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A complexacdo entre biomoléculas é um tépico importante em varios campos, desde a Bioquimica, as industrias
farmacéutica, alimentar e de cosméticos. A capacidade de descrever e controlar os mecanismos responsaveis por esses
processos, em termos de uma descri¢cdao molecular, é um desafio para muitas aplicacdes praticas. Através da modelagao
molecular e simulacées Monte Carlo, descrevemos aqui um mecanismo peculiar: a regulacdo de cargas em fungao
do equilibrio acido-base. Tal fendmeno é responsavel por forcas mesoscdpicas atractivas em sistemas (bio)coloidais,
capazes de explicar a complexacdo de macroparticulas com carga do mesmo sinal. Tal é aqui demonstrado através dos
complexos lactoferrina-pectina e pectinametilesterase de cenoura-pectina, os quais ilustram este mecanismo geral que

pode ser observado em varios outros sistemas coloidais.

1. INTRODUGAO

O comportamento de proteinas e de misturas de biopoli-
meros em solucdo é de consideravel importancia, tanto nas
Ciéncias da Vida (praticamente todas as fungoes biolégi-
cas dependem da interaccao entre proteinas), como em tec-
nologia (por exemplo em formulagcdes farmacéuticas, em
tecnologia dos alimentos, na imobilizacao de enzimas, na
separacdo de proteinas e na tecnologia de (bio)processos
em geral) [1-5]. Ao mesmo tempo, este tema oferece uma
riqueza de informacdes e de desafios para o desenvolvi-
mento das ciéncias exactas, revelando, por exemplo, pecu-
liaridades das interacgdes fisicas fundamentais [6-8].

Um caso particular de equilibrio quimico é o que envolve
a protonacao de grupos ionizaveis, o que leva ao apareci-
mento (e variacdo) da carga eléctrica de macromoléculas
em solucdo aquosa. Como apresentaremos neste trabalho,
a flutuacdo das cargas dos aminodacidos (aa) em funcgdo do
equilibrio acido-base dos grupos ionizaveis resulta num
mecanismo molecular bastante sui generis capaz de expli-
car a atracgdo de proteinas com cargas eléctricas do mesmo
sinal, contrariando o senso comum. Discutiremos aqui as
interac¢des fundamentais envolvendo complexos de pro-
teinas nestas situagdes, as quais, recentemente, comecaram
a ser teoreticamente desvendadas [6-8]. Tomaremos para
estudo sistemas que incluem vastas classes de misturas re-
levantes: os complexos proteina-polissacarideo. Estes en-
contram aplicacdes numa grande diversidade de problemas
que extrapolam o contexto biolégico, tais como as aplica-
¢Oes em nanoescala, por exemplo, na engenharia de veicu-
los de transporte através do encapsulamento de ingredien-
tes activos (farmacéuticos, alimentares, etc.), na protec¢do
de proteinas adsorvidas, como estabilizantes na tecnologia
de alimentos (gelados, bebidas lacteas de frutas, etc.), em
(bio)separacdes, e muitos outros campos (incluindo as
condicOes ideais para a cristalizagdo de proteinas) [1-9].
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Controlar sistemas e processos como estes, de maneira
completa, requer a quantificagdo das interaccoes fisicas
fundamentais e o entendimento dos parametros fisico-
-quimicos envolvidos. A forca fisica mais importante, a
nivel molecular, responséavel pela complexacao, é de ori-
gem electrostatica, como indicada pela forte dependéncia
da forca i6nica e do pH. Apesar da quantidade consideravel
de trabalhos experimentais, tanto aplicados, como em sis-
temas modelo, ainda existe relativamente pouco trabalho
tedrico e de modelagdo, principalmente que utilizem mo-
delos que apresentem custos computacionais acessiveis e
que, ao mesmo tempo, sejam suficientemente detalhados
para poderem contribuir para o entendimento fisico-quimi-
co e para o planeamento de sistemas de uso pratico e tecno-
l6gico. Assim, tem-se aqui uma oportunidade de combinar
ciéncia bésica e aplicada, valendo-se de conceitos tipicos
dos livros basicos de Quimica.

Exploraremos aqui sistemas envolvendo a lactoferri-
na (LF) bovina [10] e a pectinametilesterase de cenoura
(PME) [11]. As proteinas do leite (caseinas, albuminas,
LF, B-lactoglobulina, etc.) [10] sdo sistemas que apresen-
tam uma riqueza de propriedades fisico-quimicas (muitas
destas proteinas sdo 6ptimos “prot6tipos” de biomoléculas
envolvidas no metabolismo, em mecanismos de activagao
de enzimas, como modelos para o enovelamento proteico
e para outros estudos bioquimicos), em conjunto com uma
importancia pratica e directa (por exemplo, na estabiliza-
¢do de iogurtes de frutas e do seu alto valor biolégico (as
proteinas do leite possuem peptideos bioactivos que actu-
am como agentes anti-hipertensivos, anti-inflamatérios,
anti-cancerigenos, antimicrobianos, reguladores da respos-
ta imune, entre outros), para a qual ha um grande volu-
me de dados experimentais a necessitarem de uma melhor
interpretacdo sob o ponto de vista fisico. JA a PME é uma
enzima que catalisa a pectina e apresenta caracteristicas in-
teressantes para uma comparagao com a LF.
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2. INTERACGOES ELECTROSTATICAS EM SOLUGAO AQUOSA

De acordo com a classificagdo tradicional das forcas da
natureza (gravitacionais, electromagnéticas, nucleares
fortes e nucleares fracas), as forgas intermoleculares sdo
descritas como interaccdes de origem electromagnética.
A energia de interacgdo entre dois dtomos resulta das for-
cas eléctricas entre as entidades carregadas de que estes
atomos sdo feitos. Por simplicidade, e balizando a nossa
discussdo de forma cléssica, assumiremos que a origem
da carga eléctrica destes atomos provém dos electrdes e
dos protdes. Consequentemente, sdo possiveis diferentes
forcas eléctricas: interacgdo entre multip6los permanentes,
indugdo, dispersdo, repulsdo electrostatica e transferéncia
de carga [12].

Quando se aborda o tema “interacgdes electrostdticas
em e entre biomoléculas™, na literatura a linguagem nao
€ sempre precisa. Normalmente, tem-se em mente apenas
as interacgOes entre cargas fixas (interacgdes de Coulomb),
mesmo que todas as interac¢des assinaladas acima sejam
por natureza electrostaticas e estejam presentes nas bio-
moléculas. E importante entdo esclarecer que, no caso em
estudo, se consideram interac¢des de Coulomb, ndo sendo
consideradas as distor¢des nas nuvens electronicas e/ou
transferéncia de carga.

A combinagdo das caracteristicas dos sistemas (bio)co-
loidais com o pH, electrélitos e temperatura resulta numa
diversidade complexa e rica de mecanismos peculiares as-
sociados a lei de Coulomb. Aparecem forgas mesoscépicas
de importancia elevada para a organizagao e funcdo mole-
cular de sistemas bioldgicos e de interesse industrial [7-8].
Apesar das aplicacdes em diferentes areas (das proteinas
ao cimento!), diversidade de formas geométricas dos siste-
mas e interesses cientificos, os principais “actores” desses
mecanismos sao sempre as cargas e os tamanhos iénicos.
Alguns sistemas também podem apresentar efeitos iénicos
especificos, conhecidos como “efeito Hofmeister” [13].

Centrando-nos na carga e no tamanho iénico, os fenéme-
nos electrostaticos sao usualmente classificados de acor-
do com o chamado “regime de acoplamento electrostati-
co” [14]: (a) fraco (raf), onde os ides livres (contra-ides
e sal adicionado) sdo particulas monovalentes (ex. Na*),
as quais blindam as interacgdes electrostaticas, e o sistema
é caracterizado por forgas repulsivas, como descrito pela
teoria de DVLO [15]), e (b) forte (raF), onde ides mul-
tivalentes (ex. Ca?*) ddo origem a forgas atractivas devi-
do a correlacao (de carga e tamanho) ido-ido (correlacdes
ionicas) [16]. Estas correlacdes também sdo responsaveis
pelo fenémeno conhecido como “sobrecarga” (overchar-
ging) [17,18]. O parametro de acoplamento electrostatico é
dado por: = = 2Zmz;Iim, onde 2, é a valéncia do contra-ido,
I, € o comprimento de Bjerrum [1,=e%4ne ¢ KT], onde os
termos e, ¢, €, K e T sdo, respectivamente, a carga ele-
mentar (e = 1,602x10" C), a permissividade do vacuo (g,
= 8,854x1012 C¥/Nm?), a constante dieléctrica do solvente,
a constante de Boltzmann (K = 1,3807x10* J-mol'*-K™) e
a temperatura (expressa em kelvin), i.e., uma medida da
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distancia na qual duas cargas elementares, num dado sol-
vente, interagem com uma unidade de energia térmica (KT)
[14]. Pode ser observado directamente que o aumento de 2,
dos contra-ides aumenta =. Para =>> 1, os contra-ides sdo
atraidos fortemente pela superficie carregada e verifica-se
uma tendéncia para o sistema sofrer atrac¢do. No entan-
to, esta é uma descricdo simplificada da realidade. Mesmo
no raf, podem ser observados comportamentos anémalos
(i.e. atracgdo) devido a outros fendmenos: (a) blindagem
electrostatica devido a concentracdo do macroido [19] e
(b) mecanismo de regulacao de cargas (reg) [6-8,20]. Neste
trabalho, abordamos especificamente os efeitos relaciona-
dos com a reg.

As proteinas sdo entidades ionizaveis cuja carga liquida
pode variar de positiva a negativa em funcdo do aumento do
pH, definindo a sua estabilidade e fungado [21-23]. Depen-
dendo da quantidade de grupos titulaveis (a-carboxilico,
fenol, imidazol, e-amino, guanidina, carboxilico aspartico,
carboxilico glutdmico, a-amino e tiol) [22-23], da sua lo-
calizacdo na sequéncia primaria, da configuracao tridimen-
sional e do pH, algumas proteinas sdo altamente carrega-
das. Outras moléculas biolégicas como o DNA e o RNA
comportam-se de maneira semelhante [22]. O ambiente
biol6gico também contém ides salinos com valéncias va-
riadas, os quais podem modular as interaccdes e, fisiologi-
camente, regular as macromoléculas [24].

A regulacdo de cargas é o mecanismo particular gerado
pela flutuacdo da carga dos aa em funcao do equilibrio qui-
mico num determinado pH, o que resulta em forgas atracti-
vas para a complexacdao macromolecular mesmo no regime
de baixo acoplamento electrostatico (quando =< 1). Esta
flutuagdo é medida pela capacitancia (C) da proteina, de-
finida como <Z?> - <Z>2, onde Z é a valéncia da proteina
numa dada configuragdo para um determinado pH [6-8,
25]. Os <> indicam valores médios e reflectem o facto dos
aa estarem protonados ou ndo. Experimentalmente, C pode
ser determinada de acordo com " = ;:L [7].
[t

Em termos histéricos, as abordagens teéricas para o pro-
blema da complexacdo remetem-nos para o trabalhos pio-
neiros do holandés J.T.G. Overbeek no que respeita ao de-
senvolvimento das primeiras teorias para a complexacao de
biopolimeros carregados com carga oposta (especialmente
no contexto de coacervados) [31]. Alguns estudos [2-3]
vieram, no entanto, colocar em questdo as teorias desta na-
tureza, por terem revelado um aparente paradoxo: a forma-
¢do de complexos moleculares em condi¢des de pH onde
as cargas “liquidas” das duas macromoléculas envolvidas
tém o mesmo sinal, na presenca de baixa concentracdo de
contra-ides monovalentes, de modo a que as correlagdes
ionicas ndo sejam expressivas. O termo complexacao “no
sentido errado” passou entdo a ser usado, significando que
o polianido forma um complexo com a proteina a um valor
de pH acima do seu ponto isoeléctrico (pI) [3]. A interpre-
tacdo concentrou-se na explicacdo baseada na existéncia de
“patamares de carga”, regioes localizadas com alta comple-
mentaridade de densidade de carga na superficie proteica
[3]. Seguindo este raciocinio, um monémero do polianido
deveria ligar-se a uma regido com elevada concentragdo
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de cargas positivas da outra macromolécula, e vice-versa.
O mesmo tipo de argumento é usado quando se discute a
interaccdo de duas proteinas no seu ponto isoeléctrico (pH
~ pl). Uma alternativa mais formal seria em termos de uma
expansdo multipolar, isto é: para dois macroides neutros,
os termos dominantes seriam as interac¢oes dipolo-dipolo,
dipolo-quadripolo, etc. [6-8].

Kirkwood e Shumaker (KS) [32], em 1952, previram ana-
liticamente que as flutuagoes nas cargas dos aa (decorren-
tes do equilibrio acido-base e no sentido da variagdo da
carga fixa de um monopdlio elétrico, e ndo da flutuagao
da densidade electrénica de um atomo) de duas proteinas
podem resultar em forcas electrostaticas atractivas. Para
a condicdo de pH ~ pl [6-8], demonstramos para varios
complexos que a atracgado é possivel em termos puramente
electrostaticos, podendo ser de vérias unidades de energia
térmica (KT). Em termos analiticos, a energia livre de inte-
raccdo [A(R)] para duas macromoléculas A e B, separadas
pela distancia R pode ser calculada de acordo com:

AR) _1o{Z. )2,
KT R

I ; T
}-Z—J';;{f"rf-wﬁ{ﬁs} s (Eq.1)

onde o segundo termo corresponde a regulagdo de cargas,
e é sempre atractivo.

3. MobeLos

Utilizando modelos simplificados, o nosso objectivo, neste
trabalho, é ilustrar o mecanismo da regulacdao de cargas.
Pela evidéncia dos efeitos de sal e de pH, é sabido que as
interacgOes electrostaticas devem ter um papel de desta-
que. Por isso, essa interaccdo sera a principal componente
do modelo. Invocando um niimero minimo de parametros,
tém sido concebidos e resolvidos por simulacées Monte
Carlo (MC) vérios modelos continuos mais mesoscopicos,
conhecidos como coarse graining models [6-8, 25, 26].
Os modelos verdadeiramente atomisticos, incluindo mo-
léculas de agua explicitas, ainda ndo conseguem atingir
as escalas de tempo e de tamanho de forma a explorar a
complexacdo de proteinas-proteinas a diferentes valores de
pH e de forca iénica, e, menos ainda, de proteinas-polis-
sacarideos através de simulagdes computacionais. O custo
computacional (tempo de processamento e exigéncia de
supercomputadores, por exemplo) torna-se proibitivo nesta
classe de modelo. Por outro lado, os modelos simplificados
que ainda sdo frequentemente usados em polimeros e em
ciéncia coloidal (como os modelos de esferas ligadas para
representar um polimero, ou modelos esféricos para repre-
sentar uma proteina) dificilmente podem ser aplicados a
sistemas reais quando a heterogeneidade quimica é crucial.
Esta situacgdo foi resolvida desenvolvendo modelos inter-
médios, em termos de detalhe, onde podemos acomodar os
detalhes mais relevantes da heterogeneidade quimica das
proteinas. Isso inclui, por exemplo, a descricdo da forma
da proteina ao nivel de modelacdo dos seus aa, com a des-
cricdo da localizacdo de cada carga eléctrica ao nivel dos
grupos quimicos individuais [6-8, 25]. Podemos também
incluir detalhes da associagdo/dissociacdo de OH" e de H",
0s quais sdo cruciais para a complexacao [6-8, 20] mas que
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sdo, normalmente, ignorados, mesmo nas simulacdes ditas
de detalhe atomistico. E importante notar que uma compa-
racdo recente entre uma simulacdo atomistica com flexi-
bilidade proteica e dgua explicita usada para caracterizar
interacgdes efectivas entre moléculas de lisozima mostrou
as mesmas caracteristicas principais que modelos simplifi-
cados [27]. Em todas as simula¢des MC, a temperatura foi
mantida constante em 298 K e as espécies carregadas fo-
ram confinadas dentro de um célula esférica electricamente
neutra, cujo raio R , € determinado pela concentragéo de
proteina (c,). Isto corresponde ao chamado “modelo da cé-
lula” [28]. A motivagao fisica deste modelo é equivalente
a dividir a solugdo electrolitica em células, onde cada uma
contém uma macromolécula (ou um par de macromolécu-
las) com os seus electrolitos (contra-ides e o sal adicio-
nado). E assumido que ndo existem interaccdes entre as
diferentes células do sistema real. A inica maneira em que
sdo consideradas as interagdes entre as células é indirecta-
mente através da definicdo de c,,

As cargas ionicas livres sdo descritas pelo modelo primi-
tivo restrito. Cada ido mével k com valéncia z, é tratado
explicitamente como uma esfera-rigida de raio R,, enquan-
to o solvente é tratado por um meio dieléctrico sem estru-
tura caracterizado pela sua constante dieléctrica estatica ¢ _.
Suportado por estudos anteriores [6,19], ndo é introduzida
no modelo qualquer descontinuidade dieléctrica. A mesma
constante dieléctrica e € assumida para modelar o solvente
e o interior de todas as espécies. A macromolécula é tratada
como um corpo rigido fixo no centro da célula de simula-
¢do. A justificacdo para se adoptar um modelo sem graus
internos de liberdade esta no facto de estarmos interessa-
dos em caracterizar propriedades termodinamicas como as
derivadas da energia livre, as quais sdo funcao da distancia
de separacao entre as espécies (p. ex. o potencial de forca
média).

Os sistemas a simular consistem tipicamente numa pro-
teina, ou numa proteina e uma cadeia de polissacarideo,
imersa numa solugdo electrolitica, estando todo o sistema
confinado nesta “caixa de simulacdo” esférica e neutra —
como se ilustra na Figura 1. As coordenadas dos atomos
proteicos foram obtidas da base de dados de proteinas
(http://www.pdb.org), cujos cédigos para referéncias sao
1BLF (LF) e 1GQ8 (PME).

(a) (b)

Figura 1 — Representacdo esquemética do modelo da célula, onde
uma macromolécula biolégica é modelada considerando todos os seus
atomos e a solugdo electrolitica (contra-ides e sal adicionado) é descrita
pela modelo primitivo restrito. (a) Na auséncia do polielectrélito; (b) Na
presenca do polielectrdlito

célula célula
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A Hamiltoniana efectiva consiste essencialmente num ter-
mo de curto alcance do tipo esfera-rigida, e num termo de
longo alcance. E também incluido um termo restritivo para
manter todas as particulas confinadas no interior da célula.
Esta estratégia permite o tratamento exacto das interaccdes
electrostaticas, inclui integralmente o efeito de forca ioni-
ca, reduz o custo computacional para obtencdo da energia
livre, e evita ainda os inconvenientes de escolha dos cam-
pos de forga, “truncagem” das interac¢des de longo alcan-
ce e incompatibilidade das escalas de tempo entre os valo-
res reais do evento bioldgico e o passivel de ser simulado.

Desta forma, dois sitios i e j (tanto uma carga de um aa
da proteina, um ido livre, ou ainda um monémero do poli-
electr6lito) separados espacialmente por uma distancia r;
>R, + R contribuem com a energia potencial electrostatica
[Ueke( rl.l.)] simplesmente pelo potencial de Coulomb cléssico:

ZiZpet

AW EnLelin

v (ny) = (Eq. 2)
onde z, e zj denotam a valéncia das cargas i e j, respecti-
vamente. Quando r, <R *+R, é necessaria a prevencgao
do colapso Coulombico entre as cargas e a modelacao da
repulsdo caracteristica entre as nuvens electronicas dos
atomos. Isto é feito através da introdugdo do potencial de
Mol er .
esfera-rigida [U (rl.}.)].

e, parn S {ﬁ, + RJ]
0, nas demals situagfes

wen)) = (Eq. 3)
Este potencial de interaccdo também modela a exclusdo
do volume dos macroides. Para manter todas as espécies
confinadas dentro da célula, é incluido um campo externo

[Uext(ri )l:

0, para (R; + "':i'l:' =5 o

e, nas demals situaghes.

vr(n) = (Eq. 4)
A energia configuracional total do sistema [U({ rh)lé defi-
nida pela combinacdo das Egs. (2)-(4):

Ulrad) = Eie M 0 () + S I8, BN 0o (ny) + v (n)) (Eq. 5)

onde N_e N_ correspondem aos numeros do contra-ides
e ides de sal adicionados ao sistema, respectivamente. O
numero total de cargas ¢ dado por N = N_+ N _+ N, o
que inclui também o nimero de dtomos carregados da pro-
teina (N,). Nas simulag6es envolvendo o polielectrdlito, é
adicionado, na Eq. 5, o termo de potencial de interaccao
de ligacao (u"9%%), Assumimos uma cadeia altamente fle-
xivel, formada por N esferas rigidas de raio R com
carga eléctrica (Z  e) e ligadas pelo potencial harmonico
de interac¢do. O u'9%® entre dois monémeros vizinhos é
calculado como:

Puligosio - o

1
Ao

Nman=1 =
Lj ;1:"" {rl.l.?l} (Eq 6)
onde r,, € a distancia entre 0 monomero i e 0 monoémero
i+1,r ¢éadistdncia de separagdo correspondente ao mini-
mo de energia para um dimero. Em todas as simulacdes com
polielectrolitos, adoptamos N, = 21 monémeros, R =2
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A,Z =-ler =4 A (isso corresponde a uma separagao
mon6mero-monomero de aproximadamente 7.4 A). A car-
ga dos monémeros do polielectrélito é mantida constante.

Um reservatério de protdo é acoplado a célula para esta-
belecer um pH constante no sistema. Apés algumas tenta-
tivas de mover as cargas moveis, é feita uma tentativa de
remover/inserir protdes nos grupos titulaveis da proteina.
Na verdade, a protonagdo de um grupo acido significa que
um éacido foi adicionado a solugdo. Entdo, na simulagdo, a
protonacao é balanceada pela insercdo de uma carga nega-
tiva movel para manter a electroneutralidade do sistema. A
aceitacdo/rejeicdo de uma tentativa para mudar o estado de
ionizacdo de um residuo é baseada na variacdo de energia:
Al

=AU, £ kT In10(pH - pK, (Eq. 7)

s
onde AU, € a correspondente variagdo na energia Cou-
lombica, e pK, é a constante de dissociagdo do composto
modelo. Esses valores sdo retirados de resultados experi-
mentais da literatura [22].

Diversas quantidades caracteristicas (e que podem ser di-
rectamente comparadas com dados experimentais) podem
ser medidas em simula¢Ges como as aqui reportadas (p.ex.
propriedades termodindmicas e microscopicas tais como
energia livre de complexacdo, segundo coeficiente do virial,
estequiometria da ligacdo, constante de ligacao, etc.). Aqui,
apresentaremos curvas de titulacdo (Z vs. pH), curvas de
capacitancia (C vs. pH) e potenciais de forca média [w(r)].

As curvas de titulacao e de capacitancia foram determina-
das a partir da valéncia da proteina em funcdo do pH ao
longo da fase de produgdo das simulagdes MC. O w(r) foi
determinado através do uso de histogramas, i.e. de fungoes
de distribuicdo radial [g(r)] determinadas através de his-
togramas de largura 0,5A, e depois convertidas em w(r)
[=-KTIn g(r)l.

4. TITULAGAO DAS PROTEINAS

A primeira etapa no estudo de qualquer processo envol-
vendo interacgdes electrostaticas é sempre a caracterizacao
das proteinas individuais (sem a presenca da segunda ma-
cromolécula) em solucdo electrolitica. Além da importan-
cia per si, isso permite a escolha das janelas de pH mais
provaveis para a complexacdo. Durante as simula¢6es em
diferentes valores de pH, sdao medidas propriedades como
as valéncias (ou cargas) médias e suas flutuacdes, e, desta
maneira, quantificada a grandeza que se convencionou [6-
8, 25] chamar de capacitancia da proteina. As Figuras 2 e 3
mostram estas curvas para as proteinas LF e PME, obtidas
ap6s 107 ciclos de MC na fase de producdo. Esses dados
descrevem o comportamento resultante de cada um dos
grupos titulaveis na presenca de todos os demais que estao
presentes na estrutura enovelada para cada um desses poli-
peptideos, reflectindo ainda os efeitos das cargas eléctricas
livres (contra-ides e sal) da solucdo electrolitica.

Através das curvas de titulagcdo, pode determinar-se os va-
lores de pH em que estas proteinas estdo carregadas posi-
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Figura 2 — Curvas de titulacdo obtidas em simulagdes Monte Carlo, em
baixa concentracdo salina e proteica, para as proteinas (a) LF e (b) PME.
A concentragdo de sal é 0,025 M numa caixa esféricaderaioR , , =200 A

@ (b)
]

Figura 3 — Curvas de capacitancia obtidas em simula¢des Monte Carlo,
em baixa concentragdo salina e proteica, para as proteinas (a) LF e (b)
PME. Restantes condi¢des como descrito na Figura 2

tiva e negativamente, assim como os seus pls. Para a LF e
PME, os valores de pI sdo 9,7 e 9,6, respectivamente. Na
literatura, sdo reportados valores experimentais de 6,8-9,0
para a LF [29] e >9,3, para a PME [11]. Estas diferencas
sdo esperadas em funcdo das dificuldades em precisar as
quantidades reais de ides presentes em experiéncias labo-
ratoriais (os quais contribuem com a blindagem electros-
tatica), as caracteristicas e precisdo das técnicas experi-
mentais, etc. Isso pode ser notado pelo grande intervalo de
valores reportados experimentalmente. Outro aspecto a ser
considerado é o facto de utilizarmos nas simulagdes estru-
turas cristalograficas, as quais estdo sujeitas a artefactos,
e ainda serem mantidas rigidas. E interessante notar que
outros trabalhos teéricos fornecem o valor de 9,4 para o
pl da LF [30]. Embora os pls destas proteinas apresentem
valores semelhantes, a carga da LF é sempre mais positiva
e negativa, respectivamente, nos regimes de pH acido e bé-
sico, 0 que acentua as interac¢des nesses extremos de pH.

As flutuagdes de carga sdao maiores quando o pH esta pro-
ximo do pI de um determinado aminoacido. Por exemplo,
uma proteina rica em lisosima tende a ter um pico no pH
10,4 (pK  =10,4 [22]). Destas proteinas, a LF é a molé-
cula com mais lisinas (53), em comparagao com a PME,
que possui 15. No pH 10,4, as suas capacitancias sdo, res-
pectivamente, 6,7 e 3,1. A propor¢ao nao é exactamente a
mesma do numero de residuos, pois, outros aa presentes
na estrutura afectam a ionizacdo destas lisinas, assim com
a estrutura tridimensional particular de cada proteina. Por
estas curvas de capacitancia se percebe a semelhanca qua-
litativa entre a LF e a PME, o que se tornara particular-
mente interessante nas discussdes abaixo sobre a reg, visto
ser este um parametro importante para o mecanismo. Por
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esta analise, ja é possivel prever que a LF tende a formar
complexos mais estaveis do que a PME. Note-se como os
picos sdo bem mais elevados nos pHs mais basicos da LF
e PME, em comparacdo com os valores calculados no pl.

5. COMPLEXACAO

Estudamos aqui o efeito do pH, analisando os complexos
LF-pectina e PME-pectina. Para garantir que os efeitos de
correlacdo ido-ido acima discutidos possam ser desconsi-
derados, as simulagdes foram executadas apenas com iGes
monovalentes (1:1). Foram considerados detalhes at6-
micos das proteinas no nosso modelo. Todos os atomos
presentes nas estruturas tridimensionais sdo descritos por
esferas rigidas de raio R, = 2 A e valéncia Z, os quais
ndo podem mover-se durante as simulacdes. A proteina é
colocada no centro da caixa de simulacdo. As cargas sdo
atribuidas e variadas em fung¢do do pH. O protocolo para a
titulagdo é o discutido acima (Seccdo 3) e o polielectrdlito
é introduzido como espécie real na célula de simulagdo
junto com a proteina e demais ides — como se ilustra na Fi-
gura 1B. O polimero pode movimentar-se livremente por
toda a célula respeitando o critério de Metropolis.

Estas simulacdes foram realizadas no ensemble semi-
-canonico usando o algoritmo padrdo de Metropolis MC
[26], com os deslocamentos aleatérios das espécies moé-
veis (contra-ides, ides do sal e monémeros do polianido)
dentro da célula de R, , =220 A. Foram necessérios 10°,
10'° e 10" ciclos de MC para as fases de pré-equilibrio,
equilibrio e produgao, respectivamente.

Na Figura 4 apresentamos os resultados de w(r) a diferen-
tes valores de pH (os quais foram escolhidos na vizinhan-
ca do pI de cada proteina, capturando regimes de atrac-
cdo e de repulsdo). Para ambos os sistemas observamos
que a atracgdo ocorre em condicoes onde as cargas das
moléculas tém o mesmo sinal. Esta atraccdo observada é
fortemente dependente do pH e é resultado de uma pro-
priedade fisico-quimica intrinseca das proteinas: a sua
habilidade em regular a sua carga [6-8, 20]. Isso pode ser
comprovado através da observacdo de que quanto maior
a capacitancia da proteina (C), maior o po¢o de potencial
encontrado. Tal facto esta de acordo com o previsto pela
Eq. 1, onde, mantendo-se todos os termos constantes, um
aumento no valor de C provoca um crescimento signifi-
cativo na componente atractiva da energia livre. Para a
PME, por exemplo, no intervalo de pH entre 8 e 10, a C
desta proteina aumenta de 0,7 a 2,8. De forma consisten-
te, os dados das simulagdes MC, mostrados na Figura 4B,
indicam que o sistema deixa de ser repulsivo (em pH 8
com C=0,7) e torna-se atractivo (em pH 10 com C=2,8).
Das duas proteinas aqui estudadas, a LF é a molécula que
possui as capacitancias mais elevadas e, por consequén-
cia, exibe minimos bastante pronunciaveis em w(r). Nas
trés curvas de w(r) mostradas na Figura 4A, as atracgdes
observadas na derivada da energia livre tém minimos su-
periores a -15KT. Esse é um sistema que apresenta elevada
tendéncia de complexacao.
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Figura 4 — Potencial de forca média [w(r)]
em funcdo da distdncia de separacao do
centro da proteina e do centro de massa do
polianido (carga —21e) a diferentes valores de
pH. A concentracdo de sal é baixa (7,5mM) e

—
e = a de proteina é de 0,4 mM. Dados obtidos em
4 simulagdes Monte Carlo. (a) pectina-LF (PDB
N id 1BLF). (b) pectina-PME (PDB id 1GQ8)

6. CoNcLUSAO

Através de simulacdes Monte Carlo, demonstramos um
mecanismo molecular peculiar, importante e geral obser-
vado no dominio (bio)coloidal. A regulagdo de cargas re-
sulta em forcas mesoscopicas atractivas de origem pura-
mente electrostatica, as quais revelam as limitacGes da te-
oria de DVLO, um dos landmarks da ciéncia dos coléides.
Tal mecanismo evidencia a riqueza e a complexidade da
combinacao das caracteristicas dos sistemas (bio)coloidais
com o pH, electrélitos e temperatura, 0s quais abrem novos
horizontes para o entendimento e a manipulacdo racional
da organizacgdo e da fungdo molecular de sistemas bioldgi-
cos e dos sistemas de interesse industrial.
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