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Resumo:

Proteinas e peptideos sdo constituidos por subunidades estruturalmente mais
simples chamadas aminoécidos. Uma importante propriedade destes é que, dependendo
das caracteristicas do meio (tais como pH e concentracdo idnica), 0S Seus grupos
ionizaveis podem ceder prétons e, assim, adquirir carga elétrica ndo nula. Tal carga
influenciara na eficiéncia da formacédo de ligaces peptidicas e em interagbes proteina-
ligante, por exemplo. Partindo da hip6tese de que a diferenca entre os valores de pK dos
grupos ionizéveis isolados e destes como partes constituintes de um aminoécido é
devida, principalmente, & interacdo eletrostatica adicional que se atribui a presenca de
grupos vizinhos, elaborou-se um modelo que emprega a forma linearizada da equagéo
de Poisson-Boltzmann para o estudo de propriedades fisico-quimicas de moléculas com
trés grupos ionizaveis. Neste trabalho tal modelo foi aplicado aos amino&cidos:
Aspartato, Glutamato, Cisteina, Tirosina, Arginina, Lisina e Histidina. Calcularam-se
os valores de pK e as respectivas cargas elétricas médias de tais moléculas. Como 0s
resultados obtidos concordaram com aqueles oriundos de trabalhos experimentais, o
modelo tedrico foi expandido para tratar de di, tetra, pentapeptideos e de residuos de
lisina e glutamato da proteina Staphylococcal Nuclease. Os valores do Fator de
Correlagdo de Pearson calculados para ambos proteinas e peptideos sdo superiores a
0,99, fato este que evidencia a eficiéncia e versatilidade do modelo ao reproduzir

valores de pK reportados por outros autores.

Palavras-chave: pK de biomoléculas, Aproximacdo de campo médio, Equacdo de

Poisson-Boltzmann, Carga elétrica média.



Abstract:

Proteins and peptides are composed of subunits structurally simpler called amino
acids. An important property of these is that, depending on the medium characteristics
(such pH and ionic concentration), its ionizable groups may provide protons and thereby
acquire a nonzero electric charge. Such charge will affect the formation of peptide bond
and protein-ligand interactions, for example. Assuming that the difference between pK
values of the isolates ionizable groups and of these as constituents parts of an amino
acid is mainly due to the extra electrostatic interaction attributed to the presence of
neighboring groups, was developed a structure-based model that employs the linearized
form of the Poisson-Boltzmann equation for the study of physicochemical properties of
molecules with three ionizable groups. In this work it was applied to the amino acids:
aspartate, glutamate, cysteine, tyrosine, arginine, lysine and histidine. The pK values
and respective mean electric charges were calculated. As the calculated values agreed
with those from experimental studies, the theoretical model has been expanded to the
treatment of di, tetra, pentapeptides and Staphylococcal Nuclease residues. The Pearson
Correlation Factor calculated for both proteins and peptides are above 0.99, what points
to the effectiveness and versatility of the model to reproduce pK values reported by

other works.

Key-words: pK of biomolecules, Mean field approximation, Poisson-Boltzmann

equation, Mean electric charge.
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Capitulo 1

Introducao

Grande parte das atividades celulares é realizada por proteinas, macromoléculas
compostas por subunidades chamadas aminoacidos. As distintas caracteristicas destas
subunidades, tais como hidrofobicidade e polaridade, sdo as responsaveis pelas
propriedades conformacionais e estruturais que as referidas macromoléculas adquirem®,
sendo um exemplo disto a formagdo de motifs de glicosilagio em anticorpos
recombinantes®.

Por si s0, os amino4cidos podem desempenhar importantes fungdes. A glicina,
por exemplo, mesmo sendo o aminodcido de estrutura mais simples, exerce a
importante funcdo de neurotransmissor inibitério®. Tocante & polaridade das
subunidades, um estudo realizado por Trevino® mostra que ambos, glutamato e
aspartato, contribuem mais para a solubilidade da RNase (Ribonuclease) do que os
outros aminoécidos hidrofilicos.

Devido as dimensbes e massas envolvidas em sistemas bioldgicos, a interacdo
eletrostética é importantissima® logo, a presenca das cargas elétricas ¢ um dos principais
fatores que ditam a dindmica de varios processos fisioldgicos, dentro dos quais podem
ser citados a transferéncia de elétrons entre peptideos’ e a adsorcdo destes em
membranas’. A elevada complexidade tanto dos processos quanto das estruturas
moleculares faz com que a determinagdo destas cargas em proteinas seja muito dificil.
No entanto, como 0s aminodcidos sdo mondmeros de estrutura relativamente mais
simples e bem conhecida, h4 a possibilidade de se desenvolverem modelos para estes e,
havendo sucesso, estendé-los para proteinas.

Um parédmetro crucial para o estudo de cargas elétricas médias, entre outras
grandezas fisico-quimicas, é a determinagéo do valor de pK de cada grupo ionizavel dos
aminodcidos e, para tanto, abordagens tedricas e experimentais tem sido amplamente
desenvolvidas. Véelakova® lancou méo da técnica de eletroforese capilar para mensurar

a mobilidade efetiva da forma catibnica de aminoacidos e aplicou a aproximacdo de

18



Mclnnes e a teoria de Onsager para a determinagédo das constantes termodinamicas de
ionizacdo K (com K sendo igual a 10™<) para cada um deles. Utilizando a técnica
anterior juntamente com UV e Coupled Contactless Conductivity Detection (C*D),
Henchéz® determinou os valores de pK para todos 0s grupos ionizaveis dos 20
aminodcidos de ocorréncia natural (proteinogénicos).

Alguns programas computacionais como o SPARC'®*! e 0 PKAS™ conseguem,
pelo emprego de relacdes de energia livre e atividade quimica, obter o pK em moléculas
poliprdticas. No entanto, eles se caracterizam pela intrincada especificacdo, por parte do
usuério, das condicbes (tais como temperatura e concentracdo idnica) nas quais a
molécula analisada se encontra.

Para a obtencéo dos valores de pK dos residuos de Lys, Arg, Asp e Glu internos
a Staphylococcal Nuclease, Wallace'® exemplifica a aplicabilidade de Dinamica
Molecular enquanto que Gunner* utiliza 0 Método de Monte Carlo em conjunto com a
solucdo da equacéo de Poisson-Boltzmann obtida pelo método de Diferengas-Finitas.

Ainda na linha computacional, Antosiewicz™ calcula o pK dos residuos de
aminoéacidos em proteinas solucionando a equacéo de Poisson-Boltzmann por meio do
método de Diferencas-Finitas'®. Nota-se que os resultados apresentados foram, segundo
0 proprio autor, satisfatérios quando assumido que, nas regifes analisadas, a constante

dielétrica efetiva'’*®

possuia valores acima de 20. Pela conjunta aplicacdo desta
constante efetiva e do modelo de Born®, Isom calculou os valores de pK de residuos de
Lys® e de Glu* em regides do core da Staphylococcal Nuclease (SNase). Devido ao
papel desempenhado por esta constante, a sua definicdo é de extrema importancia e,

embora seu estudo remonte??2*

aos trabalhos de Debye, Sack e Lorentz, ainda hoje
modelos continuam a ser elaborados. No trabalho aqui apresentado, desenvolve-se, de
maneira detalhada no Capitulo 4, uma abordagem que permite obter a constante
dielétrica efetiva em termos da posi¢do na qual se calcula o potencial eletrostatico.

Quanto aos trabalhos tedrico-analiticos para o célculo de constantes de
ionizacéo, Agostinho Neto® empregou a aproximacéo de campo médio juntamente com
a equacdo de Poisson-Boltzmann para obter o grau de ionizagéo do &cido galacturonico
em fungéo da sua concentragao.

Seguindo esse mesmo tratamento, construiu-se em um projeto de iniciagdo
cientifica®® um modelo que, utilizando a forma linearizada da supracitada equacéo,
pardmetros espaciais e valores de pK de moléculas estruturalmente mais simples,

possibilitava a determinagdo dos valores de pK e das cargas elétricas médias dos
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aminodcidos apolares, i.e., aminodcidos com apenas dois grupos ionizaveis, que sao:
glicina, alanina, leucina, isoleucina e valina. Devido ao fato de os valores calculados

anteriormente®® concordarem com os da literatura®?’

, 0 trabalho aqui descrito é a
extensdo deste modelo para os amino4cidos com trés grupos ionizéveis: Asp, Glu, Arg,
Lys, His, Cys e Tyr. Tal extensdo, além de completar o modelo desenvolvido,
possibilita estimar a carga elétrica média, o grau de ionizagdo e os valores de pK em
funcdo da concentracéo i6nica e do pH do meio, sendo que, por tal modelo, ha a direta
especificacdo destes pardmetros por parte do usuario. Objetiva-se, também, analisar o0s
resultados obtidos em condicdes proximas as condicdes fisiologicas® e testar a

aplicabilidade do modelo a peptideos e proteinas.
1.1 Bioquimica de Aminoacidos e Peptideos

Todas as proteinas, desde as pertencentes as linhagens mais antigas de bactérias
até as presentes nos seres humanos, sdo construidas a partir do mesmo conjunto de 20
aminoécidos ligados em sequéncias lineares. S&o os componentes e a ordem de tais
seqliéncias os responsaveis pela variedade de proteinas observadas na natureza.

Apesar de serem constituidos basicamente por carbono (elemento de baixissima
abundancia no meio interestelar), estudos conduzidos por Pizzarello®® e Sephton®
encontraram, respectivamente, vestigios dos aminoacidos isovalina e glicina no
meteorito Murchison. Tais resultados colaboram para a hipétese de que a formagéo de
moléculas organicas em nosso planeta so foi possivel pela vinda ndo s6 de agua, mas
também de moléculas orgéanicas em cometas e asterdides.

Aminoécidos sdo moléculas que contém simultaneamente grupos funcionais
amina e &cido carboxilico ligados ao mesmo atomo de carbono (denominado carbono-a,
C,). Excetuando-se a glicina, nos demais 19 amino&cidos a este carbono se ligam quatro
diferentes grupos substituintes: os grupos funcionais supracitados, um hidrogénio e uma

cadeia lateral cuja estrutura seré a responsével pela diferenciacéo entre os aminoacidos.

Figura 1.1: Representacdo de um aminoacido. A cadeia lateral é designada por R.
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Dependendo da estrutura da cadeia lateral, 0 aminoacido podera ser classificado

pelas seguintes classes™*":

+ Aminoédcidos de cadeia lateral ndo-polar e alifitica: possuem carater
hidrofobico e apolar. Leucina (Leu), isoleucina (lle), alanina (Ala) e valina (Val) detém
cadeias laterais volumosas, com seus atomos arranjados de tal formam que contribuem
para a estabilizacdo da estrutura protéica. A glicina (Gly) é o aminoacido mais simples e
a sua cadeia lateral (constituida por um Unico atomo de hidrogénio) ndo contribui para
interacBes hidrofobicas. A prolina (Pro), por apresentar um grupo imino ao invés da
amina, leva a reducéo da flexibilidade estrutural das cadeias polipeptidicas da qual faz

parte. A composicao desses aminoacidos é mostrada na figura 1.2.

Figura 1.2: Pro, Val, Ala, Gly, lle e Leu, respectivamente da esquerda para a direita. Atomos de carbono
em preto, oxigénio em vermelho, nitrogénio em azul e hidrogénio em branco. Correspondéncia cor-

elemento mantida em todas as figuras desta se¢do. Fonte: http://www.3dchem.com/search

+ Aminoéacidos com grupo hidroxila na cadeia lateral: serina (Ser) e a treonina
(Thr) sdo caracterizadas por, em suas cadeias laterais pequenas e alifaticas, possuirem

um grupo hidroxila o qual ndo é mais reativo do que o etanol. Veja a figura 1.3.

Figura 1.3: Ser e Thr, respectivamente da esquerda para a direita. Fonte:

http://www.3dchem.com/search

+ Aminoacidos de cadeia lateral aromatica: os aminoacidos desta classe,
fenilalanina (Phe), tirosina (Tyr) e triptofano (Trp), séo relativamente hidrofobicos. O
grupo hidroxila da tirosina e o anel indol do triptofano atribuem a estes aminoacidos

uma caracteristica significativamente mais polar do que a fenilalanina. Vide figura 1.4.
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Figura 1.4: Trp, Tyr e Phe, respectivamente da esquerda para a direita. Fonte:

http://www.3dchem.com/search

+ Aminoécidos de cadeia lateral carregada positivamente: a presenca de carga
confere a estes aminoacidos caracteristicas de basicidade e hidrofilicidade. Em pH 7, os
aminoacidos que possuem carga (total) positiva sdo a lisina (Lys), cuja cadeia lateral
possui um grupo amina terminal; a arginina (Arg), que tem um grupo guanidina
carregado positivamente e a histidina (His), constituida por um imidazol que confere a

cadeia lateral deste amino4cido um valor de pK préximo a 6,0.

Figura 1.5: His, Lys e Arg, respectivamente da esquerda para a direita. Fonte:

http://www.3dchem.com/search

+ Aminoédcidos de cadeia lateral carregada negativamente: em pH 7, os dois
Unicos aminodcidos cujas cadeias laterais se encontram carregadas negativamente sdo o
aspartato (Asp) e o glutamato (Glu), cada um deles possuindo um segundo grupo

carboxila na cadeia e representados na figura 1.6.

Figura 1.6: Glu e Asp, respectivamente da esquerda para a direita. Fonte:

http://www.3dchem.com/search

+ Aminodcidos de cadeia lateral amidada: os aminoacidos pertencentes a este
grupo, asparagina (Asn) e glutamina (GIn), apesar de serem as formas amidadas de Asp

e Glu, respectivamente, ocorrem naturalmente e sdo diretamente incorporados as
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proteinas. Suas cadeias laterais ndo se ionizam e ndo sdo quimicamente muito reativas.
Vejaafigura 1.7.

Figura 1.7: GIn e Asn, respectivamente da esquerda para a direita. Fonte:

http://www.3dchem.com/search

+ Aminodcidos sulfurados: a metionina (Met) detém uma longa e apolar cadeia
lateral na qual se encontra um atomo de enxofre. Este, por sua vez, possui um carater
nucleofilico mas, ao contrario do outros nucleofilos presente em proteinas, ele ndo pode
ser ionizado. Por outro lado, o grupo tiol presente na cadeia lateral da cisteina (Cys) &,
entre todas as cadeias laterais dos aminoacidos, o mais reativo. Em algumas proteinas,
ligagbes dissulfeto ocorrem entre residuos de Cys e este par de residuos assim
conectados recebe o nome de residuo de cistina. Estes dois aminodcidos estdo

representados na figura 1.8.

Figura 1.8: Cys e Met, respectivamente da esquerda para a direita. Atomo de Enxofre em amarelo.

Fonte: http://www.3dchem.com/search

Como mencionado anteriormente, neste trabalho foram estudados o0s
aminoacidos com trés grupos ionizaveis: Asp, Glu, Cys, Tyr, Arg, Lys e His.

Um dos objetivos do modelo desenvolvido consistiu em aplica-lo a situacdes
proximas as condicOes fisioldgicas e, sempre que possivel, buscou-se confrontar os
resultados calculados com aqueles presentes na literatura e obtidos experimentalmente.
Desta forma, no capitulo 6 serdo apresentados alguns resultados para a temperatura de
309,65 K (36,5°C).  Para a andlise dos efeitos da concentracdo idnica, tomaram-se por
base os valores apresentados por Alberts®® para os meios intra e extracelulares,

mostrados na tabela 1.1.
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Tabela 1.1: Valores das concentracgdes i6nicas para os meios intra e extracelular. Concentracdes de

outras espécies anionicas foram omitidas. Adaptada de Alberts®®

lons Concentracéo intracelular (mM) Concentracéo extracelular (mM)
Na* 5-15 145
K* 140 5
Mg** 0,5 1-2
ca** 10* 1-2
H* 7.10° 4.10°
CI 5-15 110

No capitulo 6 sdo apresentados graficos da variacdo de pK dos grupos
ionizaveis com o acréscimo da concentracdo i6nica bem como gréficos e tabelas de
valores de carga elétrica média dos aminoacidos em condicGes proximas as fisioldgicas

de pH e temperatura.

1.2 Caracteristicas Fisico-Quimicas:

Um dos tipos de reacéo quimica que tem extrema importancia para as células é
aquela que ocorre quando uma molécula, possuidora de alguma ligacdo covalente
altamente polar entre um hidrogénio e um segundo &tomo, se dissolve em &gua.
Quando isto ocorre, 0 d&tomo de hidrogénio da molécula polar pode doar, ao 4tomo a ele
associado, um elétron restando assim um ndcleo de hidrogénio (H"), i.e., um préton.
Como o oxigénio é um elemento de elevada eletronegatividade, este préton é por ele
atraido formando, assim, um fon hidronio (HsO"). A reacdo inversa ocorre muito
prontamente e, portanto, em um estado de equilibrio, muitos prétons estéo
continuamente transitando entre moléculas polares e a agua.

Acidos e bases, pela definicio de Svante Arrhenius®**

, S0, respectivamente,
substancias capazes de doar prétons e ions hidroxila (OH). Todavia, tal definicdo €
muito limitada, pois, por exemplo, ndo considera o fato de que o grupo NHs, mesmo
ndo possuindo a hidroxila, apresenta propriedades bésicas. Uma definicdo mais geral
foi formulada em 1923 por Johannes Brensted e Thomas Lowry®. Segundo eles, um
acido é uma substancia que pode doar prétons e uma base é uma substancia capaz de

aceitar protons. Em simbolos tem-se:

24



HA+H,0 & H,O0"+ A (1.2)

Na expressdo (1.1), um &cido de Brgnsted (HA) reage com uma base de

Bransted (H,O) formando uma base conjugada (A’) e um &cido conjugado (ion hidronio,

H30™). Como exemplos tém-se o0 ion acetato (base conjugada do 4cido acético) e o ion
amonio que € o acido conjugado da amdnia.

Uma vez que os protons de um ion hidronio podem facilmente passar para o

interior das células®?®

, a concentracdo de tal particula deve ser rigidamente controlada
de tal forma que a acidez do meio celular seja mantida constante. Com este intuito, as
moléculas com tendéncia a doar prétons o fardo se a concentragdo de H3O" for baixa.
Por outro lado, quando a concentragdo deste ion for alta, as moléculas com tendéncia a
absorver protons o fardo com maior facilidade. Pelo fato de o ion HO™ combinar-se com
um ion hidrénio para formar duas moléculas de 4gua, um aumento na concentracdo do
primeiro forga uma diminuigdo na concentragdo do segundo e vice-versa.

O valor da concentracdo de prétons pode ser expresso de uma maneira
experimentalmente mais convencional usando uma escala logaritmica. Assim, a

concentragdo de protons é escrita como:
pH = _IOglo [H +] (1-2)

Em solucdes aquosas de pH neutro (pH 7), a maioria dos aminoécidos estara em
uma forma ionizada, situagdo em que O grupo amina Sse encontra protonado
(—CH3NH3") e o 4cido carboxilico desprotonado a carboxilato (—COO),
denominando-se esta forma de zwitterionica (do alemdo zwitter, que significa
hermafrodita). Devido a estrutura da cadeia lateral da histidina, que possui 0 grupo
imidazol, ela é o Unico aminoacido capaz de exercer, significamente, funcdo tamponante
proximo ao pH 7.

O processo de ionizagdo é caracterizado por uma constante de equilibrio que,
para uma reagdo acido-base, é conhecida como constante de ionizagdo (K). Com o uso
da lei de agdo das massas® definem-se, respectivamente, para os grupos acido e basico

de um aminoécido:

[H,cCo0™ |[H"]

[H,CCOOH] Kl (1.3)
[CHNH, ][ H" ] K, w4
[ CH NH; |
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Em aminoécidos de cadeia lateral polar carregada, além dos dois grupos
mencionados acima, ha mais um grupo ionizavel e este se localiza em sua cadeia lateral.
Portanto, para o estudo desta classe de aminoécidos se torna necessaria a definicdo de
mais uma constante de ionizacdo que serd denotada por K; e pode ser exemplificada
pelo ion butilaminio da cadeia lateral da lisina onde tem-se:

[H(CH,),NH,][H" ]
—— =K (1.5)
[ H(CH,),NH; |

Ao longo deste trabalho é adotada a seguinte notacéo para os sub-indices: 1 para
as grandezas referentes ao acido etandico (grupo 1) ligado ao carbono a; 2 para a base
(grupo 2) ligada ao carbono a; € 3 para 0 grupo ionizavel presente na cadeia lateral do
aminoécido (grupo 3).

O grau de ionizagdo (o) é a relacdo entre o nimero (concentragdo) de grupos
ionizados e o nimero total de grupos. Seguindo a notagdo acima e tomando novamente

a cadeia lateral da lisina como exemplo obtém-se:

[H,CCOO]

=a, — &cido 1.6
[H,CCOO ]+[H,CCOOH] (1.6)
CH,NH .
ICH N[H*]3+[C2I—:|I N ]=a2 — base (amina) (1.7)
3 3 3 2
H(CH,),NH
[H(CH,),NH, = a, —> cadeia lateral. (1.8)

[H(CH,),NH; ]+[H(CH,),NH,]
A partir das seis Gltimas equacBes e com o uso da definicdo®® de pH e pK

consegue-se correlacionar o grau de ionizacdo de cada grupo ionizavel com a sua
respectiva constante intrinseca® de ionizagdo (pK):

1 1
[H*] L4100

o, = (1.9)

1+

[N

1
[H'] ~ 1+10CPH )
K,(T)

(1.10)
1+

1 1
[HT]  1+100CPH+P)
Ks(T)

1+ (1.11)
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1.3 Hipotese Adotada

Como mencionado anteriormente, hd casos em que 0s amino4cidos se encontram
na forma zwitterionica, i.e., uma molécula globalmente neutra em termos de carga
elétrica, mas que possui cargas locais devido a presenga de grupos ionizados. Por
consequéncia disto, h4 um potencial eletrostatico resultante ndo nulo.

Apesar de os grupos &cidos (grupos 1) dos aminoacidos serem estruturalmente
semelhantes ao &cido etandico, o valor de pK; deste é relativamente maior do que 0s
correspondentes valores dos primeiros. Comparando-se, também, os valores de pK;
definidos para os grupos bésicos (grupos 2) dos aminoacidos com os de um grupo
semelhante, tal como a metilamina, percebe-se que o pK; desta também é maior do que
os valores de pK; dos aminoécidos. Para explicitar o que foi dito, veja a figura 1.9 e
tabela 1.2:

Figura 1.9: Aminoéacidos estudados e respectivos valores de pK. O valor de pKsda Arginina é fornecido

por Willians*® enquanto todos os outros séo reportados por Henchoz®.

Tabela 1.2: pK e estrutura dos grupos amina e acido carboxilico.

Grupo ‘ pK ‘

Acido Etanéico pK =4,76

o pK =10,65
Metilamina
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A hipétese adotada neste trabalho € que a diferenga entre os valores de pK entre
0S grupos ionizaveis constituintes dos aminoacidos e dos mesmos quando “nao
combinados” se deve & interacdo eletrostética adicional devida aos grupos vizinhos e
aos fons em solucdo. Como citado anteriormente e seguindo esta hipétese, a presenga
(ou auséncia) de cargas em um dos grupos gera um potencial que ird influenciar na
ionizagdo dos outros, alterando assim os respectivos valores de pK.

Para realizar o teste desta hipotese, compararam-se as grandezas calculadas pelo
modelo tedrico com aquelas oriundas de trabalhos experimentais. Os resultados

encontram-se no Capitulo 6.
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Capitulo 2

Modelo e Fundamentacéo Teorica

Considerando que os aminoacidos estudados encontram-se em solucgdo aquosa e
cada um destes é tratado como um “aminoacido de ensemble” representando, assim, 0s
valores médios das grandezas referentes as moléculas iguais a ele.

Os aminodcidos sdo principalmente constituidos por carbono, elemento
responsavel por conferir a eles caracteristicas apolares. Como tais se encontram em
solucdo com um liquido polar (&gua), para estudos que visam descrever as suas
propriedades em termos da interacdo eletrostatica®™®, a constante dielétrica é um
parametro de mister importancia.

Devido a dificuldade experimental de se obter a constante dielétrica (CD) em
regibes internas das proteinas, alguns trabalhos empregam a fenomenologia em
conjunto com o modelo de Born para estima-la?>**. Nestas regides, tanto trabalhos
experimentais quanto analitico-computacionais apresentam valores entre 6 e 38%. No
entanto, na interface proteina-solvente, estudos experimentais fornecem valores que
variam de 40% a 120", E digno de nota que todos esses resultados se referem a
Constante Dielétrica Efetiva (CDef). Segundo Isom?, tal grandeza é um pardmetro em

cujo valor estdo inclusas as contribuicdes ndo explicitadas™*®

20,21

pelo modelo empregado
para o calculo do pK, por exemplo

A variedade de valores apresentados para CD.r em diferentes regides sugere que
ela seja uma funcdo dependente da posi¢do onde € calculada e que possua um carater
sigmoidal*®“*2. Ao longo deste trabalho é apresentado um modelo teérico que resolve
um problema de condi¢fes de contorno para um sistema constituido por dois meios
dielétricos lineares distintos. Este modelo, além de fornecer resultados em termos da

posicdo onde se calcula a CDey, justifica alguns dos valores supracitados.
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2.1 Modelo para o Céaculo da Constante Dielétrica Efetiva

Inicialmente considera-se que, nos aminoacidos, cada par de grupos &cido e
base estd envolto por uma superficie esférica cujo interior (meio 1) é caracterizado pela
constante dielétrica ¢;. Devido a constituicdo molecular deste meio, admiti-se que ele é
semelhante a um hidrocarboneto. Para varios hidrocarbonetos, Richards® apresenta
valores de constante dielétrica bem proximos de 2,0. Com base nisto e para efeitos de
célculo, o valor de ¢; utilizado é 2,0.

O meio exterior a(s) superficie(s) supracitada(s) € constituido por agua e ions em
solucdo. A constante dielétrica deste meio, denotado por meio 2, é representada pelo
pardmetro &, cujo valor se obtém por uma interpolacdo de termos relacionados a
temperatura centigrada**(T, em °C) e & concentracao idnica (nio)*:

&, =87,7404-0,40014T +0,940425.10°T > -

2.1)
~0,140165.10 T2 —0,929212.10°T* + 26n,,

O pardmetro & estd envolvido com a contribuicdo dos ions para o valor da

constante dielétrica e é expresso em litros por mol. A figura 2.1 é uma representagdo do

sistema e do modelo:

Figura 2.1: Representa¢do da modelagem dos aminoacidos: ¢; é a constante dielétrica do meio 1 (com
valor igual a 2,0) e &, é a constante dielétrica da &gua, cujo valor é dado pela eg. (2.1). Os outros

parametros serdo explicados logo a seguir.

Para a visualizagdo de como se d& variacdo de &, com a temperatura, elaborou-se
a figura 2.2 na qual séo apresentados os valores calculados por (2.1) para dois distintos

valores de concentragéo ionica.
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Figura 2.2: Variacdo da ¢, com a temperatura para duas distintas concentracdes de NaCl.

Os principais pardmetros que influenciam no valor da constante dielétrica efetiva
s80 o raio (Res) da superficie que engloba cada par de grupos e a posi¢do do ponto onde

ela é calculada. O desenvolvimento matemético do modelo se encontra no Capitulo 4.

2.2 Modelagem dos Aminoéacidos

Os grupos ioniziveis sdo tratados como esferas que, quando carregados,
possuem uma carga pontual central. A presenca de um oxigénio, &tomo de elevada
eletronegatividade, no &cido carboxilico possibilita o efeito de ressonédncia da dupla
ligacdo e o nitrogénio do grupo bésico, que também é eletronegativo, pode atrair
fortemente o elétron de um dos seus dtomos de hidrogénio. Estes fatores fazem com que
0s “raios” de tais grupos sejam dificeis de serem determinados e, portanto, optou-se por
trabalhar com os valores da distancia entre o centro de cada grupo e o inicio da sua
respectiva camada de hidratagao™.

Para as grandezas referentes aos grupos, tais como grau de ionizacdo e distancias
entre eles, € adotada ao longo de todo o trabalho a seguinte notagdo para 0s grupos e

respectivos sub-indices:

+ 1 para o grupo &cido (de raio r,) ligado ao carbono a;
+ 2 para o grupo bésico (de raio ry) ligado ao carbono a;

+ 3 para o grupo ionizavel (de raio rc) presente na cadeia lateral do aminoécido;
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+ R;: Distancia entre o grupos 1 e 2;
+ R,: Distancia entre os grupos 1 e 3;

+- Rs: Distancia entre os grupos 2 e 3.

Foram estudados os seguintes aminodcidos: acido aspartico (Asp), &cido
glutdmico (Glu), arginina (Arg), lisina (Lys), histidina (His), tirosina (Tyr) e cisteina
(Cys). Como todos eles apresentam o mesmo nimero de grupos ionizaveis (trés), ndo
houve a necessidade de se adaptar o modelo para cada um deles. Devido a essa
versatilidade, pode-se estendé-lo a outras moléculas que também possuam trés grupos
ionizaveis tais como certos oligopeptideos (vide Capitulo 7).

Quando os grupos ionizaveis ndo se encontram combinados em um aminoacido
eles possuem constantes de ionizagdo denominadas de constantes de ionizacdo
intrinsecas, K;, com i dado pela notagdo acima. Baseando-se na semelhanca estrutural
que 0s grupos 1 possuem com o acido acético (etandico), em todos os aminoacidos eles
foram tratados como tal. Pelo mesmo critério de semelhanca, todos os grupos 2 foram

tratados como metilamina, conforme presente na tabela 2.1.

Tabela 2.1: Valores** de pK e pK; intrinsecos para os grupos 1 e 2.

Grupo pK
Acido Etandico pK =4,76
Metilamina pK =10,65

O que distingue cada um dos aminoacidos é o grupo presente em sua cadeia
lateral e cada um destes também foi tratado como a molécula estruturalmente a ele mais
semelhante. A tabela 2.2 a seguir detalha a molécula e o respectivo valor de pK

intrinseco usado para cada aminoécido.
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Tabela 2.2: Aminoacido na forma completamente ionizada e tratamento dado a suas cadeias laterais com

o0s respectivos valores de pK intrinseco. Em verde, cadeias acidas e, em rosa, cadeias basicas.

Cadeia lateral tratada como:
Aminoacidos e
Respectivo pK (intrinseco):

Acido Propanéico

Acido Aspartico
P pK,=4,8734*

Acido Butanoico

Acido Glutamico s
pK3:4,83

L Etil-mercaptano
Cisteina

pK3=10,50%
. p-etano-fenol
Tirosina .
pK3:10,2
o Butil-guanidina
Arginina =
pKs=12,65
s Metil-Imidazol
Histidina s
pK3:6,95
. Pentilamina
Lisina

pK5=10,63%4

Depois de uma série de trabalhos, Momany*® apresenta o desenvolvimento de
potenciais interatbmicos empiricos para a obtengdo dos pardmetros estruturais dos
residuos dos 20 aminodcidos de ocorréncia natural na sua forma energeticamente mais
favoravel. Dentre os varios resultados apresentados, tanto na forma de figuras quanto
em tabelas, ha os valores dos angulos de torcdo e comprimento de ligagdes entre 0s
atomos constituintes dos aminoacidos estudados. Outras abordagens que possibilitam

tal estimativa dimensional, embora que indiretamente, s&o fornecidas por Sakurai*®®

e
Meiler®!, sendo que este Ultimo fornece os valores dos volumes das cadeias laterais.

No entanto, para uma melhor determinagéo tanto das distancias entre 0s grupos
quanto das dimensBes destes nos aminoécidos estudados, utilizou-se o programa

PyMOL>? em conjunto com os arquivos oriundos do Protein Data Bank (PDB). Seguem

33



na tabela 2.3 os valores desta fonte provenientes e utilizados no modelo aqui

desenvolvido:

Tabela 2.3: Aminoacidos com os respectivos valores de raios dos grupos ionizaveis e disténcias entre

eles. Os indices seguem a notacao definida nesta mesma sec¢éo. Valores calculados pelo PyMOL.

Aminoéacidos | r. (A% | r, (A)® | r. (A)% | Ry (A)*® | R, (A) ® | Ry(A) #®
Acido Aspértico 2.4 1,4 2,81 3,82 2,67 4,18
Acido Glutdmico | 2,4 1,4 5,08 2,70 5,88 5,38

Cisteina 2,4 14 2,76 2,71 4,83 4,05
Tirosina 2,4 14 6,53 3,75 8,44 6,51
Arginina 2,4 14 7,83 3,75 6,83 8,53
Histidina 2,4 1.4 2,91 3,75 3,99 3,91

Lisina 2,4 14 6,41 3,75 5,94 7,56

A hipdtese que alicerca o modelo é que a diferenga entre os valores de pK de um
grupo ionizavel isolado e deste como parte constituinte de um aminoécido se deve a
interacdo eletrostatica adicional exercida pelos grupos vizinhos e pelos ions em solugéo,
sendo o potencial eletrostatico médio quem representa todas essas contribuicoes.

O calculo deste potencial nas superficies de cada grupo ionizavel é crucial para a
obtencdo das grandezas de interesse e, consequentemente, teste da hipoOtese. Tal
determinagdo é possibilitada pela Aproximagdo de Campo Médio e pela teoria de
Debye-Hiickel’***, que sdo de grande valia para o estudo de sistemas eletroliticos.

Alguns detalhes destas abordagens sdo apresentados logo a seguir.

2.3 Aproximacao de Campo Médio e Teoria de Debye-Hiickel

Trabalhar com um sistema contendo um grande numero de particulas
interagindo fortemente entre si gracas a interacdo eletrostética requer um tratamento
estatistico. Admitindo-se que o sistema possa ser considerado como constituido de
subsistemas independentes, é possivel empregar a aproximacéo de campo médio®. Tal
aproximacgdo permite que, em um sistema de muitos corpos interagentes, toda a

interacdo que um corpo “sinta” devido aos outros seja representada por um campo
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efetivo. Procedendo assim, todas as flutuagdes nas interagcOes sdo desconsideradas, o

que caracteriza esta aproximagdo como uma aproximagéo de ordem zero.

Figura 2.3: Esfera que engloba cada para de grupos &cido e base e delimita dois meios distintos. No

meio 2 ha agua e ions em solucao.

No meio exterior & esfera que engloba cada par de grupos acido e base (meio 2),
h& N; ions em uma solugéo aquosa de volume V. A figura 2.2 representa esse sistema. A

densidade numérica de ions, n;, é dada pela seguinte express&o:
n=—=- (2.2)

Os ions séo tratados como esferas rigidas de raio a. Sendo z; e z; as valéncias dos
fons das espécies i e j, respectivamente, e levando em conta a “impenetrabilidade”
destas esferas, a energia potencial “interionica” pode ser expressa por>>:

400 —>TI<a

u;(r) =3 zz.e? 2.3
(1) 2 sr>a 23)
&,r

Na realidade, a presenca de cargas faz com que o dielétrico ndo seja um meio
continuo quando r é pequeno e os ions ndo se comportam como esferas rigidas.
Contudo, apesar da expressdo anterior ser apenas uma aproximagdo, ela fornece
resultados exatos para o caso em que a solugdo é muito diluida (ou seja, ni — 0).

Em 1923, Peter Debye e Erich Hiickel®® formularam uma teoria para as solugdes
ionicas. Tal teoria tem como base a consideracdo de que a interagcdo coulombiana,
caracterizada por ser de longo alcance e de grande intensidade em diminutas distancias,
é a principal responsavel por fazer com que o comportamento das solucdes idnicas se

afaste do ideal.
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A solugdo idnica como um todo € eletricamente neutra. Todavia, devido ao fato
de fons de cargas contrérias se atrairem mutuamente, ao redor de um ion h4 um excesso
de ions de cargas opostas (chamados de contra-ions). Tomando-se a média temporal do
arranjo idnico em solucdo, os contra-ions se encontram com maior probabilidade nas
proximidades dos ions. Essa nuvem de ions é denominada atmosfera i6nica e apresenta
uma simetria esférica em torno do ion central.

Apesar de o nimero de contra-ions ser maior do que o numero de ions com
mesma carga que a do ion central, a carga liquida da atmosfera idnica corresponde a
carga do prdprio ion central. A energia e, conseqlientemente, o potencial quimico de
qualquer que seja o ion central acaba se reduzindo devido & interacdo deste ion com a
atmosfera i6nica. Em um sistema em que ndo ha interacdo entre as particulas, o
potencial quimico (u;) é:

t; = 1 (F)+KT In(n,,) (2.4)

No entanto, como ha interacdo entre as particulas que constituem o sistema, a
densidade idnica, n;, € dependente da posi¢do (dada pelo vetor posi¢do ) do ioni e, por
causa disto, o potencial quimico pode ser reescrito ja se considerando esta corre¢do de
primeira ordem®>:

= #io(r) +KT In(n; (F)) + KT In(y, (7)) (2.5)

Em condic6es de equilibrio termodindmico, xi deve assumir o mesmo valor em
toda e qualquer regido da solugdo. O termo ;. (F)esta relacionado as propriedades de
um ion poder ser hidratado. Se as moléculas de solvente tiverem um arranjo na camada
de hidratagdo idéntico ao observado em qualquer outro lugar da solugdo, u’ serad
independente de © possuindo, assim, um valor constante.

O termo KT In(y,(r)), onde y, é o coeficiente de atividade da espécie i,
representa o trabalho isotérmico reversivel requerido para se adicionar ao sistema mais
um ijon da espécie i (que estava anteriormente em T;) na posi¢do dada por T,. Denota-se

este trabalho por W.
Se a estrutura do fon hidratado néo apresentar variagdes™, W corresponde a
diferenca de energia potencial eletrostatica decorrente da transferéncia da molécula de

I 1para r,. Sendo ¥(r) a funcéo potencial eletrostatico médio, tem-se:

E(r) =-V¥(r) (2.6)
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Onde E(r)representa o campo elétrico médio. Considerando-se que o produto

escalar entre o momento de dipolo do sistema e E(r) seja muito menor que ze ¥(r), a
energia potencial eletrostética do ion hidratado vale zie W(r) . Tal resultado é o0 mesmo
que o obtido para uma carga pontual zie na posigdo r. No tocante aos ions monovalentes
que, por sua vez, apresentam certa simetria esférica, pode-se aproxima-los a cargas
pontuais.

Com base nessa discussdo, a expressdo (2.5) ganha nova forma:
w = 1 (F)+KT In(n, (F)) + ¥ (F) (2.7)
Igualando as expressoes (2.7) e (2.4) tem-se que:
KT In(n, (1)) + z,e¥ (F) =KT In(n,,) (2.8)
O simbolo n,, representa a densidade numérica de ions da espécie i nas regides
onde o potencial eletrostatico médio é nulo. A esta regido da-se o nome de bulk.
Aplicando-se a funcdo exponencial em ambos os termos da equacéo (2.8), chega-se a

uma expressdo que informa como a densidade numérica de ions é influenciada pela

energia potencial eletrostatica média:

n(r)=n, exp(%ﬁl(r)j (2.9)
Com este resultado, pode-se expressar a densidade de cargas (p) por:
p=Zzieni(r)=Zzienioexp(%;}j(r)j (2.10)
A Lei de Gauss afirma que:
VE=P (2.11)

&

Empregando-se a identidade dada pela equagéo (2.6) tem-se que:

vy =P (2.12)
&

Desta forma, pode-se relacionar o potencial eletrostatico médio com a densidade

de cargas dada pela equacéo (2.10):

VY = —EZ zen, exp(—~ze¥ / kT) (2.13)
&7
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Esta equacdo € conhecida com Equagdo de Poisson-Boltzmann. A
consideracdo de que z,e¥ <<kT constitui a segunda hipotese adotada na teoria de

Debye-Hiickel.
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Capitulo 3

Céalculo do Potencial Eletrostatico Médio.

Considerando a hipotese de que o valor da constante de ionizagdo de cada um
dos grupos ionizaveis de um aminoacido seja alterado pela interacdo eletrostatica
adicional devida & presenca dos outros grupos e dos ions em solucéo, podem-se escrever
estas “novas” constantes de ionizacdo (que serdo denotadas por K;, K, e K3') da

seguinte forma:

. -ze¥

K. =K, ex L1 3.1
PRELN o1
K, =K, exp (_Z;—?PZJ (3.2)
. -7.e¥

K. =K,exp| —=—2 3.3
WS 6o

O simbolo ¥ é o potencial eletrostdtico médio nas vizinhangas do grupo
indicado pelo sub-indice, cuja correspondéncia com 0s grupos ioniziveis dos
aminodcidos é dada pela notagdo apresentada na se¢éo 2.2 e mantida ao longo de todo o
texto. Para cada grupo, este potencial leva em consideracdo a interagdo devida ao
préprio grupo, aos grupos vizinhos e aos ions em solucdo. T € a temperatura absoluta, k

a constante de Boltzmann e e é a carga elétrica elementar.

As equagdes (3.1) e (3.2) podem ser exemplificadas pelo caso de um grupo &cido

e outro basico. Para &cidos, a valéncia (z,) é -1 enquanto que para bases tal pardmetro

(z,) é +1. Assim sendo, chega-se a:

K, =K, exp(egl j—)para 0 grupo acido (3.4)
* _elPZ s =
K, =K, exp T ——>para 0 grupo basico (3.5)
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Nota-se que se ambos os potenciais forem positivos, por exemplo, a constante de
ionizacdo do &cido ird aumentar o que significa que ele cede prétons mais facilmente,
porém, a base terd sua constante de ionizacdo diminuida, ou seja, ela apresentard uma

maior dificuldade em se ionizar.

Os mesmos potenciais mencionados também influenciam na concentracdo de
protons nas vizinhangas dos grupos ionizveis. Deste modo, nas expressdes ao longo
deste trabalho, o termo pH corresponde a —log,,[H*], onde [H'] é a concentracdo de
protons em uma regido (bulk) na qual os potenciais sdo nulos.

Como as constantes de ionizagdo sdo alteradas pelos potenciais eletrostaticos

medios, o grau de ionizacdo de cada grupo também é influenciado. Com base nas

equacdes do primeiro capitulo e por (3.1), (3.2) e (3.3) tem-se:

o, = ! (3.6)
14100 PH#PK) exp(— eli?)

o, = ! (3.7)
14100 PHHPK) exp(eILPTZJ

o, = ! (3.8)
14100 PH#PK) exp(eljﬁ )

A expressdo para az foi escrita para uma cadeia lateral bésica. Para o caso de

uma cadeia 4cida, o argumento da exponencial é negativo.

3.1 Solucéo da Equacéo de Poisson-Boltzmann:

A carga efetiva de cada grupo ionizivel interage com ions e moléculas nas
vizinhancgas. A partir dai, para se descrever o potencial eletrostatico médio langa-se méo
da equacéo de Poisson-Boltzmann:

) 1
VA =——>"zen exp(-ze¥ /kT) (3.9)
ef i

Duas condigbes de contorno foram usadas na determinagdo do potencial

eletrostatico médio sendo que a primeira € que tanto o campo quanto o potencial
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elétricos sejam nulos em uma regido “distante” dos grupos ionizaveis. Devido ao fato de
a carga de um grupo ionizavel depender do grau de ionizagdo deste, a segunda condicéo
de contorno empregada € que, nas vizinhangas dos grupos ionizaveis, o campo elétrico
medio seja dado em funcdo do grau de ionizagdo (a) do grupo. Levando em conta a

fenomenologia do sistema, tal condi¢do é matematicamente expressa por:

o,e
=— 3.10
5 dre r? ( )
E, = % (3.11)
ey,
o€ . .
— > — Se 0 grupo da cadeia lateral for acido
Are 1,
E, = (3.12)
(1-ay)e . L.
~———"-— Se 0 grupo da cadeia lateral for basico
AE T,
&y =&,CDy (3.13)

Os parametros ry, Iy, € I a0, respectivamente, os raios do grupo acido ligado ao
C,, do grupo basico ligado ao C, e do grupo ionizivel da cadeia lateral. Como o sistema
em estudo € constituido por dois meios de constantes dielétricas distintas, nos calculos é

empregada uma constante dielétrica efetiva denotada pelo simbolo CDes. O valor desta
constante é determinado no capitulo 4. O simbolo &; representa a permissividade
efetiva.

Assumindo que os grupos tenham simetria esférica e que ¥ possuisse apenas

dependéncia radial, pode-se escrever a equagdo de Poisson-Boltzmann como:

izi(rz Mj =L S zen, exp(-zew(r)/KT) (3.14)
redr dr of

A equacdo para o potencial eletrostdtico usada nesse trabalho, admitido como
potencial da forca média, é a forma linearizada da equacgéo (3.14). Considerando a
segunda hipotese da teoria de Debye-Hickel (i.e., z,e¥ <<KkT) pode se expandir a
funcdo exponencial em uma série de Taylor que, truncada nos dois primeiros termos, da

nova forma a equacgéo (3.14):

1d(, 1 1 « z2e°¥(n)n.
—— | rP—=—Y()|=——)> zen, +—» - 7100 3.15
r2 dr( dr ( )J £y Z,: ALY Z.: kT (319)
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Como o sistema é eletricamente neutro, ou seja, a carga elétrica total contida
em um volume infinitesimal, porém macroscopico, é zero, o primeiro termo do lado

direito da equacéo acima € nulo. Assim, a equagdo a ser considerada é:

1d(, 1 « z°e*¥(r)n,
—lr—-—vmn|==—») —- 710 3.16
r? dr( dr ( )J £y Z,: kT (3.16)

Esta equagdo pode ser expressa em termos de pardmetros adimensionais. Para
tanto, definem-se o comprimento de Debye (A?), o potencial reduzido (¢,) € avariavel
& que séo dados, respectivamente, por:

ey KT

ﬂ, :W (317)
o(r) =%T(r) (3.18)
E=rlA (3.19)

Novamente, o simbolo n,, esté relacionado com a concentragdo de ions em uma

regido (bulk) na qual o potencial eletrostatico é nulo. Com estas trés identidades
inseridas na equacdo (3.16) e considerando-se uma solucdo que contenha apenas uma
espécie ibnica, chega-se a:
1d_,d
ot e

A solucdo geral desta ultima equagdo diferencial pode ser escrita como uma

Q=@ (3.20)

combinacédo de seno hiperbdlico e co-seno hiperbdlico ou em termos de exponenciais,
COMO Se segue:

_ a'exp(-r/A) N b'exp(r/A)

o) (ri2) (r/ 2)

(3.21)

Os simbolos a’ e b’ sdo constantes a serem determinadas pelo uso de condigdes
de contorno. Uma destas condicOes é que o potencial ndo divirja para “grandes” valores
de r e para concordar com isso a constante b’ tem que ser tomada como nula. Assim, a
solucdo geral da equagdo (3.20) é dada por:

o(r) = a'exp(-r/A)

) (3.22)

Considere um ponto P cuja distancia em relagdo aos centros dos grupos

ionizaveis seja dada com base na figura 3.1 indicada a seguir.
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Figura 3.1:Distancias entre um ponto P e os centros dos grupos acido e base.

O potencial reduzido “total”, ¢(r), calculado no ponto P € o potencial que leva

em conta as contribuicdes de todos os trés grupos ionizéveis e dos ions em solucéo. Este

potencial é dado por:

p(r) =9, +¢,+¢, (3.23)
®a @ @c COrrespondem ao potencial no ponto P calculado a partir dos grupos
acido, base e da cadeia lateral, respectivamente. Esses potenciais sdo escritos na forma

indicada pela expresséo (3.22), ou seja:

_aexp(-|r/a) aﬂexp(—‘ﬁﬁf‘/l)

— 3.24

S (ZTP) Ror (829
_ bexp(-|F|/ 2) 305
_cexp(-[F1/2) clexp(—‘ﬁﬁf‘/l) (3.26)

§0C - T = R

(717 2) ‘R3+r‘

A equagdo (3.24) informa o potencial reduzido exercido pelo grupo é&cido, a
equacdo (3.25) é o potencial reduzido devido ao grupo bésico e a (3.26) é o potencial
reduzido exercido pelo grupo ionizavel da cadeia lateral. As constantes de integracédo a,

b e c sdo determinadas pelas condigdes de contorno relacionadas com 0s campos
elétricos, i.e., equagBes (3.10), (3.11) e (3.12).
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Com o intuito de se obter o potencial reduzido em termos da varidvel r e
seguindo a definigdo de &ngulos e vetores dada pela figura 3.1, as expressoes (3.24) e

(3.26) foram escritas como:

aiexp(—‘ﬁﬁf‘//l) _ gy P +RI 2R, cos6) | A}

IR, +F| ((r* +R?—2rR, cos0) ") (820

P =

CAEXP(—‘ﬁﬁr‘M) o, &P (r2+R?-2rR, cos0") | A}

‘|§3+f"‘ ((r +R2-2rR, cos6")’ ) (5:29)

P =

Os argumentos das duas ultimas exponenciais podem ser expressos em termos
de funcdes de Bessel e polindmios de Legendre®:
exp{—(r’ + R?—2rR cos@) /1}
((r2 +R?-2rR cos6) )

(3.29)
- mi}(zm +1)% Ko, (%}% m+}/( jP (cos6)
exp{~(r’ + RS —2rR, c0s0")" / 1} _
(R -2rR,cos0)” ) (3.30)

:i(2m+1)\/7 m+}/(R3j\/1_ m+y( JP(COS@)

| é a funcdo de Bessel modificada de primeira espécie e K é a funcdo
m+ly mely

de Bessel modificada de segunda espécie. De acordo com o teorema de adigdo dos

harménicos esféricos®’, o polindmio de Legendre, P, (cos®), é igual a:

~1)"Y," (R)Y, (F) (3.31)

P, (cosO) = 4r
2m+1

Combinando as equagdes (3.31) e (3.29), a expressao (3.27) se torna:
1

R, n*
_a/147z22( 1)" \/_ m%(7j7 m+y( jY (RY"(F)  (3.32)

m=0 n=-m

As funcgdes de Bessel de primeira e segunda espécies podem ser respectivamente

definidas em termos dos simbolos im e km:

B3]
W
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Assim, inserindo (3.33) e (3.34) em (3.32) chega-se a:

= m n . r n* /K nsa
o=ty 3 0k Bi [ L @ 33)
m=0 n=—m
Com base no texto de Watson®, novamente, definem-se os seguintes termos de
monopolo:
ko(&J: \/E exp(-R /1) (3.36)
A 2 (R /A)
()= \/E senh(r / 2) (3.37)
A 2 (rlA)
1
Y, =— 3.38
° = Jan (3.38)

Considerando apenas os termos de monopolo indicados acima, as somatoérias da
equacdo (3.35) fornecem a seguinte expressao para ¢, :
0. = aexp(—R, /1) senh(r /1)
2 (R /1) (r/A)

Utilizando um desenvolvimento andlogo ao descrito acima e trocando R; por R3

(3.39)

se obtém a seguinte expresséo para ¢, :

_ cexp(—R,/A) senh(r/ 1)

TR (A (3.40)

Finalmente, usando o principio da superposicdo, o potencial eletrostético
reduzido médio no ponto P levando em consideracdo a interacdo exercida pelos trés

grupos ionizaveis € dado pela soma das equagoes (3.40), (3.39) e (3.25):

bexp(-=r/A) senh(r/A)| cexp(-R,/A) aexp(-R, /A
(1) = 0.+, 4, = DEXPET12) , seni( ){ P(-R,/2)  aexp(-R, /1)

(r/Aa) (r/Aa) (Ry/A) (R /1)

Para o célculo das constantes de ionizacdo é necessario conhecer o potencial nas

} (3.41)

vizinhancas de cada grupo ionizdvel. Tendo por base a figura 3.1 e nomeando r, rp € r¢

0s raios dos grupos acido, base e da cadeia lateral, respectivamente, tém-se:

_aexp(-r,/ 1) N senh(r, /1) | bexp(-R,/ 1) N cexp(—-R,/A) (3.42)
L) (r./4) (R /2) (R, /) |
0, = bexp(—(r,/ 1) N senh(r, / A) {aexp(—Rl//l) . cexp(—R, /A)} (3.43)
(n/2) (n/2) (R /1) (Ry/2)
_cexp(-r, /1) N senh(r,/A)| aexp(-R,/ 1) N bexp(—R,/A) (3.44)
o(nlA) (r./ 1) (R,/ 2) (Ry/ 2) '
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Aplicando-se apenas 0 negativo da parte radial do gradiente em coordenadas

esféricas nas equacBes acima, o campo elétrico (E) nas vizinhancas de cada grupo

ionizavel é:

E = "J{ae"p(‘r:a &) :1+ f + :k;’jexp(—Rl 12) +%exp(—R2 /l)}{ésenh(ij— C‘;jh (;ﬂ}r (3.45)
E, = f{bw :1+ rb: + :alzjexp(—R1 12) vt%exp(—R3 /l)}{;} senh(;—bj - C(;:h (EH} ¢ (3.46)
E, = k;—{ce)(p(_r:cm) :1+ rc: + :k;:: exp(—-R, / A) + %exp(—R2 /l)}{é senh(;—cj —C(;jh(iﬂ} P (347)

O termo kT/e provém da propria defini¢do do potencial reduzido. E; é o campo

elétrico médio nas vizinhangas do grupo cido (que possui raio igual ar,); E,é o campo

elétrico médio nas vizinhangas do grupo bésico, de raio igual a ry; e E,é o campo

elétrico médio nas vizinhancas do grupo ionizavel da cadeia lateral, de raio rc.

3.2 Determinacéao das constantes de integracao a, b, ¢ e calculo

do grau

de ionizacgéao:

As equacbes de (3.10) a (3.12) permitem relacionar o campo elétrico na

superficie de um determinado grupo com o seu grau de ionizacdo. Seguindo este

raciocinio

juntamente

e pela fenomenologia do sistema estudado, as equagdes supracitadas
com (3.45), (3.46) e (3.47) fornecem:

2
-a,€° a exp(-r, /1) {Hi} N
ra

Are r2KT r
bA cA A
+ {E exp(-R, /1) + R_z exp(-R,/ /l)} {E senh

{1+ i:|+
rb

al cA
+ {E exp(-R,/A4)+ " exp(-R,/ 1)

3

3)

l-a,)e* b exp(-r, /1)
4re  r7KT I

(3.49)
B cosh

[ms)-=205)
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Cexp(—rC 1) {Hi}{%senh(r_cj_cosh (r_cﬂ
I, I, I A r. \4

(3.50)
. b—;Lexp(—R3 //’L)Jr%exp(—R2 1) |=
R3 RZ
o’ : L
————— —> Se 0 grupo da cadeia lateral for acido
4re 1 KT
_ (3.51)
A-a,)e? . .
———"—— — Se 0 grupo da cadeia lateral for basico
Are 1 KT

As equacdes (3.6), (3.7) e (3.8) relacionam os graus de ionizagdo com 0s
potenciais eletrostaticos. Inserindo em cada uma delas (3.42), (3.43) e (3.44),

respectivamente, obtém-se:

a, = 1 (3.52)
' 141007+ gy aexp(—ra/l)+senh(ra/l)_bexp(—Rllﬂ)Jrcexp(—Rz/ﬂ)_
(n/2) /2 | (R/A) R,/ 2)
o = 1 ) ) (3.53)
’ 141007447 gy bexp(—(r, /1) +senh(rb/l) aexp(-R, /1) +cexp(—R3/A)
(r,/2) /2 | (R/2) (Ry/2)
= 1 (3.54)
? 1410079 ey cexp(—rc/l)+senh(rc/l) aexp(—RZ/l)erexp(—Rg/l)
(r./2) (r./2) (R,72) (Ry/2)

Novamente, a expressdo para o grau de ionizagdo do grupo ionizavel da cadeia
lateral foi escrita como se este fosse um grupo bésico. Para o caso de se ter um grupo
acido, o argumento da exponencial da expressdo (3.54) deve ser negativo, obtendo
assim uma relacéo semelhante a (3.52).

Trabalhando com as sete Ultimas equacdes é possivel se obter as seguintes
relacbes entre os campos elétricos médios e os graus de ionizagdo corrigidos pelos

potenciais elétricos medios (¢):

+ Grupo 1:

/2 ~R/4 ~Ry/2
al 1+& +bE 4t izsenh(rlll)—icosmrlm) =
n n R/A - RIA]n n

(3.55)

(ze)’ 1

= 2
dre, KT 14100759 exp| aexp(-1,/2)  senh(r,/A)[ bexp(-R,/2)  cexp(-R,/2)
(r,/2) (r,/2) (R /1) (R, /4)
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+ Grupo 2:

1A —Ry/A Ryl 2
bE [1+l}+[ae +c }[/12senh(rzll)—COSh(rZM)}=
r

r, r, R/A RIA|T, r, (3 56)
_ (e 1
A7g, T2KT L1067+ gxp ~bexp(=(r, /1) _senh(rb/l)[aexp(—Rll/l)+cexp(—R3//1)}
(/) 0/2) | RIA) (R,12)
+ Grupo 3:
1/ —Ry/ % Ryl
& [1+i}+{ae +b }[/12senh(rgl/t)—COSh(@M)}:
r, r, R, /A Ry/A|N r, (3 57)
_ (ze)’ 1
A7 1, KT 14100745 gy _cexp(-r,/A) _senh(r,/2)| aexp(-R,/2)  bexp(-R,/4)
(r./2) (r./2) (R, /2) (Ry/2)

Devido a forma das trés Gltimas equagdes, nota-se que ndo é possivel escrever a
constante de integragdo a em fungéo de b, b em funcéo de c e ¢ em funcéo de a. As
equacdes (3.55), (3.56) e (3.57) sdo conhecidas como equagBes algébricas
transcendentais acopladas e, para a sua resolucéo, foi utilizado o método das aplicacdes
contratantes (vide Kolmogorov™®). Trabalhou-se com estas trés Gltimas equacdes de
modo a se chegar a igualdades entre as constantes de integragéo e fungdes denotadas por

f(a,b,c), g(a,b,c) e h(a,b,c) delas dependentes, definidas como se segue:

a=f(a,b,c)
Onde:
(ze)* 1
2 -h —Ry —R;
Are r KT 1410777 exp| a ® " senh(r/2) K Rl Lot Rl (3.58)
n/a (rll/l) R/A  R,/Z
f(a,b,c) =

—n/i
€ 1+&
h L

—R/4 “R,/A
be  4c® izsenh(rl//l)—icosr](rlu)
R/A  R/A|K I,

1
—nl/i

€ 1+&
il n
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b=g(a,b,c)

Onde:
(z.8)° 1
2 1, _ R,
ATl KT | 1gooms gyp| p & _SENN(B/A)], e | o™ (3:59)
LA  (n/A) | RIZ R4
g(a'b'c): —1,/ A
=]
1+ =
r2 Q
~Ry /A ~Ry/2
a4t izsenh(rzl/l)—icosr](rzm)
R/Z RyA|r ,
—r/A
]
E Q
c=h(a,b,c)
Onde:
(z8)* 1
2 T3 -] —R2
drg r7KT 1410 % exp| 8 1 +senh(r3//l) N Rilt gRal (3.60)
niA (ni2) | RJA R
h(a,b,c) =

—1 /4
€ 1+ A
3 I3

—R, /2 “Ry/2 [
al  ip izsenh(g//l)—iCOSh(gu)
R,JA Ry \

3
—r /4
ré ré

Com a aplicagdo do método das aplicagdes contratantes, primeiramente sdo

atribuidos um valor inicial aos parametros c e b em f(a,b,c), por exemplo, e, a partir
disto, determina-se um valor para a. Com a determinado, tal valor é usado em g(a,b,c)
para se calcular b. Este valor de b é inserido em h(a,b,c) para se calcular c. Quando o
novo valor assim obtido para c difere do valor a ele atribuido no passo anterior, este
novo valor de c é utilizado em f(a,b,c) e repete-se o processo até que se chegue a
convergéncia, que ocorre quando satisfeito o seguinte critério:

ﬂi+1 _ﬂi

<107 (3.61)

Sendo fi+1 0 valor de saida de cada uma das constantes (a, b e c) apés o célculo
de h(a,b,c) e 5 o valor de entrada destas no passo anterior. Utilizou-se 107 como
pardmetro de "corte", pois tais calculos foram realizados computacionalmente e, dessa
forma e devido & precisdo das variaveis adotadas, grandezas que difiram 107 entre si
podem ser consideradas como “iguais”. As constantes de integragdo sdo consideradas

determinadas quando todos os parametros a, b e c satisfizerem (3.61).
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Utilizando o método introduzido neste capitulo, elaborou-se um programa na
linguagem FORTRAN para calcular as constantes de integracdo e, consequentemente,
0s potenciais eletrostaticos médios e as grandezas deles dependentes em funcéo do pH,
da concentracdo idnica e da temperatura para todos os grupos ionizaveis de cada um dos
aminoécidos estudados. A equacdo de Henderson-Hasselbach permite correlacionar o
grau de ionizagdo de cada grupo com o seu pK. Por base na fenomenologia, a carga
elétrica media de cada grupo e a carga total dos aminoécidos também podem ser

inferidas a partir do grau de ionizagéo, a.

A proxima tarefa é a determinacdo da constante dielétrica efetiva (CDer) a ser

empregada nos célculos. Tal processo estd detalhadamente descrito no capitulo seguinte.
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Capitulo 4
Modelo para o Calculo da Constante

Dielétrica Efetiva dos Aminoacidos

O célculo da constante dielétrica efetiva dos aminoacidos é realizado
considerando-se um sistema constituido por dois meios dielétricos lineares distintos,

conforme mostrado nas figuras 2.1, 2.2 e 4.1.

Figura 4.1: Representacdo de um sistema de duas cargas dentro de uma esfera de raio R. A carga q;

dista a da origem e, para a carga g, esta distancia vale b.

O meio 1 é circunscrito por uma superficie esférica de raio R e caracterizado
pela constante dielétrica e; enquanto que o meio 2 corresponde a toda a regido externa a
tal superficie e possui constante dielétrica e,. Visando a aplicagdo deste modelo a
moléculas bioldgicas, como os aminoécidos, e devido a propria constituicdo molecular
destes, considerou-se o meio 1 como semelhante a um hidrocarboneto possuindo, assim,
g1 igual a 2***°. No meio 2 tem-se 4gua e fons em solucéo e para a determinagéo de e,
em funcéo da temperatura (°C) e concentrag&o idnica (nio, em mols por litro)* utiliza-se
a seguinte interpolagao****:
€, =87,7404—-0,40014T +0,940425.10°T* —

(4.1)
~0,140165.10°T° -0,929212.10 °T* + 26n,,

para NaCl, o parametro 6 é 5,5 litros/mol.
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No interior da esfera existem duas cargas, as quais foram denotadas por gi e .
Tomando o centro da esfera como origem, a posicdo de tais cargas é indicada na figura

4.1. O potencial eletrostatico no meio 1 ('¥,) satisfaz a equacéo de Poisson a qual, pela

disposicéo das cargas apresentada, pode ser escrita como:

vay, -~ ‘i) - %3(r -b) (4.1)(4.2)

Escrevendo x=cos@,y=cos(zx—0) e sendo P, o polindbmio de Legendre de
ordem I, obtém-se a seguinte solugao, vélida para |F|> (|é|,‘5‘) .
|

i . P(x)+ZTr RO+ i L p+SVIRGY)  (43)

47reoel o I 110

l

Exterior a0 meio 1 tem-se o meio 2, regido na qual o potencial (¥, ) €

descrito pela forma linearizada da equagéo de Poisson-Boltzmann (3.16):

¥
VZ\PZDH = szH (4.4)
com:
a2 = kT (4.5)

Zn.o .

onde o simbolo n,, é a concentragdo de ions em uma regido (bulk) em que o potencial

eletrostatico é nulo, z; é valéncia idnica e e € a carga elementar. Considerando simetria

azimutal, a solucéo da equaco (4.4), expressa em termos das funcdes de Bessel™>® i

ki, é:
.y 2(20+1). 2(2I+1) r
lPZDH_;XI - Il(lj ( jP(X) ZY . (lj I(ljpl(y) (4.6)

Para a determinacdo dos parametros T, V), Xi e Y), observa-se as seguintes

e

condigdes de contorno na interface entre os meios (i.e., r=R):

+ Continuidade da componente normal do vetor deslocamento elétrico:
e V¥, (F)| =&V, (F)| . (4.7)
+ Continuidade do potencial eletrostatico:
Wi, _x = Waoul, (4.8)

Através destas duas condi¢des, é possivel obter:
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X, = 42 (4.9)
8‘goRHzil (jj{;& K (ij (&,—¢,) +% Kia (iﬂ

| R
g8 (21 + DK, [Aj .

T = — T3 qlaR2,+1 (4.10)
471_80R2|+2 {R kl (AJ (81 —82)4—% KI+1 (AJ:| 7[8081
Y = —— F?Zbl - (4.11)
2 £
880R| 2|I (AJ|:R kl (Aj (81_82)4‘72 K|+l (lj:|
a,b' (21 + DK, GJ '
V, = % (4.12)

L1 (R P RY| 4re,eR™
Arg,R* {R K (}J (6,-¢,) +72 K (/lﬂ o

Conhecidos tais parametros, tem-se a solugdo completa para ¥, e ¥,,,. A

constante dielétrica efetiva, dependente do meio onde é calculada, é entdo dada pela

seguinte expressao:

1 qﬂ — % — — pontos internos a esfera
W oon | 4ng, |F -4 47[30‘F_b‘
CD, = (4.13)
L qﬂ —+ % = — pontos externos a esfera
Y oon | 4re,|F -4 47[go‘f'_b‘

Utilizando-se dos valores fornecidos pela tabela 2.3, o raio (Resr) da esfera que
engloba cada par de grupos analisados é estabelecido pela seguinte expressao:
LA +R
esf 2

onde r; e rjsdo os raios dos grupos envolvidos (i e j podem ser 1,2 ou 3) e Ri-; € a

(4.14)

distancia entre esses grupos (Ry, Rz ou Ry).

Com base nas expressdes desenvolvidas, construiu-se um programa
computacional para o calculo da constante dielétrica efetiva em termos da temperatura,
concentragdo idnica e posicdo do ponto desejado. Para a determinagdo da CDes dos
aminoécidos estudados, considera-se nula uma das cargas e, sob o ponto onde esta se

encontraria, calculou-se o potencial exercido pela remanescente. Neste caso, seguindo a
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figura 4.1, o parametro r assume o valor de Re menos o raio do grupo carregado

correspondente & carga anulada, ou seja:

(4.15)
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Capitulo 5

Resultados: Constante Dielétrica Efetiva

Para 25°C e 150mM de NaCl, os valores de constante dielétrica efetiva

calculados estdo mostrados na tabela 5.1.

Tabela 5.1: Aminoacidos e respectivos valores de constante dielétrica efetiva calculados em 25°C e
150mM de NaCl

., Grupos . .
Aminoacidos . Constante Dielétrica Efetiva (CDes)
Envolvidos
o Acido-Base 15,66
Arginina L .
Acido-Cadeia 79,95
Acido-Base 15,66
Histidina . .
Acido-Cadeia 26,11
o Acido-Base 15,66
Lisina ;
Acido-Cadeia 79,95
] Acido-Base 25,27
Cisteina )
Base-Cadeia 14,77
o Acido-Base 15,66
Tirosina
Base-Cadeia 79,95
Acido Acido-Base 16,70
Aspartico Base-Cadeia 25,25
Acido Acido-Base 25,25
Glutamico Base-Cadeia 29,01

Os elevados valores de CDes 0bservados nas regifes &cido-cadeia e base-cadeia
dos aminoéacidos Arg, Lys e Tyr se devem & propria geometria destas moléculas,
caracterizadas por suas extensas cadeias laterais (veja as figuras 1.4, 1.5 e os valores de
R, e Rz na tabela 2.3). Devido a estas cadeias serem praticamente “lineares” e a
predomindncia de moléculas de &4gua na regido entre 0s grupos, a interacdo exercida

pelas cargas destes serd atenuada apenas por uma constante dielétrica cujo valor é
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praticamente o mesmo que o de & (i.e., 79,95). Para cada aminoacido, o valor da CDes
correspondente & regido ndo mencionada na tabela 5.1 € o mesmo de ;.

As regides acido-base da His, Lys Arg e Tyr possuem o mesmo valor de
constante dielétrica efetiva, pois a distancia entre estes grupos (R; = 3,75A) é a mesma
em tais aminoécidos. O mesmo argumento vale para a igualdade observada entre Cys e
Glu.

Para as outras regides, 0s valores da constante dielétrica efetiva estdo entre 15 e
29. Tal faixa de valores concorda com os trabalhos que empregam tal pardmetro em
célculos que envolvem a interagdo eletrostatica e a variacdo dos valores de pK de
residuos de aminoécidos em proteinas®®.

Lys apresenta, segundo o modelo aqui desenvolvido, CDes proxima a 16 para a
regido acido-base. Para este mesmo aminoéacido, Isom? estimou valores entre 8 e 26. J4
para as regides envoltas do &cido glutdmico, nas quais a CDs calculada esta entre 25 e
29, 0 mesmo autor reporta21 valores entre 9 e 38. Estudando residuos de Asp na
Staphylococcal Nuclease, Castafieda™ utilizou CDf igual a 20. Novamente percebe-se
que os resultados aqui apresentados estdo consistentes com os presentes na literatura e
os valores desta oriundos sdo, pelo modelo aqui desenvolvido, justificados.

Para visualizar a variacdo da constante dielétrica efetiva com a posicéo do ponto
onde se calcula o potencial, considerou-se o caso de duas cargas de sinais contrarios e
equidistantes 2A do centro de uma esfera de raio 5A. Adotou-se 0 meio externo como
tendo uma concentracdo de 150mM de NaCl. O potencial foi calculado sobre a linha
que une as cargas e a partir de 1A da carga negativa (nesta situacéo, r é iguala3A e 0 é

igual a zero).

Figura 5.1: Cargas de sinais contrarios dispostas 2A da origem e internas & esfera de raio 5A. No ponto

P, distante r da origem, é onde se calculou o potencial.
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Os resultados s&o mostrados nas figuras 5.2 e 5.3.

fi

2
e
[

nte Dielétrica

o/

3 4 5 €6 7 & 8 10 1 12 13 14 15 4,80 485 4,90 495 5,00 505 510 515 5,20
0 0

onstante Dielét
=
5

Figura 5.2: Constante Dielétrica Efetiva Figura 5.3: Constante Dielétrica Efetiva
versus Distancia (r) para um sistema de versus Distancia (r). Zoom na interface
duas cargas. 25°C de um sistema de duas cargas. 25°C

Nas figuras 5.2 e 5.3, a linha azul pontilhada foi usada para delimitar os meios 1
e 2. Percebe-se, principalmente pelo zoom da figura 5.3, que proximo a interface h uma
grande variacdo da constante dielétrica em um curto espaco (4,8A a 5,20A). Um dos
principais motivos disto é a proximidade de um meio de elevada constante dielétrica
(¢2), cerca de 40 vezes o valor do meio interno®.

Valores de CDes entre 44 e 128 foram encontrados por Rees® ao estudar, no
citocromo ¢, a interacdo entre um atomo de ferro e residuos de lisina. Nas duas Gltimas
figuras, apesar de representarem uma situagdo com parametros distintos aos usados por
ele, observa-se que tais valores sdo encontrados em regiGes proximas a interface o que
é, novamente, justificado pelo papel exercido pelo solvente no qual, além de &gua, ha
ions monovalentes.

No meio 2, a curva para constante dielétrica efetiva apresenta 0 comportamento
sempre crescente, pois tal constante é calculada pela divisdo do potencial coulombiano
pelo potencial de Debye-Hiickel (expressdo semelhante a (3.22)) o qual, por envolver
um termo exponencial, vai a zero “mais rapidamente” do que 1/r. Outro fator, também
relacionado com a distancia r, e que contribui para este comportamento crescente, é que
para altos valores de r a expansdo em série de Taylor que origina a forma linearizada da
equacdo de Poisson-Boltzmann acarreta grandes erros.

Como em secBes posteriores € descrita a aplicacdo do modelo a condigdes
proximas as fisioldgicas de temperatura e concentragdo ionica, realizaram-se os calculos

de constante dielétrica efetiva também para 36,5°C. Seguem graficos (figuras 5.4 e 5.5)
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analogos aos anteriores e que permitem a comparagdo entre os valores de CDef obtidos
para duas temperaturas distintas.

\

« 25°C

My

stante Dielétrica Efetiva (CD,
&5

lonstante Dielétrica  ativ
2

3 4 5 [} ¥ & 9 m 11 12 13 14 15 480 485 480 495 500 5,085 510 515 5.20
0 0
Figura 5.4: Constante Dielétrica Efetiva Figura 5.5: Constante Dielétrica Efetiva
versus Distancia (r). Comparagédo entre versus Distancia (r). Zoom na interface e
temperaturas. comparacdo entre temperaturas.

Nas figuras 5.4 e 5.5 nota-se que o aumento da temperatura resulta em valores
ligeiramente menores de CDe+. Tal comportamento é devido ao fato de que o valor da
constante dielétrica do meio 2, constituido por agua e ions monovalentes, é regido pela

expressdo (4.1) que, com o acréscimo da temperatura, fornece menores valores de &;.
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Capitulo 6
Resultados e Discussdes: Grau de lonizacao

e Grandezas Correlatas

No modelo adotado neste trabalho, os aminodcidos sdo tratados como
aminoacidos de ensemble, consequentemente, o0s resultados apresentados se

caracterizam como valores médios.
6.1 Grau de ionizacéo (o) e pK':

Conhecida a constante dielétrica efetiva de cada aminoacido, ela foi inserida no
célculo do comprimento de Debye (X) que, por sua vez, é dado pela equagdo (3.17).
Com as constantes de integracdo determinadas por um programa computacional
(conforme descrito na secdo 3.2) obtiveram-se valores dos potenciais reduzidos na
superficie de cada grupo ionizavel e, a partir dessa grandeza, calcularam-se o0s
respectivos grau de ionizacdo, pK” e cargas elétricas médias. Salvo outra indicago, a
temperatura empregada nos calculos foi 298,15K e a concentracdo ibnica como igual a
150mM de NaCl. A posteriori sdo apresentados resultados para 309,65K, valor este
correspondente, aproximadamente, a temperatura fisiologica.

A seguir estdo os resultados obtidos, a comecar pelos graficos de grau de

ionizagdo versus pH (figuras de 2.1.1 a 2.1.7).
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Figura 6.1.1: Arginina (Arg). Grau de

lonizagéo (a) versus pH.

Figura 6.1.3: Cisteina (Cys). Grau de

lonizacgéo (a) versus pH.

Figura 6.1.5: Histidina (His). Grau de

lonizacgéo (a) versus pH.

Figura 6.1.2: Acido Aspartico (Asp).

Grau de lonizagéo (a) versus pH.

Figura 6.1.4: Acido Glutamico (Glu).

Grau de lonizagao (a) versus pH.

Figura 6.1.6: Lisina (Lys). Grau de

lonizag&o (a) versus pH.
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Figura 6.1.7: Tirosina (Tyr). Grau de

lonizagéo (a) versus pH.

As curvas dos graficos mostrados nas figuras de 6.1.1 a 6.1.7 permitem
acompanhar, considerando o pH, o processo de desprotonagdo dos grupos ionizaveis.
Como os valores de pK intrinseco dos grupos ionizaveis da cadeia lateral de Asp e Glu
sd0 muito parecidos, as curvas de grau de ionizagdo destes amino4cidos também sdo
semelhantes. Devido aos grupos ionizaveis das cadeias laterais de Arg e Lys terem sido
tratados como bases de elevado pK intrinseco (12,65 e 10,63, respectivamente) e pelo
potencial exercido sob suas superficies ser relativamente baixo por causa da grande
distdncia entre tais grupos e o0s restantes, oS grupos 3 iniciam 0 processo de
desprotonagdo (curvas em azul) em elevados valores de pH. Este mesmo argumento
explica o comportamento do grupo 3 da tirosina.

Nas curvas apresentadas, as quais se caracterizam pela continuidade, tém-se os
valores médios para o grau de ionizacdo (a), pois 0s amino&cidos estudados séo tratados
como aminoécidos de ensemble.

Para o calculo dos valores de pK langou-se mao da equagdo de Henderson-

Hasselbach:
* a
pH = pK; +Ioglo(—j (6.1)
l-o

a qual informa que, quando o pH da solucéo é igual ao pK” do grupo ionizavel, este
possui o igual a 0,5.

No programa computacional desenvolvido, o céalculo do grau de ionizagdo é
feito em intervalos de 0,01 unidades de pH. Realizado isto, buscou-se o ponto onde o o

de cada grupo ionizavel é 0,5 e, encontrados estes pontos, utilizou-se a equacdo (6.1)
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para se determinar os valores de pK~ de todos os grupos ionizaveis dos aminoécidos
estudados. Estes valores estdo transcritos na tabela 6.1, bem como os resultados

experimentais’ para comparagao.

Tabela 6.1: Valores de pK” calculados pelo modelo, provenientes da literatura. Solugio com 150mM de

NaCl e 25°C. 4 é diferenca entre os valores de pK calculados e os provenientes da literatura.

Aminoéacidos pK™ | Calculado Literatura A
PK; 2,14 2,02 0,08
Acido Asparti .
cido Aspartico ok 0.08 10,08° 0.05
(Asp) X
pKs 3,70 3,66° 0,04
pK, 2,21 2.29° 0,08
Acido Glutami *
cido Glutamico ok 0.89 0.87° 0.02
(Glu) X
PKs 4,17 4,17° 0,00
Ky 2,23 2,05 0,18
Cisteina . 9
pK; 10,10 10,19 0,09
(Cys) X .
pKas 8,48 8,44 0,04
pKy 2,26 238" 0,07
Tirosi o
irosina ok 0.3 0,157 0.17
(Tyn) N
pKs 10,05 10,577 0,52
pK: 2,12 1,05° 0,17
Arginina K 6 08 9 0.02
(Arg) pr2 ’ 9,00 ’
pKs 12,49 12,50% 0,01
pKy 1,60 1,549 0,06
Histidina . -
pKo 9,20 9.18 0,02
(His)
PKs' 6,44 6,07° 0,37
pKy 2,28 2.21° 0,07
Lisina . 9
pK; 9,19 9,19 0,00
(Lys) N
pKs 10,45 10,75° 0,30

Pela andlise de todos os valores da tabela 6.1, constata-se que o0s resultados
fornecidos pelo modelo estdo bem préximos daqueles obtidos experimentalmente por
Henchoz® em 150mM de NaCl e 25°C. A diferenca média entre ambas as abordagens

estd por volta de 2,7%. Esta concordancia suporta a hipotese deste trabalho no qual se
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admite que a interacdo eletrostatica, exercida pelos grupos vizinhos e ions em solugéo, €
o principal fator que influencia as constantes de ionizagdo dos grupos ionizaveis®.

Os resultados mostram, também, que o tratamento dado aos grupos 1 e 2 (i.e.,
acido e base ligados ao C, sempre modelados como 4&cido acético e metilamina),
conferiu a0 modelo eficiéncia e versatilidade, pois para distinguir cada aminoécido
necessita-se apenas dos valores dos pardmetros do grupo 3. Esta mesma modelagem por
semelhanca estrutural é empregada por Makowski®* no desenvolvimento de um campo
de forca para descrever a interacdo entre cadeias laterais ionizaveis.

Para detalhar o papel exercido pelos ions em solugdo, empregou-se a mesma
metodologia desta secdo para determinar quais valores de pK™ os grupos ionizaveis

assumiam com o acréscimo da concentragdo ionica.

6.2 Efeito da Concentracdo l6nica Sobre os Valores de pK”

Calculados:

O programa computacional desenvolvido foi implementado para permitir o
célculo do grau de ionizacdo de todos os grupos ionizaveis quando variados o pH e a
concentragdo idnica. Toda vez que o grau de ionizacdo de um dado grupo é igual a
meio, 0 programa, por base na equagdo de Henderson-Hasselbach, gravava em um
arquivo o pH e a concentracao idnica. Os resultados de pK; ', pK;" e pKs™ para todos 0s
aminodcidos estudados estdo mostrados nos gréficos presentes nas figuras de 6.2.1 a
6.2.6.

Figura 6.2.1: Variacdo de pK, com a Figura 6.2.2: Variagdo de pK,; com a

Conc. l6nica para Tyr, Glu, Cys e Asp. Conc. lonica para Arg, His e Lys.

63



iy

10.0 £

941 M j

100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
Concentracao lonica (mM)

Figura 6.2.3: Variagdo de pK, com a

Conc. l6nica para Tyr, Glu, Cys e Asp.

Figura 6.2.5: Variacdo de pK; com a

Conc. l6nica para Tyr, Glu, Cys e Asp.

Figura 6.2.7: Variacdo de pKs com a

Conc. l6nica para His.

Figura 6.2.4: Variacdo de pK, com a

Conc. lénica para Arg, Lys e His.
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Figura 6.2.6: Variacdo de pKs; com a

Conc. lonica para Arg e Lys.
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Nos gréficos de 6.2.1 a 6.2.4 percebe-se que, com 0 acréscimo da concentracao
ibnica ha, também, o aumento dos valores de pK;e pK, . Este comportamento se deve
ao fato de que com mais ions em solugdo, maiores serdo os efeitos de blindagem
eletrostatica, a qual fard com que a interacdo oriunda dos grupos vizinhos seja atenuada
(veja a equagdo (3.17)). Quéo mais atenuada for a interagdo, menor a influéncia de um
grupo sobre os outros™ e, por isso, os valores de pK” crescem e tendem aos respectivos
valores intrinsecos, ou seja, os valores que ocorrem quando cada grupo ndo esta
combinado em um aminoé&cido.

Algumas curvas apresentam “degraus"”, ou seja, valores de pK” que se mantém
constantes mesmo quando variada a concentragdo idnica, pois no procedimento
computacional adotado e devido a precisdo das varidveis empregues, determinava-se o
valor de pK* de um dado grupo i quando seu grau de ionizag&o era maior que 0,495 e
menor que 0,505.

Novamente, as diferengas entre as curvas de cada aminoacido se devem ao
potencial eletrostatico médio que é influenciado pelas correspondentes constantes
dielétricas efetivas. Este pardmetro, juntamente com a distancia do grupo aos vizinhos,
explica a baixissima variagdo de pKs do grupo ionizavel da cadeia lateral da Tyr, Arg e
Lys, conforme pode ser visualizado nas figuras 6.2.5 e 6.2.6.

O intrigante comportamento decrescente observado para o pKs™ da histidina e da
arginina (vide figuras 6.2.6 e 6.2.7, respectivamente) se deve aos efeitos de
reestruturacdo resultantes do processo de desprotonagdo dos grupos ionizaveis. Quando
isto ocorre, a conformacdo da molécula se altera e as distancias entre 0s grupos
interagentes também é modificada. Além disso, para a histidina, a CDet do meio &cido-
cadeia é cerca de trés vezes menor do que a do meio base-cadeia assim, na superficie do
grupo 3 a interagcdo predominante é a exercida pelo grupo &cido, cuja carga é negativa.
Por causa disto, o potencial nas vizinhancas do grupo da cadeia lateral (p3) é aquele que,
dentre todos os aminodcidos bésicos, alcanca os valores mais negativos, principalmente
com o acréscimo de ions que atenuardo as interages com ambos os vizinhos. Da

expressédo (3.3) pode-se obter que:
pK; = sz + ¢3 IOglO € (6-2)

assim, quanto mais negativo o valor de ¢,, menor o valor de pKs .
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6.3 Carga Elétrica Média Total em Condices Fisiologicas.

Dando seguimento a andlise das propriedades fisico-quimicas dos aminoacidos
estudados, segue uma analise sobre a carga elétrica média de tais moléculas. Tendo
determinado o grau de ionizagdo de cada um deles, a fenomenologia permite

correlaciona-lo com a carga elétrica média por meio das seguintes expressoes:

Q =-ae (6.3)
Q,=(1-a,)e 07(6.4)

—a,€ — Se 0 grupo da cadeia lateral for acido
3 = (6.5)

(1-a,)e — Se o grupo da cadeia lateral for basico

onde Q; é o valor médio da carga do grupo 1, &cido acético ligado ao C,; Q; a do grupo
2, metilamina ligada ao C,; e Qs a do grupo ionizavel da cadeia lateral. Seguem o0s
resultados obtidos com 150mM de NaCl. A carga elétrica média total corresponde a
soma das trés cargas médias parciais Q1, Q2 e Q. Os valores de carga elétrica média sdo
inicialmente apresentados na forma de graficos contidos nas figuras de 6.3.1 a 6.3.8.
Nas figuras de 6.3.2 a 6.3.8 a temperatura utilizada foi de 25°C. Para a obten¢do dos
dados da figura 6.3.1 utilizou-se a temperatura de 36,5°C e, consequentemente, 0S

valores de CDefa ela correspondentes.

Figura 6.3.1: Carga Elétrica Média Figura 6.3.2: Carga Elétrica Média
Total versus pH. 36,5°C versus pH para a Arginina. 25°C
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Figura 6.3.3: Carga Elétrica Média

versus pH para a Histidina. 25°C

Figura 6.3.5: Carga Elétrica Média

versus pH para o Acido Aspartico. 25°C
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Figura 6.3.7: Carga Elétrica Média

versus pH para a Cisteina. 25°C
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Figura 6.3.4: Carga Elétrica Média

versus pH para a Lisina. 25°C

Figura 6.3.6: Carga Elétrica Média

versus pH para o Acido Glutamico. 25°C
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Figura 6.3.8: Carga Elétrica Média

versus pH para a Tirosina. 25°C
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Nos gréficos de 6.3.2 a 6.3.6 visualiza-se um comportamento que estd
diretamente ligado & variacdo do potencial eletrostatico nas vizinhangas dos grupos
ionizaveis, pois com o aumento de pH os grupos se desprotonam e, consequentemente,
0s potenciais se tornam menos positivos. E digno de nota que essas curvas S&0
continuas, pois correspondem a carga elétrica média de um aminoéacido que tem suas
propriedades descritas em termos de valores médios.

Pelo fato de os valores de pK™ dos grupos basicos serem elevados, percebe-se
que os aminodacidos Arginina e Lisina permanecem com carga elétrica média total
positiva até pH proximo a 10. A Histidina, apesar de ter um grupo bésico em sua cadeia
lateral, assume valores mais negativos de carga total em pH 7,5, pois 0 pK™ do referido
grupo (i.e., 0 pKs) é baixo, sendo igual a 6,05 segundo os valores da tabela 6.1.

A figura 6.3.1 representa a variagdo dessas cargas com o pH e foi feita para dar
uma viséo geral do processo de ionizagdo. No entanto, o objetivo principal desta figura,
a Unica para elaborada em 36,5°C, é permitir uma analise dessas cargas elétricas médias
quando cada aminoacido se encontrava em condi¢des proximas as condi¢Oes
fisioldgicas de temperatura e concentragdo idnica. Para uma anélise mais detalhada dos
valores assumidos nesta situagdo, construiram-se os gréficos apresentados nas figuras
6.3.9,6.3.10 e 6.3.11.

Figura 6.3.9: Carga Elétrica Média Figura 6.3.10: Carga Elétrica Média
Total versus pH para Tyr, His e Cys. Total versus pH para Glu e Asp. 150mM
150mM de NaCl e 36,5°C de NaCl e 36,5°C
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Figura 6.3.11: Carga Elétrica Média
Total versus pH para Lys e Arg. 150mM
de NaCl e 36,5°C

Para os aminodcidos histidina, cisteina e tirosina percebe-se que, devido aos
valores de pK* dos seus grupos ionizaveis, a carga elétrica média total é da ordem de
1072, Assim, considerando as aproximagdes envolvidas no desenvolvimento do modelo,
é possivel afirmar que em condigdes fisioldgicas estes aminoécidos tem carga total nula.

Arginina e lisina apresentam, no intervalo de pH analisado, carga elétrica média
total praticamente igual a um, pois os seus valores de pK3" s&o superiores a 10,7, 0 que
faz com que a cadeia lateral esteja ainda completamente ionizada. Os acidos aspartico e
glutamico, cujos valores tanto de pK;” quanto de pKs n&o superam 4,5, possuem seus
acidos completamente desprotonados e, embora haja uma carga positiva na base, como
tais aminoacidos tem dois grupos &cidos cada, a carga elétrica total é, na referida faixa
de pH, praticamente igual a -1. Para se analisar como se da a variacdo da carga elétrica

media total com o acréscimo da concentracdo idnica, construiu-se tabela 6.2.
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Tabela 6.2: Valores de Carga Elétrica Média Total em 36,5°C.

Concentragdo ibnica (mM)
10 20 50 100 150 160 170
7,0 | 0,992 0,994 0,997 0,998 0,999 0,999 0,999
Arginina 7,2 | 0,987 0,991 0,995 0,997 0,998 0,998 0,998
7,4 | 0,980 0,985 0,992 0,995 0,997 0,997 0,997
7,0 | -0,990 | -0,988 -0,984 |-0978 |-0973 |-0,972 |-0,972

Aminoacido | pH

Acido
) 7.2 | -0,996 -0,993 -0,988 -0,984 -0,980 -0,979 -0,978
Aspartico
7.4 | -1,004 -0,999 -0,993 -0,989 -0,986 -0,985 -0,984
Acid 7,0 | -1,006 -1,002 -0,997 -0,995 -0,993 -0,993 -0,993
cido
) 7.2 | -1,017 -1,010 -1,002 -0,998 -0,997 -0,997 -0,996
Glutamico

74 |-1,034 -1,021 -1,008 | -1,002 -1,000 | -0,999 -0,999
7,0 | -0,068 -0,063 -0,053 | -0,045 -0,040 | -0,039 -0,038
Cisteina 7,2 | -0,103 -0,095 -0,081 | -0,069 -0,061 | -0,060 -0,059
7,4 | -0,153 -0,141 0,122 | -0,104 | -0,094 | -0,092 -0090
7,0 | 0,056 0,005 0,060 0,062 0,062 0,062 0,062
Histidina 7,2 | 0,031 0,033 0,036 0,037 0,038 0,038 0,038
7,4 | 0,013 0,016 0,019 0,022 0,227 0,223 0,061
7,0 0,996 | 0,997 0,998 0,999 0,999 0,999 1,000
Lisina 7,2 0,995 | 0,996 0,997 0,998 0,998 0,998 0,999
74 0,991 | 0,993 0,995 0,997 0,998 0,998 0,998
70 | -0,022 | -0,017 -0,011 | -0,007 -0,006 | -0,005 -0,005
Tirosina 72 | -0,036 | -0,028 -0,019 | -0,012 -0,010 | -0,009 -0,009
74 | -0,057 | -0,046 -0,030 | -0,020 -0,016 | -0,015 -0,015

(3) oproeOUIWE Op [B10] BIPAW BI1II9|8 BbIRD

Com o acréscimo da concentragdo ibnica nota-se que as cargas elétricas totais se
tornam mais positivas. Isto é explicado pelo resultado da secdo 6.2 onde foi visto que
com o aumento da concentragdo idnica os valores de pK™ tendem aos valores de pK
intrinseco. Com os valores de pK;" aumentando, a completa ionizacdo dos grupos
acidos é “retardada” e isto acarreta uma diminuicdo da contribuicdo negativa para a
carga elétrica média total.

Na tabela 6.2 estdo, em negrito, os valores calculados em condicfes proximas as
fisiologicas. Estes valores permitem visualizar a participacdo da cadeia lateral na
determinagdo da carga elétrica média total de cada aminoacido. A histidina, apesar de
ser um dos aminoécidos com cadeia lateral basica, é dentre estes 0 que apresenta o
menor valor de carga elétrica média total. Isto se deve ao seu ng* ser em torno de seis,

o que Ihe confere um carater tamponante.*
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Devido & concordancia obtida entre os valores de pK™ calculados pelo modelo
tedrico e aqueles provenientes de outros estudos, conforme mostrado na tabela 6.1,
decidiu-se expandir o modelo desenvolvido e aplicd-lo a outras moléculas com trés
grupos ionizaveis, tais como peptideos e proteinas. Os capitulos seguintes mostram as

consideragOes para tanto adotadas e os resultados obtidos.
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Capitulo 7

Pentapeptideos: Modelo e Resultados

Neste capitulo sdo apresentados a expansdo modelo tedrico, necesséria para o
calculo dos valores de pK” dos grupos ionizaveis e da constante dielétrica efetiva de

pentapeptideos, e 0s resultados assim obtidos.
7.1 AdaptacOes ao Estudo de Pentapeptideos

Nos capitulos 2 e 3 foram apresentados as aproximacdes e o desenvolvimento
matematico para a obtencdo do potencial eletrostatico na superficie de cada grupo
ionizdvel. Tal potencial leva em consideracdo a interagdo devida a carga do proprio
grupo, dos grupos vizinhos e dos ions em solucéo. Devido as consideragdes adotadas e a
forma generalizada como tal modelo foi concebido para os aminoécidos, o estudo de
peptideos com trés grupos ionizaveis necessitou apenas das dimensfes caracteristicas
destas moléculas e das distdncias entre oS grupos, 0s quais permaneceram sendo
modelados como esferas. A disposi¢do dos grupos estudados segue a figura 3.1.

Os grupos e os indices das suas grandezas correspondentes seguem a notacgao:

+ 1 para o grupo &cido, de raio r,, na extremidade C-terminal;
+- 2 para o grupo basico, de raio ry, na extremidade N-terminal;

+ 3 para o grupo ionizavel, de raio r, do residuo de aminoécido a ser estudado;

Todos os pardmetros espaciais, ou seja, raio dos grupos e distancia entre eles,

foram novamente calculados pelo programa PyMol®

a partir de arquivos PDB. Os
grupos C e N terminais permaneceram sendo tratados como &cido acético e metilamina,
respectivamente com pK intrinsecos de 4,76 e 10,65. Os valores de pK intrinseco dos

grupos ionizaveis das cadeias laterais sdo mostrados na tabela 2.2.
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Na sequiéncia deste trabalho foram estudados pentapeptideos com as seguintes
estruturas:

H e Ala— Ala— X — Ala— AlaeOH (7.1)

H eGly-Gly— X —Gly —Gly « OH (7.2)

A representacdo (7.1) foi chamada de Ala-pentapeptideos e a (7.2) de Gly-
pentapeptideos. Em ambas, € na posicdo X onde se encontra os residuos (chamados de
X-residuos) dos aminoacidos com cadeia lateral ionizavel: Asp, Glu, His, Cys, Tyr ou
Lys.

O célculo do valor de pK™ de cada grupo e, conseqiiente, grau de ionizagéo, foi

feito por meio de expressdes analogas a (3.1), (3.2) e (3.3):

K, =K, eXp(i—qulj (7.3)
K, =K, exp(_ElTPZj (7.4)
K; =K, exp(_ife'j (7.5)

Sendo que a expressdo (7.5) foi escrita para um grupo ionizavel basico. Se o
grupo ionizavel da cadeia lateral fosse &cido, ter-se-ia um argumento positivo na
exponencial.

Nos peptideos estudados, os grupos nas extremidades C e N terminais estdo
aproximadamente dispostos linearmente. Gragas a isto e seguindo 0 mesmo argumento
da disposi¢do geométrica dos grupos adotado nos capitulos 4 e 5, a constante dielétrica
efetiva para 0 meio entre os supracitados grupos (regido 1-2) foi tomada como igual a
€1, OU seja, tal regido foi tratada como sendo constituido unicamente por
hidrocarbonetos de CDes igual a 2. Nas outras regifes, nas quais ha a supremacia da
solucdo eletrolitica, o valor da CDes é fornecido pela expressdo (4.1), sendo que, para
25°C e 150mM de NaCl, ele corresponde a 79,95.

7.2 Resultados: pK™ de Gly e Ala Pentapeptideos

Na tabela 7.1 sdo apresentados os valores de pK" obtidos a partir das
consideragOes descritas neste capitulo e, para verificagdo da validade destas, 0s

resultados obtidos pelo modelo tedrico sdo confrontados com os obtidos
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experimentalmente por outros autores Construiu-se, também, um grafico de

correlagdo, presente na figura 7.1.

Tabela 7.1: Valores de pK” calculados pelo modelo e aqueles provenientes da literatura nas

correspondentes condicOes de temperatura e concentracao ibnica.

pK” |
. Calculado na Gurd® Thurlkill® . 7
X-Residuo Respec. Temp. | 100mM KCI e 26°C | 100mM KClI e 25°C Creighton
- Asp 3,97 2 3,67 3,9-4,0
§ Glu 4,2 - 4,25 4,3-45
-] His 6,71 2 6,54 6,0-7,0
<2 Cys 9,03 - 8,55 9,0-9,5
£ Tyr 10,25 - 9,84 10,0-10,30
& Lys 10,35 - 10,40 10,4-11,1
- Asp 3,81 3,9 2 3,9-4,0
e 3,99 4,2 - 43-45
G g8l His 6,70 6,8 2 6,0-7,0
S Tyr 10,25 10,0 (33°C) - 10,0-10,30
o Lys 10,33 10,5 - 10,4-11,1

Figura 7.1: Gréfico de correlacdo entre valores de pK* calculados e os presentes na literatura: Gurd®®

para Gly-pentapeptideos e Thurlkill®® para Ala-pentapeptideos.

Pela anélise da tabela 7.1 percebe-se que os valores gerados pelo modelo se
encontram proximos aos determinados pelos outros trés autores, sendo que 0s maiores
desvios, em ambos os tipos de pentapeptideos, ocorrem para residuos de tirosina. Uma
possivel causa disto € que o processo de desprotonacdo dos grupos ionizaveis faz com
que haja uma reestruturacdo da conformacional dos aminoécidos, o que acarreta na

alteracdo das distancias entre os grupos e, consequentemente, nos valores da constante
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dielétrica efetiva. No caso da tirosina, é provavel que a hidroxila fique mais proxima do
grupo bésico e, assim, esse fortalecimento da contribuicdo decorrente de uma carga
positiva produz a alteracéo do pK'.

Praticamente todos os valores de pK™ calculados encontram-se na faixa
apresentada por Creighton®’, os quais correspondem aos valores de pK” de residuos
localizados na superficie de proteinas. Pelo fato de nesta regido os residuos carregados
se encontrarem plenamente expostos ao solvente, a consideracdo de que as interagdes
sofridas pelo grupo ionizdvel do X-residuo sejam atenuadas por uma constante
dielétrica efetiva igual a do solvente é plenamente justificada.

O gréfico de correlagéo (figura 7.1) evidencia a concordancia entre os resultados

6567 Uma medida

obtidos teoricamente e aqueles fornecidos por outros trabalhos
quantitativa que explicita a concordancia e eficacia da abordagem desenvolvida é dada
pelo Fator de Correlacdo de Pearson®, denotado por pece, € que para os dados do
referido gréafico vale 0,9966.

Outro fato importante é que, quando se comparam os valores de pK~ calculados
com os valores de pK intrinseco atribuido a cada grupo, constata-se que a diferenca
entre tais € menor no caso de pentapeptideos do que nos aminoacidos. Isto se d, pois 0s
grupos vizinhos que, juntamente com os ions em solugdo, sdo o0s responsaveis pelas
interacBes eletrostaticas adicionais que alteram o valor de pK’, se encontram mais
afastados no caso dos pentapeptideos (tenha em mente que o potencial eletrostético
calculado pelo modelo decai exponencialmente com a distancia, vide expresséo (3.41)).

Os resultados deste capitulo indicam que o modelo desenvolvido pode ser
caracterizado como generalizado e versétil, sendo capaz de produzir resultados
satisfatorios tanto para aminoécidos quanto para pentapeptideos em variadas condigdes
de temperatura e concentragdo ionica. Estes bons indicadores motivaram o estudo de

residuos carregados em proteinas, o que sera discutido no capitulo a seguir.
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Capitulo 8
AplicacOes aos residuos carregados da proteina

Staphylococcal Nuclease

Devido & variedade de trabalhos, tanto experimentais quanto analitico-
computacionais, relacionados ao estudo de propriedades fisico-quimicas de residuos
carregados em proteinas, este trabalho foi estendido para tratar de residuos da proteina
Staphylococcal Nuclease (SNase), a qual é amplamente estudada por ser uma proteina
consideravelmente “estavel”, ou seja, mesmo com a alteracdo de alguns de seus residuos
ela continua se enovelando, o que permite que sejam analisados os efeitos de troca de
um residuo apolar por um polar, por exemplo?*#-61.69.70,

Neste oitavo capitulo sdo mostradas as consideragdes acrescentadas ao
desenvolvimento matematico, presente nos capitulos 2 e 3, necessarias a uma maior
generalizagdo do modelo. Os resultados assim obtidos sdo, quando possivel,

comparados com aqueles reportados por outros autores.
8.1 Interacdo entre residuos carregados

Apos todo o desenvolvimento matematico apresentado em detalhes no capitulo 3
obtiveram-se expressfes para a interacdo entre trés grupos ionizaveis sendo que o
potencial eletrostatico nas vizinhangas de um grupo i era decorrente das interacdes
devidas & carga do proprio grupo, dos ions em solugdo e dos dois vizinhos carregados
mais préximos o que, nos aminodcidos e pentapeptideos analisados, correspondiam,
respectivamente, ao grupo acido acético e metilamina e extremidades C e N terminais.
Agora, em proteinas, as quais costumam ter varios grupos carregados, trabalha-se com
uma aproximacdo semelhante & de primeiros vizinhos, ou seja, sdo consideradas,
inicialmente, sobre o grupo i, as interagdes decorrentes dos dois grupos ionizaveis mais

proximos. Isto sera estudado em mais detalhes na segéo 8.2.
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De forma anéloga a obtida nos capitulos anteriores, a expresséo para o potencial

eletrostatico nas vizinhancas do grupo i €:

_aexp(-r/2) . senh(r. / 1) 23: a; exp(-R_; /1)

q’i(r) (r| /A) (I‘I /ﬂ) j=2 (Ri—j /A)

(8.1)

Na qual o indice j representa os vizinhos considerados e 0s simbolos a; e a;
denotam as constantes de integracéo cuja determinacdo se da pelo método das operagdes
contratantes®®, vide secdo 3.2. Para uma situacdo na qual fossem levados em conta
quatro grupos vizinhos, o somatério da equacdo (8.1) se daria até 5, pois para um
conjunto de N residuos tem-se N-1 intera¢des cruzadas.

A aplicacdo do modelo a proteinas difere dos casos anteriores pois agora 0s
grupos carregados considerados ndo se encontram nas extremidades da macromolécula
e nem distribuidos de forma simétrica tal como nos Gly e Ala-pentaptideos. Devido a
isto, trabalharam-se apenas com as cadeias laterais ionizaveis e os valores de pK
intrinseco a cada uma delas atribuido continuou seguindo o critério de semelhanca

estrutural (vide tabelas 2.2 e 7.1).

Figura 8.1: Representagdo de parte da proteina SNase. Somente as cadeias laterais ionizaveis, algumas

destas indicadas por setas, serdo as consideradas pelo modelo.

Seguindo a aproximagédo de primeiros vizinhos, todos 0s grupos considerados
(i.e., as cadeias ionizaveis) foram modeladas como esferas sendo que o raio destas e as
distancias entre elas foram novamente calculados pelo programa PyMol®? com base em
arquivos PDB. Em tal tratamento, tais esferas quando carregadas apresentavam carga

pontual central. Como buscou-se comparar os resultados do modelo com aqueles
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reportados em outros trabalhos, usaram-se os os arquivos PDB fornecido pelas
correspondentes referéncias. A variedade deste arquivos por elas apresetados se deve a
existéncia de muitas “variantes” da SNase pois esta, como mencionado anteriormente, é
uma proteina caracterizada pelo fato de que, mesmo quando trocados alguns de seus
residuos, ela continua se enovelando®. Os valores de pK” calculados est&o na tabela 8.1.

O célculo da constante dielétrica efetiva das regides entre cada par de grupos
ionizaveis se deu da mesma forma que a descrita no capitulo 4. As condicGes de
temperatura e concentragdo ibnica usadas foram as mesmas que as apresentadas pelas

fontes com as quais se comparam os resultados do modelo.

8.2 Estudo sobre a distancia de cut-off: Resultados para

reisudos de Lys e Glu

No célculo do potencial eletrostatico nas vizinhangas de um grupo i foram
consideras as interagdes devidas aos ions em solugdo, computadas implicitamente no
comprimento de Debye, e as exercidas pelos grupos vizinhos. Em todas as partes
anteriores deste trabalho foram considerados apenas dois vizinhos, pois se lidou com
aminodcidos e pentapeptideos compostos por apenas trés grupos ionizaveis. Agora, no
estudo de residuos ionizaveis em proteinas, buscou-se expandir o0 modelo e estabelecer
quantos grupos devem ser levados em consideracdo para determinar o valor de pK;” de
um dado residuo i. Para tanto, foram realizados célculos quando considerados dois ou

quatro vizinhos:

— 2vizinhos (8.2)

a, exp(-r, //l) senh(r / 1) < 3 a; exp(-R_; /1)

o === i2) = (R,IA)

a exp(-1;/2)  senh(r/2) 34 a exp( Ri_j/2)

— 4vizinhos (8.3)
(n/2) r/2) = _,-//1)

o, (r)=

Os célculos realizados pela equacdo (8.2) e os resultados por ela obtidos sdo
designados pelo simbolo 3 pois hd um total de trés grupos interagentes. Seguindo este
mesmo raciocinio, o que for obtido pela equacéo (8.3) é designado pelo simbolo 5. A
tabela 8.1 fornece os valores de pK; calculados para os residuos de Lys e Glu na
SNase. Nesta tabela também séo apresentados os valores de constante dielétrica efetiva

determinados e diferengas percentuais entre os resultados do modelo e aqueles
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fornecidos por Isom?, para residuos de lisina, e Castarieda®, para residuos de
glutamato. Outra informacdo importantissima é a separagdo méaxima entre os residuos
considerados. Tal dado é crucial para a determinagdo da distancia de cut-off, que é a
distincia méaxima entre os residuos cuja interacdo é considerada e que reproduza
resultados concordantes com a literatura. Construiu-se, também, a figura 8.2 na qual
hé& um grafico de correlagdo para os valores de pK; obtidos quando considerados dois

ou quatro grupos vizinhos e para varias distdncias de cut-off.

Tabela 8.1: Resultados para a Constante Dielétrica Efetiva (CDy) e pK; dos residuos na proteina

Staphylococcal Nuclease (SNase). Comparagéo com valores fornecidos por isom® e Castafieda®.

Al Max R*
3 -5 39 58

Residuo i CDe | pK;~ 3% grupos | pK; 5°grupos | pK; ref®%

Lys A132K 75 10,65 10,50 10,40°  0,25-0,10 13,14 15728
Glu 101 (0,1M) 20 4,08 3,84 3,81% 0,27-0,03 13,75 18,04
Glu 101 (1M) 20 4,67 4,49 4,41% 0,26-0,08 13,75 18,04
Lys A109K 24 10,82 10,62 9,20% 1,62-1,42 23,0 3215
Glu 135 (0,1M) 20 3,84 381 3,76% 0,08-0,05 12,4 1585
Glu 135 (1,0M) 20 3,96 4,40 4,08% 0,12-0,32 12,4 1585
Glu 10 (0,1M) 20 2,84 3.2 2,82% 0,02-0,38 10,8 27,01
Glu 10 (1M) 20 3,70 4,02 3,45% 0,25-0,57 10,8 27,01
Glu 129 (0,1M) 79 4,55 3,85 3,75% 0,80-0,10 13,85 14,01
Glu129 (IM) 79 5,12 4,61 4,32% 0,8-0,29 1385 14,01

§ Total de grupos considerados no célculo do potencial eletrostatico médio nas vizinhangas do residuo i.
A é a diferenca entre os valores de pK” calculados pelo modelo e aqueles reportados pelas referéncias.
Diferenca quando considerados 3 ou 5 grupos localizados dentro de uma distancia de cut-off indicada na
coluna Max R.

1 Distancia entre o residuo i e o grupo ionizavel mais distante cuja interacdo foi levada em conta para o

célculo do valor de pK;” quando considerados 3 ou 5 grupos.
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Figura 8.2: Correlagdo entre valores de pK* calculados para os residuos de SNase e comparacdo de

distancias de cut-off. Referéncias: 1som? para residuos de Lys; Castafieda®® para residuos de Glu.

Os valores de constante dielétrica efetiva calculados para grande parte dos
residuos de glutamato e para Lys A109K estdo na faixa de 20 a 24, o que concorda com
o fato destes residuos estarem localizados em posicfes internas (buried residues) da
proteina. Tais resultados vdo de encontro com os utilizados pelas correspondentes
fontes. Valores de CDesSuperiores a 75 indicam que o residuo esté exposto ao solvente.

Ambos, tabela 8.1 e figura 8.2, evidenciam que a consideracdo de interagdes
exercidas por grupos, distantes do residuo i mais que 20A, acarreta um aumento na
diferenca entre os valores de pK; calculados e os oriundos de outros trabalhos. A
explicacdo para isto é que para distancias maiores que esta, a qual corresponde a
aproximadamente dois comprimentos de Debye, efeitos negligenciados pelo modelo
comegam a se tornar mais importantes e o potencial eletrostatico médio, assumido como
potencial da forca média, ndo é mais o principal determinante do grau de ionizagdo do
residuo i. Na supracitada tabela, os valores sublinhados correspondem aos alcangados
quando se trabalhou com residuos distantes no mais que 20A.

Os resultados obtidos para os residuos de glutamato estdo em melhor acordo
com as referéncias do que os de lisina. Uma possivel explicacdo para isto é a diferenga
entre os valores de CD¢s calculados, pois para Glu foi obtido para este parametro o
mesmo valor que o reportado por Castafieda enquanto que para o residuo Lys 132A
obteve-se CDes igual a 75, ligeiramente menor & utilizada por Isom (78,5). O residuo
Lys A109K apresenta grande discrepancia, pois residuos distantes mais que 20A foram
levados em conta tanto no calculo de potencial eletrostatico com trés quanto com cinco

grupos. Quando considerados apenas residuos distantes menos que 20A, i.e., s6 um
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vizinho, calculou-se o valor de 9,9 para o pK; deste residuo, valor este que se encontra
mais préximo a 9,2 fornecido por Isom?.

O gréfico de correlagdo na figura 8.2 foi construido para uma melhor
visualizacdo do papel exercido pela consideragdo de um numero maior de grupos
interagentes. Quando computados 0 maximo nimero de vizinhos localizados "dentro™
destes 20A, obteve-se uma Fator de Correlacdo de Pearson, prcp, igual a 0,9976. Este
resultado, muito proximo & unidade, evidencia que, para o calculo do valor de pK;" de
um residuo i, 0 modelo é eficiente quando considerados 0 maximo niimero de grupos
vizinhos (neste caso, quatro) com uma distancia de cut-off de 20A.

Este resultado é um forte indicativo de que a abordagem aqui desenvolvida pode
ser eficientemente aplicada a analise de moléculas complexas e & implementacdo de
campos de forca em simulacbes computacionais j& que o resultado desta secéo evita a
necessidade de serem computados explicitamente a interagdo devida aos ions e a uma
grande quantidade de grupos para se determinar os valores de pK;, uma vez que
residuos carregados localizados além da distancia de cut-off interferem "negativamente"
no valor deste pardmetro, pois para grandes distancias fatores negligenciados pelo
modelo comegam a se tornar mais relevantes, tais como a re-estruturagdo da proteina
ocasionada pelas desprotonacdes de seus residuos, por exemplo.

O estabelecimento do valor de pK;” em ambos proteinas e peptideos viabiliza a
determinagdo da carga elétrica média de toda a macromolécula ou de uma dada regido,
tal como o sitio ativo, na qual estdo os residuos considerados. Uma das mais
importantes caracteristicas do modelo desenvolvido neste trabalho é a capacidade de
realizar os célculos necessarios de maneira rapida e em diversas condigBes de

temperatura e concentragdo ionica.
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Capitulo 9

Conclusoes

Em linhas gerais, o trabalho aqui descrito consistiu no desenvolvimento de um
modelo tedrico para o célculo da constante dielétrica efetiva e das propriedades fisico-
quimicas dos aminoécidos. Em relacdo ao primeiro parametro, os valores apresentados
nos capitulos 5, 7 e 8 se mostram concordantes com aqueles relatados em outros

trabalhos e obtidos por abordagens tanto tedricas™>'%®

quanto  tedrico-
experimentais?®?*®!, Pela forma como se d4 o célculo desta constante, o papel exercido
pelos ions em solucéo é levado em conta implicitamente pela utilizacdo do comprimento
de Debye, A, no calculo dos potenciais eletrostaticos e conseqliente aplicacdo de
condicdes de contorno.

Realizado o desenvolvimento matematico para o célculo do potencial
eletrostatico médio e com os valores da supracitada constante, construiu-se um
programa computacional para a determinagdo das constantes de integragéo e solugéo
das equagBes transcendentais encontradas. Ap6s uma série de aprimoramentos, esse
programa permitiu calcular os valores de pK’, grau de ionizacéo e carga elétrica média
em funcéo da temperatura, pH e concentragéo ionica.

Os valores assim determinados de pK* foram, no capitulo 6, comparados com 0s
obtidos experimentalmente por Henchoz® e houve uma satisfatéria concordancia entre
ambos, sendo que na maioria dos casos as diferengas ocorrem na segunda casa decimal.
Além de indicar a versatilidade do modelo, este fato deu consisténcia a hipdtese e
aproximacOes adotadas e serviu de motivagdo para extensdo do modelo a moléculas
mais complexas, tais como peptideos com trés grupos ionizaveis, o que foi realizado no
capitulo 7. Novamente langou-se méo do critério de semelhanca estrutural para atribuir
os valores de pK intrinseco e determinou-se a constante dielétrica efetiva das regides
compreendidas entre cada par de grupos é4cido-base. Os resultados de pK™ obtidos para
gly e ala pentapeptideos apresentaram um Fator de Correlacdo de Pearson igual a
0,9966.
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Este cenario motivou a extensdo do modelo para o estudo de residuos ionizaveis
da proteina Staphylococcal Nuclease. Usando uma metodologia bastante andloga a dos
capitulos anteriores e com o desenvolvimento de uma generalizacdo da expressao para 0
potencial eletrostatico médio, no oitavo capitulo determinaram-se os valores de pK; de
residuos de glutamato e lisina. Quando comparados os valores de pK; calculados com
os correspondentes fornecidos pelas referéncias, obteve-se uma correlacdo (prcp) de
0,9976. Realizou-se também o estabelecimento de uma distancia de cut-off, responsavel
por caracterizar a maxima distancia entre os grupos ionizaveis a serem considerados no
célculo do potencial eletrostatico. O valor encontrado para tal distancia corresponde a,
aproximadamente, o dobro do comprimento de Debye.

Além da publicacdo, em periddicos cientificos, dos resultados provenientes do
modelo desenvolvido, pretende-se disponibilizar os programas computacionais
desenvolvidos em forma de uma facility, o que consistird em uma importante ferramenta
para o estudo de biomoléculas em variadas condi¢bes de temperatura e concentracéo
idnica, por exemplo. Estes programas sdo caracterizados pela rapidez dos célculos e

pela direta especificacdo, por parte do usuério, das condigBes supracitadas.
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