:

Sk = —kp meInn, + (1 —n) In (1 — )] (3.21)

Sendo a energia do estado protonado de um tunico sitio igual a €, considerando o

estado desprotonado com energia nula. Como temos [V, sitios protonados, a energia total é:

U= Nye. (3.22)

Dividindo essa ultima equagao por N, obtemos a energia por monomero, expressa por:

Uy = nke. (3.23)

Substituindo as equagoes 3.23 e 3.21 na equacao 3.16, obtemos a contribuicao da

energia livre referente a regulagao de carga:

1
Fep=)Y em+ 3 > el + (1= ) In (1= )] (3.24)
k k

A situacao de equilibrio é atingida quando a energia livre é minimizada em relacao
a fracao de sitios carregados. Sendo assim, vamos minimizar a energia livre total com relacao
ao My utilizando a equagao de Euler-Lagrange (58, 59). Como Fj, nao tem dependéncia com as

derivadas de 7, obtemos que

— 4e+=In =0. 3.25
On, B 11— (3:25)

Partindo da equagao 3.25 e identificando que fe = In 10 (pH — pKék)>, onde aqui

introduzimos um indice k£ para nos referirmos ao k-ésimo residuo, podemos expressar 7, como:

oF

-1
e = {1 + exp (hl 10 (pH — pKék)) + 5%)} : (3.26)
3

Com esses resultados conseguimos obter uma expressao para a carga de cada residuo da proteina:



24

q, = .
1+ exp (:I: In 10 (pH — pKék)> + ﬁ%)

(3.27)

A equagao 3.27 depende da derivada de F' que sera dada pelo modelo da proteina e
contém as interagoes eletrostaticas entre os residuos. Entao, para determinar o valor das cargas

¢é necessario inicialmente determinarmos a energia livre da proteina.

Determinando g—qi e inserindo na equagao 3.27 obtemos um sistema de equagoes nao
lineares para as cargas q;. Uma alternativa a isto, é utilizar uma aproximagao linear (60) que

nos permite obter um sistema de equacoes lineares.

3.1.3 Aproximacao Linear para a Regulacao de Carga

A aproximacao de Debye-Hiickel é amplamente utilizada na literatura, pois possi-
bilita a obtencao de equacoes diferenciais analiticamente soliveis. Isso a torna especialmente
atraente nos estudos de polieletrdlitos (61, 62). Neste trabalho utilizamos essa aproximagao
e comparamos com a situacao onde ela nao é empregada, com o objetivo de estudarmos suas
limitagoes. Nesta aproximagao podemos simplificar a equagao 3.27 (60), onde consideramos que
o termo OF /0, é muito pequeno quando comparado com a energia térmica kgT = B! Isso
nos permite expandir a expressao 3.27 em uma série de poténcias em SOF/0n e desprezar os

termos nao lineares. Assim, expandindo qii obtemos:

()
+ exp (:i: In 10 (pH —pKa )) oF
+exp (1010 (pH — pKa®)) [1+eXp <:|:1n10 (pH—pKfﬁ))] i
Para simplificar a ultima equagao vamos definir a seguintes igualdades:
+
0" = v TNy (3.29)
1+exp (j: In 10 (pH — pKa' ))
(0) exp <i In 10 <pH - pngi)>>
oL O _ (3.30)
! eoIln10 OpH

[1 + exp (:I: In 10 (pH — 10[(57;)))]27

onde a equacao 3.29 corresponde a equacao 3.27 na auseéncia de interagoes eletrostaticas entre
os residuos, e a equagao 3.30 ¢ a capacitancia também na auséncia dessas interagoes (52). Dessa

forma, reescrevendo a equacao 3.28 obtemos:

7 a,rh ?

g = qz@) — Bege (3.31)

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

livre da proteina.



Capitulo 4
Modelo Fisico da Proteina

Vamos representar a IDP com base na sua estrutura linear, considerando que seu
comprimento total seja muito maior do que as distancias entre seus residuos. Isso nos permite
tratar a proteina como uma curva continua (63, 64), na qual s corresponde a uma variavel de
integracao ao longo do contorno dessa curva. O modelo segue uma abordagem coarse grained, no
qual iremos considerar as interacoes entre cada residuo sem levar em consideracao seus detalhes
interatomicos, isto é, nao vamos considerar as interagoes entre cada atomo que compoe cada

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

Em relacao as interacoes, vamos considerar que os residuos interagem com um po-
tencial harmonico; interagoes que surgem devido ao volume que os residuos ocupam no espago
e as interagbes eletrostaticas entre residuos carregados (63, 64). Podemos representar essas

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

BHt:%/Lds(—) +z/ ds/ s’ (5.5') 5[R (5) ~ R(s")

exp (—r |R (5) ~ B.()
e e [ saan PRI, -y

onde s ¢ uma variavel que estamos integrando ao longo do contorno da cadeia, L corresponde
ao comprimento total da cadeia, [ denota o comprimento de Kunh (63), sendo um comprimento

limite no qual a partir dele as orientagoes das ligagoes se tornam descorrelacionadas (64).

O primeiro termo da equagao 4.1 representa as interagoes elasticas de cada ligagao
com R (s) sendo o vetor de posi¢ao do segmento s da cadeia. O segundo termo ¢ a interagao
de volume excluido, com w(s,s’) sendo uma grandeza adimensional chamada parametro de
interacao de volume excluido entre os residuos representados pelos segmentos s e s’ , corres-
pondendo as interagbes nao eletrostaticas entre os mondmeros e solvente (63, 64). Por fim,
temos o terceiro termo que corresponde as interacoes eletrostaticas, seguindo a teoria de Debye-

Huckel, onde cada residuo possui uma carga ¢ (s) com ¢ (s) = nsey para cargas positivas e
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q(s) = (ns — 1) ep para cargas negativas, em que 7, representa a probabilidade de encontrarmos
o residuo positivamente carregado, portanto 75 € [0, 1], onde ey sendo a carga elementar. Ainda
no terceiro termo

ly = €2/ (4neoekpT)

é o comprimento de Bjerrum, £y é a constante dielétrica no vacuo e € a constante dielétrica

do meio em que a proteina estd inserida, k é o parametro de Debye, e seu inverso A = k=1 =
~1/2 4 . , . .

(8lycy) /% 6 0 comprimento de Debye, no qual ¢, é a concentracio de sal do meio (66). Para

a dgua temos que [, = 7,2 A.

Para determinar o tamanho médio da cadeia, uma abordagem variacional foi utili-
zada para simplificarmos a equacao 4.1, utilizando o que é chamado de comprimento de Kunh
renormalizado ou efetivo [, (48, 67). Nessa simplificagdo, como mostraremos a seguir, as in-
teragoes eletrostaticas e de volume excluido sao consideradas fracas. Dessa forma, o polimero se
comporta como uma cadeia ideal com comprimento de Kunh [, e o hamiltoniano renormalizado

é expresso de uma forma simplificada:

BH, = % /OL ds (dfzis))Q. (4.2)

A média de algum observavel fisico A, pode ser escrita em termos do hamiltoniano

renormalizado utilizando um método perturbativo. Nesse método vamos considerar que o ha-
miltoniano original (H;) seja uma perturbacao do hamiltoniano renormalizado (H,), de maneira

que podemos reescreve-lo como:

Ht == HT -+ (Ht - HT) . (43)
Como a média é feita sobre todas as configuracoes, ela é expressa em termos de integrais

funcionais (67):

B [ IR Ae=PH—v
N [ oRe=FHr—v

{4) (4.4)

na qual /R indica que a integral esta sendo feito no espaco de funcoes, ou seja, a integracao
esta sendo feita sobre todas as configuragoes acessiveis pela IDP. Para simplificar foi denotamos

v = [ (H, — H;). Podemos reescrever (A) em relagdo ao hamiltoniano renormalizado, a qual

v

vamos denotar por (...) . Para fazer isso, inicialmente vamos expandir e™¥ em uma série de

re

potencias, obtém-se:

B féRAefﬁHT [1 — v+ %UZ - }

W= R o L — L]

(4.5)

multiplicando e dividindo numerador e denominador pela fungao de particao renormalizada Z,

e identificando as médias de cada grandeza, obtemos:
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2, [(4), = (Av), + 1 (4?), = .]
Zy [1=(v), + 5 (v?), — ..]

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

onde aqui 7 = (v), — 3 (v?), + ... Dessa forma obtém-se:

(4) = (4.6)

(A) = |(A), — (Av), + % (Av?) — ] {1 + (v), + (v)? — % (v?) —..

= (A), — (Av), — (A), (),) + 5 ((A?), — 2 (4u), (v),
+2(A), (V) — (A), (V) ) + .., (4.7)

como estamos considerando as interagoes como fracas, os termos de ordem superior na expansao
sao despreziveis, restando apenas os dois primeiros termos ao lado direito da equacao 4.7.Vamos

considerar também que (A) ~ (A) (49), e dessa maneira obtém-se:

(A), ((H: — H,)) = (A(H = H,)) . (4.8)

r

A escolha de A depende da quantidade de interesse, no nosso caso vamos determinar
a distancia quadratica média entre dois segmentos ao longo do contorno da proteina, nas posicoes

R (s1) e R(s2), 0 que ird nos permitir calcular a distancia quadréatica média entre dois residuos.

A= (R(s2) —R(s1)) (4.9)

Partindo da equagao 4.8, reescrevendo essa igualdade de forma mais explicita com
A =[R(sy) — R (s1)]*, obtemos:

(e - (1) [ (%))
—(R(s2) ~ R(s1)), <§ (1-1) ] “as (df;<>)>

= <(R(32) - R(sl))2l/0L ds /0 ds'w (s,5') 6 [R (s) — R(s’)]>

r

r

T <<R (52) = R (s2))" 5 / ds [ sl (s)q(s) ﬂ;j(f; <_8>R—( Sf;l<s'>|>>

() - R, (f [t [Cava(o)a( SEREEREDY i

(i)~ R0, {1 [ s [[as 6.5 R - R
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Podemos simplificar o lado esquerdo da igualdade em 4.10 através da definicao de
(R(s2) —R (81))2>w onde a média é feita sobre todas as configuragoes possiveis da proteina,

no qual é expressa por

fom ((R(sn) — Rsu)Pes (S (52)" )

((R(s2) ~ R(s1))%), = g ,
[ 0Rexp (_% [ (dlzgs)) ds)

(4.11)

Afim de se obter uma expressao simplificada, vamos fazer u = %lr em 4.11, de modo que obtemos:

[0R (R (s2) — R(s1))" ex i df;is) i ds
(R (s2) — R<51>>2>r = p( 5 ( ) ) , (4.12)
J sRexp (—%f (452) d )

e entao derivando em u, obtemos:

10 ((R(s2) —R(s1))?), =

For (e (4582) s ) oxp (- (4522)as)
J R exp (—% (dﬁis))2d8>
J AR (R (s2) — R (o) exp (& / (152) s
[ R exp (—%f (ﬂjgs))zds) |

X

(4.13)

Multiplicando os dois lados da equacao 4.13 por % (ll — %) e identificando a média

de cada grandeza, podemos reescrever a equacao 4.13 como
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(e merd (1) [ () )
- % {((R(s2) =R (s1))%) <g (% - %) / (dfz§8)>2d3>r7 (4.14)

na qual, das propriedades de uma cadeia gaussiana, temos que ((R (s2) — R (31))2>T = (s9—51) 1,
(63, 64). Substituindo na equagao 4.14, obtemos:

(R () ~R(s0)?), <§ (:-1)/ (dlf;f));ds> (415)
= (ﬁ = 7) (52— 1) 12, (4.16)

Para as interagoes de volume excluido, o que corresponde ao primeiro termo do lado
direito da equacao 4.10 podemos simplifica-la usando a transformada de Fourier para a funcao

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

3,8 >k -
6° (r) —/(27T)3 exp ikr. (4.17)

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

((R(s2) = Risi)? OL s [Cas (s, )0 R () - R

—{(R(s2) —R(s1))*), <z/0 ds | ds'w (s,s’)a[R(s)—R(s')]>
~((R(s2) - R(s0)

o
o\
h
ISH
@
o\m
IS W
QID\
&
—
\SID
C’J\
S~—
—~~
ISH
<o
El
w0
D
>
k)
—~
-~
P
=)
—
w
N—
|
=)
—
C’J\
S~—
=
\/

— ((R(s2) —R(s1))%), <l/0Lds/Osds’w (s,s’>/(;ljf exp(ik-[R(s)—R(s’)])> . (4.18)

Essa ultima igualdade pode ser reescrita como (67):



R(s) - R)PL [ ds [ asioss) [ L eapikR(s) - R()
( [ aein ] )

(2m)” -

—{(R(s2) —R(s1))*), <l/0Lds/OSds’w (s,s')/ (;l:;g exp ik [R(s)—R(s’)]>

B Blok? k2L, |s — s
— _§r {/ ds/ ds'w (s, s) (s — 31)2/  exp (_M)
S1 0

(2m) 6

52 s 3/{3/{32 2 o
+/ ds/ ds'w (s, s") (S—S/)Q/d exp (—M>

(2r)° 6

Lo dPkk? K2, |s —
—i—/ ds/ ds'w (s,s") (sg — 81)2/—36)(p (_#)
S92 0

(2m) 6

L s2 31.7.2 2 o
—|—/ ds/ ds'w (s, s") (82—8')2/Mexp (_M)},

27 - (4.19)

. - . L. Ir|s—s'
em que a integral em k£ na equacao 4.19 pode ser resolvida analiticamente. Fazendo A = %,
temos:

d3kk2 2 1 2 2 2 2
/ G e (AR) = s / / / ke dhy dk, 12 exp (— (2 + K2 + k%) A)
" / / / dhey iy dh, 2 exp (= (K2 4 k2 + £2) A)
—l—///dkxdkydkzkfexp(— (k2 + K2+ k2) A)], (4.20)

onde podemos notar que as integrais em k,, k, e k, sao integrais gaussianas, de modo que
resolvendo essas integrais para cada componente, obtemos:

kK> k2L |s — 8 1)*? o2
[Gre ) =) (=) - o
s s

l.]s —¢|
Substituindo esse ultimo resultado na equagao 4.19, temos:

31
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()~ Rs) / s [ asio s /(d?”;gexpzk[R<>—R<s'>]>r
(R (s) - < / ds/ ds'e (5, /(d:‘; expik[R(s)—R(s')]>
A O et

T / s / e (5.) (5= )

+/Lds/081dsw (5, ) 32_8)15);

+ /52 als/s1 ds'w (s, s') %l (4.22)

Vamos agora resolver para os termos contendo as interagoes eletrostaticas entre os

r

residuos, o que corresponde ao segundo termo do lado direito da equagao 4.10. Inicialmente,

vamos fazer

exp (=~ R (s) = R(s")]) _ exp(=rr)
IR (s) = R ()] ro

em que definimos r como a distancia entre os residuos. Podemos demonstrar que essa tultima

(4.23)

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

47
(&5 2)

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

i f

G (k) =

Reescrevendo em coordenadas esféricas temos:

27
) = 4 / / / eXp Zkr 2 in Odkdo, (4.25)

que ao fazermos uma mudanca de variavel u = cos 9, obtemos:

1 & k sin kr
- 4.2
g(r) 272 (47T/0 k? 4 K2 ( r )) ak, (4.26)

onde a integral entre parenteses na ultima equagao pode ser calculada por uma integragao de

contorno (69), pelo qual obtemos:
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exp (—m“)'

g(r)=

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

(4.27)

r

<<R<32>—R<sl)>”—” [ as [ asasas) eXp(—%|R<S>—fi<s’>|>>

1 Jo 0 IR (s) =R ()]
(R - RGP, ([ s [Casa(sq) RIS
= (R =R 3 [ [Cavaa 4 [ EEERESD)
—<(R(32)—R(sl))2>T<§—g /O ds Osds'q(s)q(s') A / (%3 e};fﬁl:?> . (4.28)

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

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

(0~ Ri b [ as [(asatonoyn [ 25 eieny

0 0 2m)3 k2 + K2
o 1, (T s d®k exp(ik - 1)
(R R0, ([ [Cavatonnan [ 5o
i
B 29

S2 S1 ’ / d3kk2 kzlr S — S/
[ [ v = [ gt e (<)
s9 s dPkk? kzl — s

[ [ avaeatne = [ G e (‘Q)
L o kK2 k21, Is
/ / 2
v s [ s e - st [ g e ( =)

4 /L ds / ds'q(s)q() (55 — )2 / d3kk2 B 'S_S )} (4.29)

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

/ LU s —s|\ _, |7 6\

— X —_——eeeeeeme. P

(k2 +r2) P 6 1T\ s —
Wl/Q/.g? 6 1/2
2 l]s — ¢
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Com a finalidade de escrever uma expressao mais compacta, vamos reescrever o termo entre

colchetes da equacao 4.30 como:

1/2 3/2 1/2 1/2
C (s, ) = ™ 6 T 6
4 \U|s— 4| 2 l|s — ¢

2l o 2l ol
—|—g/-€3 exp (%) erfc (\/ %‘ﬂ)] (4.31)

Dessa forma podemos reescrever a equacao 4.29 como:

(R =R [Cas [(asaratenn [ g5 onle)

B <(R (55) — R<51))2>r <§_Z i ds OS ds’q(5>9<5’)47r/ (;iﬂl; 6}22(?/;21')>
- - [ ds 4'q(s)(s) (s — 51)2C (5,
+ [Cas [ asas)a) (s - )20 (5,9)

+/ ds ; ds'q(s)q(s')(so — §')*C (s,s’)] , (4.32)

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

permite determinar a distancia quadratica média entre cada par de residuos ao longo da IDP:



35

l2 1 3/2 5/2 S92 S1 o 2
N 3 / ds/ ds'w (s, §') (s—s1)

3\ 27 L, s 0 (s — 3’)5/2
+ / ds/ ds'w (s, s) (s — s') /2

s1 s1

L S1 o 2
+/ ds/ ds'w (s, s) o) 815)/2

52 0 (s —¢)

L 59 (S _S/)2

/ / 2

+/52 ds/Sl dsw(s,s)—(s_S/)5/2

/52 ds /81 ds'q(s)q(s") (s — s1)2C (s, §)

29/, 0

dsq s)q(s')(sy — §)2C (s,5)] . (4.33)

Vamos agora mudar para uma variavel discreta, onde as integrais se tornam so-
matérios de modo que ds — As. Fazendo s = ml, s’ =nl, s = jl, so =il e x;; = l,,;;/l, na

qual m,n,i e j € N. Dessa maneira podemos reescrever a equacao 4.33 como:
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)
3 2T l, == ' (m — n)5/2

+ Zwmn@;:—:))s/z] (4.34)

+ /82 ds / ds'q(s)q(s')(s — s')°C (s, 5)

L S1
+/ ds/ ds'q(s)q(s")(sa — 51)°C (s, 8')
S2 0

+ /QL ds /82 ds'q(s)q(s) (s2 — s')*C (s, ')

S1

(4m)* 1 2 [ g~ .
- —— Z Z Gm@nC (m,n, x; ;, k1) (M — j)

l 9 m=j n=1
7 m—1
+ Z mqnC (m,n, x; ;, k1) (M — n)2
m=j+1 n=j
N j-1
+ Z Z GmGnC (M, m, x5, kL) (i — 5)°
m=i+1 n=1

N %

+ Z Z GmqnC (mv n, Tij, ’il) (Z - n)2 : (4.35)

m=i+1 n=j
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Substituindo as equagoes 4.34 e 4.35 na equacao 4.33 e rearranjando os termos
obtemos a seguinte expressao:

3/2
3/2 1 3 Qi,j 1 47le 2
1 — = = - iy 4.36
< xw) <27T) T; 5 o (27T)2Q ! (4:56)

no qual

m=j n=1 m
7 m—1
+ Y D wma(m—n)
m=j+1 n=j
S (i)
+ DD W
m=i+1 n=1 (m — n)5/2
Vo 1 — n)2
+ ) Zwmn—] , (4.37)
m=i+1 n=j (m — ”)5/2

= mYn 77i'al —j5)?
Qi Z—j ZZQ @nB (m, n, x5, kl) (m — j)

mjnl

+ Z Z menB (m, n,Tij, Kl) (m — n)2

m=j+1 n=j

N Jj—
+ Z Z menB (ma n, xi,j) l{'l) (Z - j)2
m=i+1 n=1
N i

+ Z Z GmqnB (m,n, x; ;, kl) (i — n)2 , (4.38)

m=i+1 n=j

+ g(l/@)gexp (W) erfc w . (4.39)

Para condicoes em que nao consideramos fons na solucao (k = 0), Q; ; é reescrito como:
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(6m* 1 |§~xe, , (m—d)?
Qij = ZW (i—7) ZZQanW

m=j n=1 ( n)
7 m—1
Y Dt (m =)
m=j+1 n=j
S ST )
+ D D nthn
m=i+1 n=1 (m — n)3/2
QR (i —n)’
+ >N qmqn—] . (4.40)
m=i+1 n=j (m - n)3/2

Dessa forma a relacao para x;;, dada pela equacao 4.36, é reescrita como:

1 3NY2Q, 1, 2
3/2 1,j b
i ( xw) (27T ) oy 1V 37 Pia 440

Determinando os valores de z;; para cada par de residuos com a equacao 4.41,
podemos determinar a distancia média quadratica entre quaisquer pares de residuos ao longo

da proteina por meio da seguinte equagao, retiradas das referéncias (49, 65):

<R?j> =i — j| ZQ%J‘- (4.42)

Uma outra métrica importante para a conformacao espacial da IDP é a distancia média quadratica
entre as extremidades da proteina, conhecida como distancia end-to-end (63). Um caso especial
da equacao 4.41 nos permite determinar essa grandeza em unidades da distancia end-to-end para
uma cadeia livre de interagoes, que é obtida fazendo i = N, j = 1 e considerando N — 1 ~ N
(védlido para cadeias grandes). Dessa forma z = (R2,) / (R2,. f>, em que R.. é a distancia end-
to-end para a proteina de interesse e R.. s essa grandeza para uma cadeia livre de interagoes.

Com essas alteragoes a equacgao 4.41 é expressa por:

1 3N"*q 1, [2
21— = (=) =+2/= 4.4
‘ ( x) (2%) P 37TQ7 (4.43)

Q :% Z - w(m,n) m, (4.44)
Q=5 Y almatn)(m ). (4.45)

A energia livre para a IDP em termos de x pode ser expressa como (49, 65):
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3 3\%? l
BF (z) = 2 (x —lnx)+ (—) T + ;;12/2 (4.46)

27 T

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

canismo da regulagao de carga, utilizando a equagao 3.31.

4.1 Determinacao das Cargas da Proteina

Para determinarmos as cargas de cada residuo considerando o efeito da regulacao de
carga, de acordo com as equacoes 3.27 e 3.31 devemos determinar a derivada de 4.46 em relacao

an;. Partindo do caso mais simples, isto é, no limite de concentracao nula de sal (k = 0), temos:

8

OF (2,9, Q) 5<8F8x 8F8Q>' 47

an, oz o, 00 o,

Podemos determinar S0F/Jz a partir da equagao 4.46, pelo qual obtemos:

oF - 3 1 3 3 3/2 —5/2 \/> a@ 1 —3/2

e partindo da equagao equacao 4.43 podemos determinar dz/0n; e 0Q/Ox:

eoly 2 N
ox 1 \/ 3« 1 .
= ) (N § |k —Z’%) ; (4.49)
T k=0

- 3 1. 3\3/2
O 3212 = Jem12 4 ()70

/ 20Q 3 ., 1 . (3N
_ - 2 ) Qe 450
3ror 2" AT v (4.50)

Fazendo as devidas substitui¢oes, obtemos o primeiro termo ao lado direito da equagao 4.47,

expressa por:

OF or | 33N e lb\[_g/z
oy = 6737 +§(%> Oz > 0

zbeofzqk NI (4.51)

3 1 3\
% |2tz 212 (_) -2
Procedendo de forma andloga, determinamos o segundo termo do lado direito da equacao 4.47,

2 2 2m

onde:
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OF9Q (3 3 . 3/3\" | zb\/ﬁ .
or 09 R Qp5/2 _ 0 2,32
550 an; [2 2" T3 (27r> ‘ V=" e
3 1/2 1 —1/2 3 3/2 -2 ) lbeo
X [2:1: 5% + o \/ qu |i
lbeo o172 -
+ 57 qu i (4.52)

Substituindo as duas tltimas equagoes na equagao 4.47 e multiplicando os dois lados da equagao
por eg obtemos a seguinte igualdade:

21

~1
oF 5 9 lb\/g —-3/2 3 1/2 1 —-1/2 3\ -2 -1
- = _Z _ 2= Z _Z = 0 /2
eoﬂam (2 2:&' ; Wa: Q 2:6 2x + x + 3z

(4.53)

Para obtermos uma expressao mais compacta, vamos definir

—1
_ (19 lb\/g —3/2 L2 L ip 3\ —1/2
Ein = (2 235 T\ - Q 2.% + o Qx + 3z
lbeo\[ i — ]

Dessa forma podemos reescrever a equagao 4.47 como

(4.54)

Z §ik G- (4.55)

Com esses resultados podemos encontrar as cargas de cada residuo da proteina para
a situacao de concentragao nula de sal de duas formas distintas

e substituindo 4.55 na equacao 3.31 que surge de uma aproximacao linear, e resolver o
sistema de equacoes lineares resultando:

N
0¥ =3 (6 + V) (4.56)

k=1

e substituindo 4.55 na equacgao 3.27 e resolver o sistema de equagoes nao lineares
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+
= €o (4.57)

1+ exp (j: In10 (pH — pthi)» + Zi\;l fika.

Para resolver esses sistemas, foi desenvolvido um algoritmo computacional que con-
siste em um método iterativo. Nesse método inicialmente substituimos as cargas g pelas cargas
¢y dada pela equagdo 3.29 que depende apenas do pH da solugao e do pK, de cada residuo.
Com isso obtemos um valor para g;. Esse processo se repete até que ocorra uma convergencia,
isto é, até que as diferencas entre as cargas de duas iteragoes consecutivas seja menor do que

1075, No préximo capitulo esses processos serao apresentados com mais detalhes.

Com os parametros obtidos, podemos determinar os valores das cargas médias de
cada residuo das IDPs. Para calcular as cargas utilizamos a equacao 4.56 para o caso onde
foi usada a aproximagao DH (Debye Hiickel) e a equacao 4.57 para o na situacdo onde essa
aproximagcao nao ¢ utilizada. O primeiro problema que encontramos ao tentar resolver essas
equagoes (ou sistema de equagoes) é que as cargas estao correlacionadas, ou seja, para determinar
uma Unica carga ¢ necessario 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 equagao é resolvida assumindo uma solucao inicial, que no caso correspondem as
cargas na auséncia da regulacao de carga, em seguida, as novas solugoes obtidas sao inseridas
novamente na equacao, fazendo esse processo iterativo até que ocorre uma convergencia. O
fluxograma representado pela Figura 4.1 a seguir representa os algoritmos utilizados para obter

as cargas:

e Inserir parAmetros: esses valores correspondem ao pK! de cada residuo da IDP, valor
do pH utilizado, razao entre o comprimento de Bjerrum e o de Kuhn e o valor médio do

parametro de volume excluido;

e Calcular as cargas e capacitancias na auséncia de regulacao de carga: para a

carga foi utilizada a equacao:

SO teg
' 1+ exp <:|: In 10 (pH — ch(f)))

e para a capacitancia:

exp (:I: In 10 (pH — pKéi)>>

[1 +exp <i In 10 <pH - pKé”))f

4o -

e Utilizar a equacgao correspondente: como visto anteriormente, foram usadas duas
abordagens: utilizando a aproximagao DH e sem essa aproximagao. A aproximacao de

DH resulta no seguinte sistema de equagoes:
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Figura 4.1: Fluxograma representando os algoritmos computacionais utilizados para determinar
a carga de cada residuo das proteinas e para cada pH utilizado.
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N
¢ = > <5ikz + CEO)QQ i

k=1

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

aproximagcao, a seguinte equagao foi utilizada e resolvida:

:|:60
1+ exp (j: In 10 (pH — pKéi)» + Zivzl Sikqr

Em ambos os casos temos:

g =

-1

59 4 lb\/g —3/2 3 1/2 1 ~1/2 3\%? 2 ~1/2
ik = — — = — /= — R — Q 3z~
Eir (2 2x ] Fx Q 2x 2x + o z + 3x
lbeg\/g -

—/ = —k
N W\/!@ .,

onde podemos observar explicitamente onde os valores constantes sao inseridos;

X

e Processo iterativo para a convergéncia das cargas: a partir da solucao inicial,
as novas cargas sao comparadas com o valor da iteracao anterior, de modo que se a
diferenca entre elas for menor do que um valor estabelecido (107°) significa que as cargas
convergiram, e caso contrario ela é reinserida na equagao corresponde e o processo se

repete até que a condicao 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 sitio com a regulagao de carga, e nesse

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



Capitulo 5

Aplicacao Para Modelos de IDPs

Com a finalidade de tornar mais evidente o mecanismo da regulacao de carga, fo-
ram idealizados 3 modelos distintos de IDPs, cada um contendo 50 residuos no total e mesma
constituicao, isto é, todos contendo 25 residuos acidos e o restante por residuos basicos. Os
residuos dcidos foram considerados dcidos glutamicos (Glu), cujo pKa desse residuo isolado é
pKa = 4,25 (1), enquanto os bésicos, as lisinas (Lys), no qual seu pKa isolado vale pKa = 10, 79
(1). A tnica diferenga entre esses trés modelos foi a forma como os residuos estao dispostos ao

longo da cadeia. Os trés modelos estao representados na Figura 5.1.

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

em uma solucao aquosa, na auséncia de sal (k = 0) e o comprimento de Bjerrum neste caso é

l,=7.2A.

Os céalculos desenvolvidos nos permitem fazer analises comparativas entre os mode-
los, e verificar o efeito da regulacao de carga. Para fazer essas comparacoes, determinamos a
distribuicao de carga e, consequentemente, a carga total das proteinas. Isso foi feito conside-
rando a aproximacao de Debye-Hiickel, através da equagao 4.56 e sem essa aproximacao, através
da equacgao 4.57. Ambas as equacoes 4.56 e 4.57, tém dependéncia com os parametros de volume
excluido (W), que neste modelo foram considerados independente dos pares de residuos (m,n),

sendo substituido por um valor médio (w), apresentados na Tabela 5.1, retirados da referéncia

Figura 5.1: Trés modelos de IDPs, onde E sao dcidos glutamicos e K sao as lisinas. (a)
Monoémeros dispostos de forma alternada entre E e K, (b) monomeros dispostos de forma
aleatdria, ou seja, sua distribuigdo nao segue um padrao definido, (¢) mondmeros dispostos
em dois grandes blocos, o primeiro bloco contendo apenas E e o outro bloco composto por K.

() EREREEERERERERIRERERERERERIRORERERERERERORERERERER
() ERREREIRHEHHIREERREIRHREERERRERARERDEEEEERDORERERED
(c) EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEMEEEKEKEEEIEEIEIE)

Fonte: Imagem retirada da referéncia (49).
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Tabela 5.1: Tabela contendo os valores médios do parametro de volume excluido de cada
sequencia de aminoacidos utilizados.

(w) Sequéncia
3.83 Alternados

3.4 Trechos Alternados
3.07 Blocos

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

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

através de simulagoes computacionais (40, 48).

A Figura 5.2 (a) apresenta a carga liquida da IDP em fungao do pH cujos residuos
estao dispostos de forma alternada, isto é, cada residuo de lisina tera um residuo de acido
glutamico ao lado, como mostra a Figura 5.1. Podemos notar uma diferenga entre as curvas
da carga liquida com a regulacao de carga e a curva na auséncia desse efeito. Essa diferenca se
torna mais evidente em pontos em que o pH é muito proximo do valor do pKa de cada residuo.
Para valores baixos de pH (entre 1 a 5), menores do que o pKa da lisina ( pKa = 10,79), a carga
total da proteina é positiva em virtude da protonacao dos residuos basicos. Pela forma como
os monomeros estao dispostos, a carga positiva dos residuos bésicos adjacentes vao diminuir
a probabilidade de protonacao dos aminoacidos acidos, fazendo com que esses sitios tenham
maior probabilidade de estarem desprotonados, resultando em uma carga liquida menor para a
proteina. Quando o pH fica proximo ao pK a da lisina, uma situagao analoga ocorre, so que agora
a carga liquida da proteina é negativa, devido a maioria dos sitios dcidos estarem desprotonados
e negativamente carregados. Dessa forma, é gerada uma regiao negativamente carregada em
torno do sitio basico devido a os residuos acidos adjacentes, favorecendo sua protonacgao. O
efeito geral disso é uma carga liquida menos negativa. Além disso, observa-se uma diferenca
sutil entre as curvas que representam os resultados obtidos com a aproximacao de Debye-Hiickel

4.56 e sem essa aproximacao 4.57, mostrando a sua validade para essa distribuicao.

Na Figura 5.2 (b) apresenta o efeito da regulagao de carga para o modelo represen-
tando uma IDP com seus residuos dispostos em trechos alternados. Nesse modelo os monomeros
estao dispostos como apresentado na Figura 5.1(b), ndo seguindo um padrao especifico como
no caso anterior. Nessa distribuicao, os residuos acidos e basicos alternam em pequenos trechos
com tamanhos distintos ao longo da cadeia. Desse gréafico, podemos notar uma semelhanca
muito grande com o caso anterior, na qual consideramos uma distribuicao alternada. Essa se-
melhanca se deve ao fato de que, apesar da distribuicao nao seguir uma ordem especifica, ela
possui apenas pequenos trechos compostos de residuos do mesmo tipo. Além disso, verificamos

que a aproximacao de Debye-Hiickel é adequada.

A ultima distribuicao que analisamos o efeito da regulacao de carga estd representada
na Figura 5.1(c). Nessa distribuicao, os residuos estao dispostos em dois grandes blocos, com

os 25 primeiros residuos compostos por acidos glutamicos e o restante por lisinas. Quando o
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Figura 5.2: Graficos de carga liquida por pH para os trés modelos de IDPs propostos:distribuigao
alternada dos residuos (a); distribuigao em trechos alternados (b); e distribuigdo em blocos (c).
A curva preta representa a carga total sem a regulacao de carga (SRC); A curva vermelha é
a carga total considerando a regulacdo de carga com a aproximagao de Debye-Hiickel (DH); A
curva em azul consideramos a regulacao de carga mas sem essa aproximacao.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

pH estd préximo do pKa do acido glutamico (pKa = 4,25), observa-se uma variagdo muito
maior entre as curvas da carga total sem a regulagao e as curvas onde a regulacao de carga
é considerada, a ponto da carga total ser quase nula na faixa onde o pH é proximo ao pKa
do 4cido glutamico (pKa = 4,75). Algo semelhante é observado quando o pH é préximo ao
pKa da lisina (pKa = 10,79). O que pode explicar essa diferenca é a prépria conformagao da
IDP, pois, geralmente, para uma distribuicao de carga desse tipo a proteina tende a se dobrar,
uma vez que o bloco carregado positivamente atrai o bloco com carga negativa, diminuindo
muito a probabilidade de protonacao dos sitios da cadeia. Como consequéncia disso observa-
se uma carga total, em modulo, muito menor quando comparado com as outras distribuicoes
estudadas. Nota-se também que a aproximacao linear nao é vélida para essa distribuicao pelo
fato da proximidade entre os monomeros ser maior, resultando em interacoes eletrostaticas mais

intensas.

A Figura 5.3 mostra o efeito da regulagdo para a carga média de cada residuo nos
trées modelos de IDPs propostos em pH = 10,79, que corresponde a um pH em que a regulacao
de carga é mais evidente, como visto anteriormente. Aqui também foram utilizadas as duas

abordagens desenvolvidas, isto é, a aproximagao de Debye-Hiickel (DH) (pontos vermelhos) e
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Figura 5.3: Graficos mostrando a carga de cada residuo em pH=10,79 para os trés modelos
de IDPs propostos. Sem regulagao de carga (SRC), com a regulagao de carga e utilizando
a aproximagao de Debye-Hiickel (DH), e com a regulagdo de carga, porém sem utilizar essa
aproximacao (RC). Os graficos (a), (b) e (c) representam a distribuigao alternada dos residuos,
os graficos (d), (e) e (f) a distribui¢do em trechos alternados e (g), (h) e (i) a distribui¢ao em
blocos ao longo da proteina.

1’( T T T T T T T T T T 1!“' T T T T T T T T T T 176 T T T T T T T T T T
12} @ 1 12w *DH| 1 1of (o * RC
0,8 R 03®®e0000000000000000000000] 0300000000000 0000000000000]
04_........................._ 0.4F a 0.4 a
s s s
o o o
s 18 " 18 % 1
0,4} 1= 04t 4 = 04t .
-0,81 {1  -08f 4 -08F -
00 0000000000000 00CPCCOOEOCT® OO VO 000 0000000000000 COOPOOO®TO OO 000000 0000000000000 OCOOCTO POV
124 4 azb 4 a2k -
_1 6 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 _1 6 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 _1 “, 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
’ 5 10 15 20 {5 30 35 40 45 50 ? 5 10 15 20 %5 30 35 40 45 50 ’ 5 10 15 20 2} 30 35 40 45 50
Monémeros Monémeros Monomeros
1" T T T T T T T T T T 1" T T T T T T T T T T 17‘ T T T T T T T T T T
12+ (d) i 12} (e) 4 1,21 (f)
0,8 - 0,300 0 o 90000 © 00 0000 oo, - 0,8-e0 0 o 00000 o 00 0000 gogq, -
e 000 o o0 0
04_.... 0000 © 00 0000 00000 ...._ 04_ a 04_ a
s < <
20 oy oy
S 18 9 15 ]
-04f 4~ 04f 4~ 04F -
0.8 {1 -o8f 4 -08f N
2-. o 00 0000 "we o [ ) 000000 00 © ¢ 00 20 o 00 0000 ”oe o [ ] 000000 00 ¢ © 00 0 © 00 0000 we o ] 000000 00 © ¢ 00
124 4 a2k 4 a2 4
_1 6 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 _1 “' 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 _1 6 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
? 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 ? 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 ’ 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Monomeros Monémeros Mondmeros
1’6 T T T T T T T T T T 1"" T T T T T T T T T T 195 T T T T T T T T T T
1,2+ (g) 4 1,2} (h) "oq . 4 1,2 (l)
o,
0,8F i 0,8F °... - 0,81 "“'-.,.. -
0000000000000000000000000 )
o 04f 1 < 04f (N 1 & 04f N
g B Bo
S 13 T 18 T ]
04} 4~ 04t 4~ 04+ -
-0,81 {1 -08f 4 -08F -
S000000000000000000000000 S000000000000000000000000 0000000000000000000000000
124 1 azb 4 a2k B
_1 6 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 _1 5 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 _1 6 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
? 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 ? 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 ’ 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

Monémeros Monémeros Monoémeros

Fonte: Elaborado pelo autor.

sem essa aproximacao (pontos azuis), nos permitindo analisar com mais detalhes quantitativos
o quanto a probabilidade de protonagao/desprotonagao é afetada devido a regulacao de carga.
Podemos avaliar também a validade da aproximacao de DH, vemos que para os graficos represen-
tando IDPs com distribuicao alternada e alternada por trechos, as duas abordagens nao tiveram
diferencas muito grandes entre as curvas representando a aproximacao DH e em sua auséncia,
mostrando que essa aproximacao ¢é valida nesses caso. No caso da distribuicao em dois blocos,
vemos uma diferenca muito grande entre as curvas representando a aproximacao DH e sem ela,
uma vez que, nesse caso os blocos carregados estao muito préoximos um do outro, resultando em
um potencial elétrico maior, nao sendo possivel a aproximacao de DH. Além disso, observa-se
valores médios das cargas maiores do que (+1), mostrando que essa aproximagao nao é valida,

apresentando um resultado sem significado fisico.
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Obtendo os valores das cargas considerando as interacoes entre os residuos, foi
possivel resolver numericamente a equagio 4.43, obtendo o valor de z = (RZ) / (R2 /), que
corresponde a uma grandeza que mede o quao expandida ou compactada a proteina estd em
relacao a um estado de referéncia, que neste caso é uma cadeia livre de interagoes. Os resultados
obtidos para cada modelo de IDP utilizado estao apresentados na Figura 5.4. De modo geral,
nota-se que em pHs proximos a os pKas dos residuos, na qual a proteina esta eletricamente
carregada, temos valores de x > 1, indicando que a proteina estd mais estendida em relacao a
uma cadeia ideal. Isso ocorre devido as as repulsoes eletrostaticas entre os residuos. A medida
que o pH fica entre os valores de 5 a 10, a proteina se encontra eletrostaticamente neutra (exceto
no caso caso da aproximacao de DH para a distribuigdo em blocos). Dessa forma o valor de x
¢ menor, pois se aproxima do caso de uma cadeia ideal. Podemos notar também que o valor de
x é menor com a regulagao de carga, o que é uma consequéncia do modulo da carga liquida da
proteina ser menor. Dessa forma, as repulsoes eletrostaticas sao menos intensas, fazendo com
que a proteina fique mais compacta. Com relacao aos modelos de IDPs utilizados, vemos que os

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

Figura 5.4: Gréaficos da distancia end-to-end renormalizada em unidades dessa grandeza para
uma cadeia livre de interagoes (), pelo pH para os trés modelos de IDPs propostos:distribuigao
alternada dos residuos (a); distribuigao em trechos alternados (b); e distribuigdo em blocos (c).
A curva preta representa a carga total sem a regulacao de carga (SRC); A curva vermelha é
a carga total considerando a regulacdo de carga com a aproximagao de Debye-Hiickel (DH); A
curva em azul consideramos a regulacao de carga mas sem essa aproximagcao.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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sao muito semelhantes, e ainda é vélida a aproximacao DH. Ja para a distribuicao em blocos
(Figura 5.4 (c)), vemos valores de x muito menores com a regulagao de carga se comparado com
os graficos das outras distribuicoes, uma vez que o bloco positivamente carregado atrai o bloco

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

Através da equacao 4.42 foi possivel determinarmos a distancia quadratica média
entre cada par de residuos ao longo da proteina para os trés modelos considerando a regulagao
de carga sem a aproximacao de DH. Vemos que essa equacao sao os elementos de uma matriz no
qual suas linhas e colunas correspondem cada par de residuos das IDPs. Essas matrizes estao
representadas como mapas de cores na Figura 5.5. Para facilitar a visualizacao foi representada a
raiz quadrada da distancia quadritica média, onde a escala ao lado estd em A e os valores foram
calculados para o pH=4,25. Além disso, foram feitas representacoes meramente ilustrativas, uma
vez que nosso modelo nao permite determinar uma conformacao média tridimensional para
representar a proteina. Nosso modelo nos permite obter dados de distancia média quadratica
apenas, nos permitindo fazer comparagoes entre os modelos descritos. Para o modelo de blocos,
em especial, nota-se uma forma mais compacta com relacao aos outros modelos, apesar de ser
uma IDP. Estudos mostram que devido a forma como os residuos estao distribuidos e dependendo
das condigdes da solugao (pH e concentragao de sal) tem maior tendéncia de formarem agregados

para solugoes desse tipo de proteina (72).

Para o modelo com os residuos dispostos de forma alternada, representado pela Fi-
gura 5.5 (a), podemos notar que a proteina é mais estendida devido as repulsoes eletrostéticas
entre os residuos bésicos, uma vez que sao 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 andlogo, como podemos verificar na Figura 5.5 (c), exceto por algumas regides, como as
distancias entre os residuos 31 e 36, que sao mais curtas devido a atracao eletrostatica entre os
trechos positivos e negativos, como ilustrado pela Figura 5.5 (d). Por fim, para a distribuigao
em dois blocos, representada na Figura 5.5 (e), vemos que a distancia entre as extremidades da
proteina estdo muito préximas, indicando que ela estd mais compacta (Figura 5.5 (f)), o que

corrobora com os resultados anteriores.

5.1 Aplicacao em Peptideos Antimicrobianos

O veneno de vespas contém diversas substancias importantes para a sobrevivéncia
do animal, tanto na caga quanto em sua defesa (73, 74). Além disso, vem chamando a atengao
algumas substéancias encontradas nesses venenos que sao de interesse farmacoldgico (73). Dentre
diversos peptideos 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 relacao a sua composi¢ao, os mastoparans sao compostos por 14 residuos
de aminoécidos, amidado no C-terminal. Geralmente, sao encontrados com trés residuos de li-

sinas nas posigoes 4/5 e/ou 11/12. Esses peptideos se encontram sem uma conformagao bem
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Figura 5.5: Matrizes cujos elementos representam a raiz da distancia quadratica média entre
0 i-ésimo residuo com o j-ésimo residuo para os trés modelos de IDPs:(a) com residuos acidos
e bésicos distribuidos de forma alternada;(c) em trechos alternados; (e) em dois blocos. As
imagens (b),(d) e (f) sdo meramente ilustrativas, representando espacialmente as IDPs. A
escala ao lado estd medida em A e as distancia foram calculadas para o pH=4,25.
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definida em solucao aquosa, adquirindo uma conformacao helicoidal estavel em ambientes como
a membrada plasmética (75, 76). Sua atividade antimicrobiana se deve a essa conformagao
que auxilia na adesao de varios desses peptideos na membrana plasmatica, consequentemente,

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

Estudos com dodecapeptideos mostraram que certas regioes sao mais suscetiveis a
substitui¢oes do que outras e a adicao de residuos carregados aumenta a sua eficiencia antimi-
crobiana (75, 77). Além disso, estudos com modelos de peptideos antimicrobianos compostos
apenas de lisinas e leucinas apresentam diferentes distribuicoes cationicas e que a dispersao des-
ses residuos de aminoacidos na camada hidrofilica é um fator que contribui para a atividade an-
timicrobiana (75, 78). Devido a essas propriedades e a dependéncia com a distribuigao de cargas
do peptideo, a regulacao de carga pode desempenhar um papel importante para a sua formacgao
helicoidal, sendo um 6timo modelo para aplicar o formalismo previamente desenvolvido. Para
analisar os efeitos da regulacao de carga foram utilizados dois mastoparans com distribuicoes e
quantidades distintas de cargas, estudadas da referéncia (75). Os mastoparans utilizados foram
as sequéncias MK578 ( INWLKAKKVAGMIL_ yy,) e MK4578911 (INWkKKIkkkVKGML_ ),
na qual na nomenclatura aqui utilizada, a letra M representa o mastoparan, K representa os

residuos de lisinas e os niimeros se referem as suas posicoes ao longo da cadeia.

Assim como desenvolvido anteriormente, vamos analisar os efeitos da regulacao de
carga nos peptideos antimicrobianos, calculando as cargas médias com a regulagao de carga e
comparando com o sistema na auséncia desse efeito. Para determinar as cargas sao necessérios
os valores médios do parametro de volume excluido e o comprimento de Kunh. Como os masto-
parans se assemelham ao modelo com distribuicao de trechos alternados, estabelecemos o valor
de (w) = 3,5 e mantivemos [ = 5,8 A.

A Figura 5.6 mostra a carga liquida para os dois peptideos: (a) MK578 e (b)
K4578911. Nessa figura podemos notar que a carga total passa a diminuir a medida que o
pH esté proximo dos valores do pKa da lisina (pKa=10,79) e do terminal amidado (pKa=9,60)
(9). Nesses graficos observa-se uma semelhanga com o modelo de IDP no qual os residuos estao
distribuidos em trechos alternados, porém vemos que quanto maior o numero de residuos io-
nizaveis, maior o efeito da regulacao de carga, uma vez que, nesses casos, as repulsoes entre
as lisinas sao mais intensas, diminuindo a probabilidade de protonacao desses residuos e conse-
quentemente suas cargas médias. Vemos isso com maior detalhe nos graficos da Figura 5.7, no
qual temos a carga de cada residuo com a regulagao e sem a regulacao para os dois peptideos
calculados no pH=9,60, por ser um pH onde tanto as lisinas quanto o C-terminal amidado
vao estar carregados, no caso do C-terminal, como esse pH corresponde ¢é igual ao seu pKa as

probabilidades de protonagao e desprotonagao sao iguais.

Com as cargas obtidas, podemos determinar a distancia quadratica média entre cada
par de residuos, como feito anteriormente. Os resultados obtidos estao apresentados na Figura
5.8, calculados para o pH = 9,60. No geral, podemos notar que o peptideo com mais cargas

positivas (MK4578911) estd mais estendido com relagdo ao de menor carga liquida (MK578)
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Figura 5.6: Graficos de carga liquida por pH para os dois mastoparans: (a) MK578; (b)
MK4578911. A curva preta representa o peptideo sem regulagdo de carga (SRC) e a curva
azul com a regulacao de carga (RC).
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Fonte: Elaborado pelo autor com os dados fornecidos da referéncia (75).

devido as repulsoes eletrostaticas entre os residuos positivos, como mostram as figuras (a) e (c),
sendo de fato mais intensas para o MK4578911. Vemos que o papel da regulacao de carga aqui

¢é atenuar as repulsoes, o que pode contribuir para a sua formacao helicoidal.
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Figura 5.7: Gréficos mostrando a carga média por residuo de dois mastoparans: (a)-(b) MK578;
(c)-(d) MK4578911 obtidas em pH=9,60. Os pontos pretos representam o peptideo sem re-
gulacao de carga (SRC) e em azul, com a regulagao de carga (RC).
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Figura 5.8: Matrizes cujos elementos representam a raiz da distancia quadratica média entre o
i-ésimo residuo com o j-ésimo residuo para os dois peptideos:(a) MK578; (b) MK4578911. A
escala ao lado estd em A e as distancia foram calculadas para o pH=9,60.
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Capitulo 6
Conclusao

Este trabalho teve como principal objetivo estudar os efeitos da regulacao de carga
em proteinas intrinsecamente desordenadas. Para isso, inicialmente foi feita uma descricao desse
mecanismo, mostrando que ocorre em macromoléculas biolégicas que possuam sitios titulaveis,
permitindo que essas moléculas modifiquem suas distribuicoes de carga quando alguma variacao
no ambiente quimico ocorra, como variagao no pH, variagao do potencial eletrostatico e/ou
concentracao de sal. Como IDPs sao ricas em residuos ionizaveis, a regulacao de carga pode
desempenhar um papel central em interacoes envolvendo essa classe de proteinas, o que motivou

o desenvolvimento deste trabalho.

Para estudar o mecanismo da regulacao de carga em uma IDP foi utilizado o de-
senvolvimento da referéncia (52). Nessa referéncia, obtemos as expressoes 4.56 e 4.57 através
da energia livre do sistema, o que nos permitiu determinar as cargas de cada residuo com o
efeito da regulacao de carga. Para a energia livre utilizou-se um modelo tedrico simplificado
para descrever a proteina de acordo com a referéncia (49), na qual nao foram considerados os
efeitos da concentragao de sal, a constante dielétrica do meio foi utilizado um valor usual para
modelos como esses. Nao foram considerados os detalhes atomicos de cada residuo, apenas
seus valores de pKa. Além disso, o hamiltoniano foi expresso com um comprimento de Kuhn
renormalizado, contendo as interacoes de volume excluido, interagoes eletrostaticas e energia
elastica das ligacoes entre os residuos da cadeia, o que nos permitiu representar o hamiltoniano

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

Os trés modelos de IDPs utilizados foram idealizados como contendo dois tipos de
aminoacidos apenas: o acido glutamico e a lisina. Afim de investigar o papel das distribuigoes
de cargas, foi considerado que todas possuiam a mesma quantidade de residuos, de modo que
unica diferenca entre os trés modelos foi a distribuigao com que os residuos das proteinas estavam
dispostos: o primeiro foi considerado com uma disposicao alternada; o segundo nao seguia um
padrao definido, com trechos de tamanhos distintos alternados ao longo da cadeia e o terceiro
foi considerado como dois grandes blocos de residuos bésicos e acidos. Para cada um desses

modelos foram analisados os efeitos da regulacao de carga em cada um de seus sitios titulaveis
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em pHs iguais aos pKas de cada residuo da proteina. Analisamos também como esse efeito
afeta a conformagao da proteina, através da distancia end-to-end renormalizada e as distancia

entre os pares de residuos.

De modo geral, nos trés modelos foi possivel observar que o efeito da regulacao de
carga causou a diminuicao da carga liquida média da proteina quando o pH é préximo do valor
do pKa dos residuos. Isso ocorre porque nesses pHs a flutuagao da carga dos residuos alcanca
seu valor maximo, deixando-os mais suscetiveis a variar a probabilidade de protonagao quando

nas proximidades de um outro corpo carregado.

Como uma aplicagao, exploramos o efeito da regulagao de carga em peptideos antimi-
crobianos, considerando que o sistema foi composto apenas pelos peptideos, de forma analoga
ao que foi feito para os modelos de IDPs. Foi possivel analisar nao sé distribuicoes diferen-
tes mas também quantidades distintas de cargas, pelo qual foi possivel observar que quanto
mais cargas no peptideo, maior o efeito da regulacao de carga, uma vez que as repulsoes ele-
trostaticas sao mais intensas, diminuindo a probabilidade de protonagao dos residuos basicos,
portanto, diminuindo suas cargas médias. Como as repulsoes sao menos intensas, isso pode
auxiliar na sua compactacao, ajudando a estabelecer as ligacoes de hidrogénio para formar a

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

O modelo proposto neste trabalho, embora simplificado, isto é, considerando apenas
a proteina isolada em solugao, foi possivel a partir dele determinar informagoes tteis em relagao
as cargas e conformacoes de IDPs, mostrando também sua extensao, ou seja, até onde foi valida

a aproximacao linear.
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