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APLICATIONS OF THE POISSON-BOLTZMANN EQUATION TO THE CALCULATION OF pH-DEPENDENT PROPERTIES
IN PROTEINS. The ability of biomolecules to catalyze chemical reactions is due chiefly to their sensitivity to variations of the

pH in the surrounding environment. The reason for this is that they are made up of chemical groups whose ionization states are
modulated by pH changes that are of the order of 0.4 units. The determination of the protonation states of such chemical groups
as a function of conformation of the biomolecule and the pH of the environment can be useful in the elucidation of important

biological processes from enzymatic catalysis to protein folding and molecular recognition. In the past 15 years, the theory of
Poisson-Boltzmann has been successfully used to estimate the pK, of ionizable sites in proteins yielding results, which may

differ by 0.1 unit from the experimental values. In this study, we review the theory of Poisson-Boltzmann under the perspective

of its application to the calculation of pK_ in proteins.
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INTRODUCAO

O pH € uma propriedade fisico-quimica essencial para a viabili-
dade de sistemas bioldgicos, e intimeras doengas estdo associadas
com variacdes do pH sanguineo em apenas 0,5 unidade do valor
fisiolégico 7.4. Os efeitos nocivos resultantes destas variagdes ndo
sdo causados pela acdo quimica de fons H,O* ou OH™ no sangue. Se
assim fosse, um pH sanguineo de 6,8 ndo seria fatal visto que uma
varia¢do tdo pequena de pH ndo resulta em troca significante de
protons entre biomoléculas e ambiente. Uma explica¢do mais corre-
ta para este fato seria a influéncia do pH sobre a estabilidade e
reatividade de biomoléculas, dado que alteracdes do pH correspon-
dentes a uma energia térmica RT sdo fatais para seres humanos. Con-
siderando-se que AAG = ApH(RT/log ¢) = ApH(RT/0,43), uma vari-
acdo do pH em 0,4 unidades € critica para sistemas biolGgicos'. E de
fato, este valor define perfeitamente o intervalo no qual alteragdes
do pH sanguineo sdo toleradas por seres humanos.

As moléculas bioldgicas sdo particularmente sensiveis a varia-
¢des de pH porque sdo constituidas por diversos grupos quimicos
que ionizam em pH aproximadamente igual a 7,0. Por exemplo, uma
dada proteina pode muito bem ser estdvel em pH 5,0 ou 9,0 desde
que histidinas, cisteinas e grupos aminos N-terminais estejam au-
sentes. O motivo pelo qual a Sele¢do Natural escolheu biomoléculas
tdo sensiveis a variagdes de pH estd, em parte, relacionado com a
importancia de rea¢des de transferéncia de prétons em catdlise
enzimdtica. A condi¢@o para que um grupo quimico participe efici-
entemente em uma reagdo de transferéncia de prétons € que o mes-
mo seja apto a doar ou receber prétons. Adicionalmente, este grupo
quimico deve ser capaz de retornar prontamente ao estado de ionizagio
anterior a transferéncia de prétons, regenerando assim o estado
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enzimadtico ativo. Para que um grupo quimico preencha estes requi-
sitos, 0 mesmo deve possuir um pK_ aproximadamente igual ao pH
do ambiente. Conseqiientemente, catdlise enzimatica € necessaria-
mente sensivel as variagdes do pH.

A dependéncia entre a estrutura e a funcio de biomoléculas com
relacdo ao pH € um desafio importante a compreensio e manipula-
¢do de propriedades biomoleculares. Em proteinas, a variagdo de pH
é de origem predominantemente eletrostética’. Assim, a determina-
¢do de cargas fraciondrias de grupos quimicos em fung¢io de propri-
edades como conformacio e pH do ambiente seria de enorme valor
para a elucidacio de inimeros processos bioldgicos. Como exemplo
podemos citar, além dos mecanismos de catdlise enzimdtica, o
enovelamento de proteinas e o reconhecimento molecular. Diversos
residuos constituintes da estrutura nativa de protefnas apresentam
um comportamento de ionizac¢do diferente daquele quando isolados
em solucdo, devido a influéncia do ambiente eletrostatico da protei-
na sobre o grupo ionizavel.

A grande maioria dos aminoécidos que constituem uma proteina
interage através de forgas de longo alcance, essencialmente de natu-
reza eletrostdtica. Os campos elétricos gerados por proteinas esten-
dem-se a uma distancia de 10-15 A, dependendo de condicdes de
temperatura, solvente e carga elétrica da proteina (a maiores distan-
cias, as flutuacdes térmicas aleatdrias do solvente predominam so-
bre qualquer efeito que o campo elétrico da proteina possa exercer).
Desta forma, para entender as forcas de atrag¢do-repulsdo entre
biomoléculas € necessdrio compreender as leis eletrostaticas que re-
gem as interagdes intermoleculares. Os fundamentos da fisica
eletrostatica sdo bem estabelecidos e podem ser expressos concisa-
mente por equagdes relativamente simples. Contudo, a aparente
simplicidade destas equagdes esconde algumas dificuldades
conceituais e numéricas da aplicagdo das mesmas ao estudo de siste-
mas complexos. Este € um problema relevante devido a vasta quan-
tidade de estruturas tridimensionais de biomoléculas disponiveis re-
centemente.
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Este artigo apresenta uma introducio ao uso da equagdo de
Poisson-Boltzmann na determinagdo de estados de protonagdo em
proteinas. Antes de prosseguir, ¢ importante lembrar que como qual-
quer modelo tedrico, 0 modelo de Poisson-Boltzmann € uma simpli-
ficagd@o da realidade e envolve o uso de vdrias aproximagdes. Assim,
a aplicag@o da equagdo de Poisson-Boltzmann ao calculo pK, em
proteinas pressupde as seguintes premissas como verdadeiras: i) as
contribui¢des eletrostaticas e nio-eletrostiticas em um dado proces-
so quimico podem ser calculadas separadamente, ii) principios
macroscopicos podem ser aplicados ao nivel molecular. Aqui, assu-
me-se que a diferenca entre o comportamento de protonagdo de um
dado grupo quimico em solug¢@o, para o qual a constante de ionizacao
é conhecida, e do mesmo grupo quimico no ambiente protéico, € de
natureza puramente eletrostatica. O célculo das respectivas energias
livres eletrostaticas € obtido através da solu¢@o da equagdo de Poisson-
Boltzmann pelo uso do método das diferengas finitas®. O enfoque do
artigo € limitado aos modelos que tratam o soluto e o solvente como
meios dielétricos continuos. Desta forma, métodos baseados em si-
mulagdes microscopicas, os quais sdo importantes para o estudo de
moléculas orginicas pequenas, ndo sdo abordados nesta revisao, mas
uma literatura extensiva estd disponivel na drea*.

TEORIA
A equacio de Poisson-Boltzmann

O célculo de energias eletrostdticas entre grupos quimicos em
uma proteina pode ser obtido através da equacdo de Poisson-
Boltzmann linearizada. Para isto € necessaria a determinag¢@o dos
potenciais eletrostaticos associados com uma determinada distribui-
¢do de cargas. Uma descric@o cldssica destes potenciais € dada pela
equagdo de Poisson, que mostra como varia a densidade de carga p
da atmosfera i0nica com a distancia do {on na posi¢do r. Se a distri-
buicdo de cargas tivesse simetria esférica, a equacéo de Poisson to-
maria a forma:

Ld(db)_p,
r*dr dr € (1a)

No caso mais geral, a equag@o de Poisson pode ser escrita:
V-g(r)Vo(r) = —4mp(r) (1b)

A equacdo de Poisson permite relacionar a variag¢@o espacial do
potencial ¢ na posi¢do r com a distribuicdo da densidade de carga p
em um meio de constante dielétrica €. O operador V (nabla) no sis-
tema de coordenadas cartesianas tem a forma (6/0x, 0/0y, 0/0z). No
contexto de um sistema biolégico composto por cargas imersas em
meio aquoso contendo eletrdlitos, a carga parcial de cada dtomo na
molécula pode ser descrita como cargas fixas p/, enquanto que as
cargas dos eletrélitos dissolvidos no solvente podem ser descritas
como cargas moveis, cuja densidade € determinada pela distribuicio
de Boltzmann:

_49
=€ ()

onde n, € a densidade de fons do tipo i por unidade de volume em
uma dada regido do espago; n’; a densidade de fons do tipo i por
unidade de volume em todo o espago amostrado; g, a carga corres-
pondente a cada fon; ¢ o potencial eletrostatico em uma dada regido
do espago; «, a constante de Boltzmann e T a temperatura absoluta.
Assim, a Equacdo (1) pode ser modificada na chamada equacdo de
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Poisson-Boltzmannn:

V-e(n)V(r) = 4z {p (r) + Mr)Z,qinexp[“,jff’} )

onde A € igual a 1 em regides acessiveis aos fons méveis e 0 nas
demais regides. O efeito da forca idnica do meio € tratado através da
teoria de Debye-Hiickel, a qual permite a aplicacdo da equagdo de
Poisson-Boltzmannn a sistemas que podem ser adequadamente re-
presentados como um conjunto de cargas em um meio de constante
dielétrica uniforme e de baixa for¢a idnica. Em tais condicdes € pos-
sivel tratar linearmente a distribuicdo de cargas mdveis representada
pelo termo exponencial na Equagdo (3):

V-g(r)Va(r) = —4np'(r) + A(r)e(r) “4)

N 8ne’N, | )
kg T

onde k € a constante de Debye-Hiickel ou blindagem i6nica do meio;
e a carga eletronica; N o nimero de Avogadro e [ a forga ionica. As
varidveis @, g, k e p sdo fungdes do vetor posicdo r. A forma da
interface dielétrica e a exclusio de fons contidos no interior da pro-
tefna sdo introduzidos no célculo através da dependéncia das cons-
tantes € e k do vetor . Em condicdes onde k = 0, {ons estdo ausentes
e a Equacdo (4) pode ser reduzida a equagdo de Poisson. Devido a
diferenca de polarizabilidade da dgua e do interior da proteina, duas
constantes dielétricas — € e g, — 880 requeridas para representar
realistamente o sistema.

Propriedades dielétricas

O tratamento de biomoléculas em meio continuo € baseado nos
modelos desenvolvidos por Born®, Onsager® e Tanford e Kirkwood’,
nos quais o soluto € descrito como uma cavidade de baixa constante
dielétrica e imerso em um meio de constante dielétrica e=78. Nesta
aproximacao, a proteina e o composto modelo sdo representados como
um objeto rigido de constante dielétrica 8p=4-6. Ambas moléculas
sdo compostas por sitios 7, cuja protonacdo-deprotonacdo € repre-
sentada pela adi¢io-subtracio de uma carga unitdria pontual (“single-
site model”), e por sitios j, que representam cargas permanentes na
molécula. A interface entre soluto-solvente € definida pelo contorno
resultante do movimento de um atomo de raio definido ao longo da
superficie de van der Waals dos dtomos constituintes da proteina ou
do composto modelo.

Um aspecto fundamental para o uso apropriado de modelos de
meio continuo € a representa¢do adequada de diferentes ambientes
dielétricos através da defini¢@o de constantes dielétricas. Para isto, a
resposta do ambiente ao campo elétrico gerado pela proteina ou pelo
composto modelo deve ser considerada. Esta resposta pode ser divi-
dida em trés fendmenos fisicos que resultam em um escalonamento
de cargas atdmicas: i) redistribuicdo de cargas, ii) polarizabilidade
eletronica e iii) reorienta¢@o de dipolos permanentes (moléculas po-
lares).

Quanto a redistribuigdo de cargas na aproximagdo de campo-mé-
dio, os {ons ndo sio tratados explicitamente. Ao invés disto, assume-se
que o potencial quimico de cada fon seja uniforme ao longo da solu-
¢do. Em um meio de constante dielétrica uniforme e baixa forca idnica,
a redistribuiciio de cargas pode ser descrita apropriadamente pelo ter-
mo de Debye-Hiickel na equagio de Poisson-Boltzmannn (Equacdo
4). Um tratamento mais sofisticado da mobilidade i6nica ao redor da
proteina ou do composto modelo € possivel através do uso de simula-
¢des do tipo Monte Carlo®'°, onde efeitos de correla¢do e do tamanho
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finito dos fons sdo considerados. Contudo, resultados similares po-
dem ser obtidos com os dois métodos, Monte Carlo ¢ Poisson-
Boltzmann, para a distribuicdo de {ons univalentes e de tamanho redu-
zido". Nos casos de fons divalentes, a equacdo de Poisson-Boltzman
apresenta um desempenho quantitativo mais fraco, embora qualitati-
vamente tais resultados permanecem validos'!.

O segundo efeito, a polarizabilidade eletronica € o resultado da
reorientaciio da nuvem eletronica ao redor do nucleo atdmico, quan-
do em presenca de um campo elétrico. Em liquidos orgénicos, este
processo freqiientemente resulta em constantes dielétricas de 1,5-2.
Devido a energia eletrostética e constante dielétrica serem grandezas
inversamente proporcionais, e fazendo €=2, um soluto imerso em
um liquido orginico apolar apresenta uma energia eletrostética que
corresponde a metade da energia do mesmo soluto no véacuo. Por
este ser um problema de multiplos-corpos, a modelagem do mesmo
¢ complexa e computacionalmente dispendiosa. Como conseqiién-
cia, a maioria dos campos de forca empregados em simula¢des do
tipo mecénica e dindmica molecular ndo incluem explicitamente os
efeitos resultantes de polarizagio eletronica'®. Vdrias alternativas para
o tratamento de polarizabilidade eletronica em meios continuos es-
tdo disponiveis, e estes modelos foram revisados extensivamente por
Sharp e Honig'®. O modelo dielétrico uniforme é comumente acoplado
ao uso da equagdo de Poisson-Boltzmann, e os efeitos resultantes de
polarizabilidade eletronica podem ser incorporados ao valor da cons-
tante dielétrica, definindo um dado ambiente eletrostatico. Este mo-
delo assume que cargas e dipolos constituindo o sistema interagem
entre si como se estivessem imersos em ambiente de constante dielé-
trica 2. Uma questdo relevante € a validade do uso de um parametro
dnico e invaridvel para descrever uma regido constituida por inime-
ros e diversos tipos de dtomos. Os argumentos em favor do modelo
dielétrico uniforme — comumente usado pelo modelo de Poisson-
Boltzmann - siio baseados em resultados experimentais. Primeira-
mente, a constante dielétrica de alta freqiiéncia caracteristica de li-
quidos organicos varia muito pouco com relacio a identidade da
molécula de solvente. Em segundo lugar, modelos mais sofisticados,
nos quais constantes dielétricas de diferentes grupos quimicos seri-
am considerados, requerem a disponibilidade de valores experimen-
tais de polarizabilidades para um nimero largo de dtomos em dife-
rentes moléculas. Por outro lado, o modelo dielétrico uniforme re-
quer apenas o conhecimento da quantidade experimental € (disponi-
vel para inimeros solventes organicos) para representar a polariza-
bilidade eletronica em sistemas tdo complexos como proteinas.

As propriedades dielétricas de liquidos polares resultam da re-
orientag@o de dipolos permanentes em um campo elétrico. Para um
sistema composto por uma proteina imersa em meio aquoso € neces-
sario considerar os dipolos permanentes correspondentes ao soluto e
ao solvente. Assim, a simulag@o destes sistemas exige a representa-
¢do dos dipolos permanentes da macromolécula e do solvente atra-
vés do uso de duas constantes dielétricas. O estudo experimental de
propriedades dielétricas de biomoléculas € extremamente dificil e,
conseqiientemente, a validacdo de diferentes métodos tedricos tor-
na-se inacessivel . Diferentes valores de constante dielétrica sdo uti-
lizados em estudos tedricos de proteinas. Estes valores sdo obtidos
através da aplicagdo direta de equacdes, tais como a equacdo de
Coulomb'*"®, 0 modelo de Tanford-Kirkwood™'¢, a equagdo de
Poisson-Boltzmann>'’, ou através de teoria dielétrica de Kirkwood-
Frolich'®?!. Estes estudos sugerem que a constante dielétrica de pro-
tefnas &, possuem valores médio em torno de 4-6.

Idealmente, constantes dielétricas sao utilizadas como forma de
reproduzir aspectos do sistema que nio sdo tratados explicitamente.
No caso de modelos continuos, &, sumariza as contribui¢des devidas
a efeitos de polarizabilidade eletronica, reorientagdo de dipolos e
aspectos estruturais que ndo sio inclusos explicitamente na repre-
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sentacdo estrutural da proteina ou interface proteina-solvente. Estes
aspectos estruturais incluem rearranjos relacionados com a redistri-
buicdo de cargas no interior e na superficie da proteina, bem como
flutuacdes do sistema em um dado estado de carga. A comparagio
entre diferentes valores de &, indica que a escolha de 8p=20 resulta
em valores de pK  mais proximos aos valores determinados experi-
mentalmente??!. Numa situacdo ideal, rearranjos estruturais estari-
am acoplados a mudancas no campo elétrico de modo que interacdes
entre grupos carregados séo otimizadas; uma constante dielétrica alta
compensa a auséncia de flexibilidade estrutural inerente ao modelo.
Assim, na auséncia de modelos mais detalhados, a constante dielétrica
pode ser considerada como um pardmetro ajustdvel e definido atra-
vés da comparagio entre resultados tedricos e experimentais™2.

Desenvolvimento do modelo eletrostético para o calculo de pK_
em proteinas: uma perspectiva historica

A primeira aplica¢do do modelo de meio continuo ao célculo de
pK s em biomoléculas foi realizada em 1924 por Lindestrgm-Lang?’.
O chamado “smeared-charge model” trata a proteina como um fon
de Born gigantesco, com a carga liquida de todos os grupos ionizdveis
espalhada ao longo da superficie da esfera. Em 1957, Tanford e
Kirkwood’ introduziram modificagdes ao modelo através do trata-
mento dos grupos ionizdveis como cargas discretas em posicoes ar-
bitrariamente escolhidas ao longo da superficie da proteina repre-
sentada por uma esfera de baixa constante dielétrica imersa em
solvente, representado por um meio continuo de alta constante
dielétrica. O efeito da forca idnica sobre o sistema foi incorporado
ao modelo, permitindo a redistribui¢do dos eletrélitos dissolvidos
no meio em resposta ao potencial eletrostatico da proteina, de acor-
do com a equacio linear de Poisson-Boltzmannn. No entanto, a prin-
cipal limitac@o destes modelos foi a inexisténcia de estruturas atdmi-
cas de protefnas, juntamente com a capacidade computacional limi-
tada da época. A medida que informacdes sobre a estrutura crista-
logréfica de protefnas e valores experimentais de pK s para amino-
dcidos em solucdo tornaram-se disponiveis, as equagdes do modelo
de Tanford-Kirkwood foram utilizadas para estimar interagdes entre
grupos ionizaveis, incluindo os valores cristalograficos recém obti-
dos para a distincia entre pares de dtomos constituindo grupos
ionizdveis®.

O modelo de Tanford-Kirkwood permaneceu limitado pela re-
presentac@o simplista de proteinas como esferas e pela aproximacao
de que o pK, de um dado grupo ionizédvel na proteina € perturbado
unicamente por interagdes com outros grupos ionizaveis. Conseqiien-
temente, a influéncia de grupos neutros, dipolos e o efeito de
desolvatacio sdo negligenciados.

Em 1982, Warwicker e Watson® propuseram um modelo mate-
madtico para solucionar a equacao de Poisson-Boltzmann aplicada a
um sistema proteina-solvente, empregando o método das diferengas
finitas. Este modelo possibilitou tratar a forma da proteina mais pre-
cisamente, a qual passou a ser representada pela superficie de van
der Waals, e introduziu um termo representativo das interagdes entre
o grupo ionizdvel e grupos neutros e/ou dipolos associados com a
presenca de motivos de estrutura secunddria. Contudo, este modelo
continuou desprezando a energia de desolvatagdo, isto €, a contri-
buicdo resultante do trabalho eletrostatico de transferir um grupo
polar de um ambiente solvatado — representado por uma constante
dielétrica alta - para o interior da proteina — representado por uma
constante dielétrica baixa.

Em 1988, este problema foi resolvido através do célculo do po-
tencial eletrostdtico ¢, para cada dtomo i carregado ou parcialmente
carregado em um dado grupo ionizavel no ambiente do solvente e no
interior da proteina'®. A energia eletrostdtica total ou energia de
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desolvatagio € dada pelo trabalho resultante da transferéncia do gru-
po ionizdvel entre os dois ambientes dielétricos.

Métodos numéricos

Diversos métodos numéricos foram desenvolvidos para solucio-
nar a equagdo de Poisson-Boltzmannn aplicada a sistemas bioldgi-
cos*?¥. O método das diferencas finitas é o modelo matematico
implementado em programas como DELPHI, UHBD e MEAD entre
outros'>1%3135 Nesta aproximagdo, a macromolécula e os seus ar-
redores correspondendo ao solvente sdo representados por uma cai-
xa reticulada, onde cada ponto localizado no vértice do reticulo
corresponde a uma porcdo da proteina ou do solvente. Valores de
densidade de carga, constante dielétrica, forga idnica e potencial
eletrostdtico sdo assinalados a cada ponto do reticulo. A equagdo de
Poisson-Boltzmannn linearizada €, entdo, integrada para todo o vo-
lume da caixa reticulada’. Na forma mais simples do modelo, a rea-
¢do de ionizacdo € representada pela adicdo de uma carga +1 a um
atomo que recebe ou perde um préton durante a reagdo (“single-site
model”). Este dtomo corresponde ao sitio de ionizagdo. Por exem-
plo, os dtomos nitrogénio N” e carbono C sdo os sitios de ionizagio
em uma lisina e um 4cido aspdrtico, respectivamente. A equagio de
Poisson-Boltzmannn linearizada € entdo resolvida para a forma
protonada e deprotonada de cada sitio de ionizagdo no sistema. Pri-
meiramente, a equacao ¢ resolvida para o grupo imerso no ambiente
dielétrico da proteina, a qual por sua vez estd imersa no ambiente
dielétrico do solvente. O limite entre a proteina e o solvente € tipica-
mente a superficie molecular ou de van der Waals da proteina. Este
primeiro cdlculo permite avaliar o campo de rea¢@o devido a influéncia
do solvente sobre a carga do sitio ionizdvel, bem como a interagio
do mesmo com outras cargas na proteina. Subseqiientemente, o gru-
po ionizdvel € transferido do ambiente dielétrico da proteina para
aquele do solvente, possibilitando a determinacdo do campo de rea-
¢do produzido pelo solvente quando o grupo estd completamente
solvatado. O modelo assume que o pK_ do grupo quando imerso no
solvente € igual ao valor do pK, determinado experimentalmente
para os aminoacidos em solugéo®*’.

Termodinamica do equilibrio de protonacao
O equilibrio de protonacido do grupo quimico AH isolado em

solugdo AH_ e presente em uma proteina AHI ~pode ser representado
por um ciclo termodindmico conforme descrito na Figura 1.

AG®,
AH, - 5 A, + HY,
AG(AH) AG(A) AG(H")
v AG% A\
AH, - A n H
AG,(AH) AGy(A)
v AGOP v

- +
AH, 5 A, +  HY

Figura 1. Ciclo termodindmico representando o equilibrio de ionizag¢do do
grupo quimico AH quando isolado em solu¢do AH, e quando presente em
uma proteina AHP. Neste ciclo; A'g ( AHLZ ); A’ (AH)) e A'P ( AHp ) representam
o sitio desprotonado (protonado) no vdcuo; em solvente e no ambiente
protéico, respectivamente; H"g e H*_representam o préton em fase gasosa e
fase solvatada, respectivamente
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A variagdo da energia livre padrdo de deprotonacdo do grupo
ionizdvel AH em solvente AG° € dada pela equagio:

AG, =-2,303RTpK" (6)

onde AG® € igual & soma entre a energia livre de deprotonagdo do
grupo AH em fase gasosa AG®,, as energias livres de solvatagdo do
grupo na forma protonada AG (AH) e deprotonada AG (A) e a ener-
gia livre de solvatagdo do préton AG (H*):

[AG +AG, (4)+G, (H)~AG, (AH) ]|
2,303RT

PKY = )

Assim, 0 pK_ do grupo AH em um solvente pode ser determina-
do a partir da variagdo da energia livre padrdo de deprotonagdo AG®,
quando os valores para os demais termos sdo conhecidos. Os valores
das energias livres padrdo em fase gasosa podem ser obtidos através
de métodos ab-initio** ou medidas experimentais® (e.g. espectros-
copia de ressondncia magnética ou cinética enzimatica), enquanto
que as energias livres de solvatagdo podem ser calculadas por méto-
dos Monte Carlo®* ou perturbagéo termodindmica®. Contudo, a
energia livre de solvatagio do préton AG_ (H*) € uma quantidade
dificil de ser determinada, tanto experimental quanto computacional-
mente, de modo que a relagdo resultante da diferenga entre os pK s
de dois grupos AH e BH ¢ preferivelmente expressa como:

— - 1 0 _
PKo(AH) = pKq(BH) = o= \[AGg (4H — BH)] +
+[AGq (4™ = B7)]-[AGg o (4H - BH)]} (8)

Analogamente, o pK_ do grupo AH na proteina, pK , € descrito
pela equagdo:

AG. (A)=AG. (AH)
K(P) — K(S) + S,P s,p
L 2303RT ©)

Os valores de pK ¥ sdo obtidos a partir de medidas experimen-
tais para cada um dos 20 aminodcidos naturais em solugido®. A Equa-
¢do (9) pode ser rearranjada na seguinte equagao:
AG,(AH,A")-AG (4H, A7)

2,303RT

PR =K + (10)

A Equagio (10) € utilizada preferencialmente na implementagio
computacional porque, de modo similar aos cdlculos de energia li-
vre, a determinac@o de diferencas de energia entre estruturas seme-
lIhantes € mais simples e precisa.

A relag@o entre o pK , o pH e a constante de equilibrio K para a
reagdo de deprotonagdo de um sitio ionizavel é dada pela equacio de
Henderson-Hasselbach:

(4]

pH = pK  +log [AH] (11)

O rearranjo das Equacdes (6) e (11) permite calcular a variagdo
da energia livre em fungdo do pH e determinar a curva de titulagio
para um sitio ionizavel:

AG =2,303RT +(pH — pK") (12)
Teoria do equilibrio de protonacio

Estritamente, reagdes de ionizacdo de grupos quimicos ndo sao
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processos puramente eletrostdticos, visto que dependem implicita-
mente do potencial quimico do préton e da energia de ligagdo do
proéton aos grupos ionizaveis. Contudo, efeitos de pH sdo largamen-
te mediados por alteragdes de estado de ionizacdo, isto €, alteragdo
de cargas elétricas em grupos quimicos dcidos e bdsicos. Assim,
interagdes eletrostaticas podem ser consideradas efetivamente como
forcas primdrias controlando processos quimicos dependentes do
pH?*". Conseqiientemente, a diferenca entre a energia livre de proto-
na¢do de um grupo ionizdvel em uma proteina e a energia livre de
protonacdo do mesmo grupo em solucéio pode ser descrito apropria-
damente pela diferenca entre o trabalho eletrostatico de alterar a car-
ga do grupo no estado desprotonado para o estado protonado na
proteina e o trabalho eletrostético para a mesma alteragdo no com-
posto modelo?>324142,

Assumindo-se que pares de grupos ionizdveis no sistema
interagem de forma aditiva, € possivel representar as energias livres
de interagdo entre estes grupos por uma matrix simétrica [|G,|. Con-
siderando o estado de referéncia para cada grupo ionizdvel como
aquele onde o grupo estd na forma neutra, podemos definir os ter-
mos da matrix de energia livre [|G,[. Cada termo diagonal (i=)) re-
presenta a energia livre resultante da diferenca entre o trabalho de
deprotonar o grupo i quando todos os demais grupos ionizdveis es-
tdo na forma neutra e o trabalho de deprotonar 0 mesmo grupo em
solucdo. Os termos fora da diagonal (i#]) representam as energias
livres de interagdo quando os grupos i e j estdo simultaneamente
desprotonados. Assim, a diferenga entre a energia livre de deproto-
nagdo de um sistema com M sitios ionizdveis (s,...,s,, ) pode ser
representado em termos da matrix de energia livre [|G,||:

M M M-1 M
AG(S,,...r5y,) = 2,303RTZx,yi(pH -pK)+ DxG,+>. > xx,y,G, (13)
i=1 i=1

=1 j=i+l

onde x, € igual a 1 quando o grupo estd na forma desprotonada e
igual a 0 quando o grupo estd na forma neutra, y, € igual a +1 para
bases e -1 para dcidos.

Neste modelo, a diferenca entre a energia eletrostatica de ioniza-
¢do de um grupo na proteina e do mesmo grupo em solugdo € deter-
minada por trés tipos de contribuicdes (Figura 2): i) a energia de
desolvatagdo de Born, AAG, . ¢ a energia resultante da interagdo
entre o grupo ionizdvel e a polarizagdo induzida nos ambientes
dielétricos da proteina e do solvente, respectivamente, pela carga
deste grupo; ii) a energia de interagdo de “background”, AAG, .
descreve a interacdo entre o grupo ionizdvel e as cargas parciais pre-
sentes na proteina, quando todos os outros grupos ionizdveis estao
na forma neutra. Este termo inclui também a interagdo resultante da
presenga de dipolos associados com motivos estruturais como -
hélices na vizinhanga do grupo ionizavel. Estas duas contribui¢des
correspondem aos termos G, na matrix de energias [|G, || como mos-
trado na Equagdo (13); iii) a energia de intera¢do do grupo ionizavel
com os demais grupos ionizdveis na proteina. Este termo € calculado
exclusivamente para o grupo ionizdvel no ambiente dielétrico da pro-
tena, sendo representado pelos termos G, na matrix de energias [|G, .

Contudo, o cdlculo das energias de interacdo entre um dado gru-
po ionizdvel e os demais grupos ionizaveis na proteina ¢ complexo,
porque as cargas destes grupos sdo, por si mesmas, dependentes do
pH. A introdugdo de um termo hipotético pK, permite contornar esta
dificuldade’. Este termo corresponde ao pK, do grupo ionizdvel na
proteina, quando os demais grupos ionizdveis estdo na forma neutra.
A diferenca entre o pK, de um grupo ionizdvel e o pK, da proteina
pode ser determinada pelo célculo de AAG, e AAG, .7

AANG,,,.
2,303RT

+AAG

pK, = pK’ - fuck (14)
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Figura 2. Ciclo termodinamico para a protonagdo de um grupo ionizdvel
em uma proteina (duas iltima linhas) com relagdo ao mesmo processo em
um composto modelo (duas primeira linhas). Areas pontilhadas indicam a
presenga de cargas permanentes e dreas quadriculadas representam o
solvente

Os elementos da matrix de energia livre de interagao [|G,|| po-
dem ser calculados pelas Equagdes (15) e (16):
1 M , l N ) 1 M , 1 N
G =1 25g0 -~ |~ 23 g6 -~ g
i {quﬁh 2;%@} {2;%4), 2;%} (15)

modelo proteina

m m;

i Z Z q;d); - Z Z q./'d); "= Z Z 4;+9; Z Z a9 (16)

i=l j=1 i=l j=1 i=l j=1 i=l j=1

Q
[

onde ¢, € 0 potencial eletrostdtico ao redor da carga g,. Este potencial
€ a soma entre 0 campo de reacdo devido a carga g, € todas as
interagdes couldombicas resultantes da presenca da carga g, entre as
demais cargas presentes nos dois ambientes dielétricos em conside-
racdo (solvente e proteina). Na Equacéo (14), o termo g, Tepresenta a
carga do grupo j, ¢ € o potencial resultante da interacéio entre as
cargas dos grupos j e i. Os estados protonados s3o marcados por um
asterisco (*¥), em oposi¢do aos estados neutros do mesmo grupo
ionizdvel. Os primeiros dois termos correspondem aos potenciais
resultantes da interagdo entre a forma carregada do grupo i e as car-
gas das formas carregadas e neutras do grupo j, respectivamente. Os
dois tultimos termos correspondem aos potenciais resultantes da
intera¢do entre a forma neutra do grupo i e as cargas das formas
carregadas e neutras do grupo j, respectivamente. Os termos presen-
tes nas Equacdes (13) e (14) representam o somatério dos produtos
entre cargas e potenciais na vizinhanga destas cargas e, conseqiiente-
mente, representam energias livres eletrostdticas.

Tratamento de sistemas com muiltiplos sitios de protonacio

A modelagem do equilibrio de protonagido em proteinas € parti-
cularmente dificil devido ao grande niimero de sitios de ionizagdo e
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de interagdes eletrostaticas de longo-alcance entre estes sitios. Em
proteinas, cada um dos M grupos ionizdveis pode ocorrer em pelo
menos dois estados de protonagdo diferentes (ou mais para grupos
com diferentes tautdmeros, como a histidina). Em outras palavras, a
determinacdo de propriedades dependentes do pH em uma proteina
requer o cdlculo das energias eletrostdticas para todos os possiveis
estados de protonagdo do sistema e subseqiiente avaliagcdo dos valo-
res médios destas propriedades baseada na distribuicdo de Boltzmann.
No entanto, o nimero de possiveis estados de protonagido € muito
alto para a maioria dos sistemas biolégicos. E necessdrio o uso de
aproximagdes que possibilitem a determinagdo de valores médios
para uma dada propriedade, sem a enumeracdo de todos os possiveis
estados de protonacdo do sistema em consideragao.

Diferentes métodos foram propostos para tratar o problema de
protonacdo de miltiplos sitios'3244344 Entre estes, 0 método de Mon-
te Carlo baseado no algoritmo de Metropolis € o mais comumente
utilizado. Uma proteina apresenta um total de 2M estados de ionizacdo
possiveis, onde M € o nlimero de sitios ionizdveis presentes no siste-
ma. Esta simplificagdo implica que cada sitio de ionizacdo apresenta
apenas dois estados possiveis: protonado ou desprotonado®”-*#4!.

O estado de ionizagio inicial corresponde aquele onde todos os
sitios ionizdveis estdo nas respectivas formas protonadas. A energia
livre G para o estado de protonagdo inicial pode ser calculada atra-
vés da equacdo:

M M M-l M
AG(Sys0ns8y,) = 2,303RT Y. xv,(pH = pK )+ x,,G, + Y. ¥ [(¢° +x)—-4'4)1G,
i=1 i=1 i=i j=i+l (23)

A Equacio (23) € uma expressao modificada da Equagdo (19),
na qual o estado de referéncia para cada grupo ionizdvel corresponde
a forma protonada dos mesmos. Na Equagdo (19), o estado de refe-
réncia para cada grupo ionizavel corresponde a forma neutra destes
grupos. A varidvel x;” € igual a 1 quando o grupo estd na forma
protonada e 0 quando estd na forma deprotonada e q € a carga for-
mal do sitio desprotonado. Subseqiientemente, um nimero no inter-
valo entre 0 e 1 € aleatoriamente assinalado a cada um dos sitios
ionizdveis do sistema, e o estado de protonagdo € entdo alterado para
todos os grupos ionizdveis cujo nimero randdmico corresponde a
um valor maior que um dado valor s. Assim, um nimero médio de
(1-s)/100% dos grupos ionizdveis terdo os respectivos estados de
protonacdo alterados. Se s € igual a 0,99 aproximadamente 1% dos
estados de protonacdo serdo alterados em cada passo da simulacio
de Monte Carlo. O segundo estado de protonagdo € entdo aceito ou
rejeitado dependendo da energia livre G2, novamente calculada pela
Equacio (23); quando G2 < G1, o novo estado de protonacdo € acei-
to, quando G2 > G1, o novo estado de protonagdo € aceito de acordo
com a probabilidade baseada no valor de ¢(¢>¢"/&T, Um ndmero ale-
atdrio no intervalo entre O e 1 é novamente escolhido, e se 0 mesmo
é menor que e(“>9RT o novo estado de protonagdo € aceito. A apli-
cacdo do método de Monte Carlo ao cilculo de multiplos sitios de
protonagdo é computacionalmente caro, mas ¢ o método de escolha
para tratamento de sistemas com numerosos 4tomos e cujos grupos
ionizdveis sofrem deprotonagdo/protonagdo de modo acoplado'.

Alguns fatores limitantes da precisdo do modelo de Poisson-
Boltzmann e possiveis alternativas para o problema

Apesar dos fundamentos teéricos do modelo de Poisson-
Boltzmann terem sido definidos, vdrios fatores introduzem impreci-
soes significativas e limitam a capacidade de previsdo do modelo®.
Como exemplo, pode-se citar a parametrizagio de cargas atomicas e
raios de van der Waals (este ultimo determinando a superficie
molecular da proteina, i. e., a interface proteina-solvente), a repre-
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sentacao do ambiente dielétrico da proteina como um meio homogé-
neo, o tratamento de moléculas de dgua posicionadas no interior da
proteina e, principalmente, o tratamento da flexibilidade conforma-
cional de grupos ionizdveis.

Intimeras solugdes foram propostas na tentativa de anular o efei-
to destes fatores sobre a capacidade de predi¢do do método. Stikoff
et al.® parametrizaram cargas e raios atdmicos para reproduzir as
energias de solvatacdo de pequenas moléculas orginicas. Brucoleri
et al.* introduziram uma aproximag@o na qual cargas atdmicas sdo
tratadas como esferas de carga uniforme, ao invés de cargas pontu-
ais. A vantagem desta aproximacao € menor dependéncia do método
das diferencas finitas com relacdo ao posicionamento das cargas na
caixa reticulada. Oberoi e Allewell*® obtiveram melhor concordin-
cia entre resultados tedricos e calculados, ao assinalar a carga resul-
tante da protonagao/deprotonacgio ao 4tomo mais exposto ao solvente.
Outra aproximacdo promissora € a determinacéo de raios atdmicos
com base na distribuicio radial de moléculas de dgua ao redor dos
respectivos dtomos®. Yang et al.*' mostraram que a inclusdo de mo-
léculas de dgua na vizinhanca de grupos ionizdveis resulta em uma
representacio mais realistica das propriedades de titulagdo em
lisozima. Gibas e Subramaniam® determinaram sistematicamente o
ndmero de moléculas de dgua que deveriam ser inclusas explicita-
mente durante o cdlculo para reproduzir apropriadamente os valores
experimentais de pK  em lisozima. Estes autores concluiram que
aproximadamente uma molécula de dgua deve ser inclusa dentro do
raio de uma ponte de hidrogénio para cada grupo ionizdvel na prote-
ina.

Antosiewicz ef al.”? propuseram o uso de uma constante dielétrica
interna 8p=20, muito maior do que o valor € =2-4, comumente aceito
para proteinas. Em principio, uma constante dielétrica alta compen-
saria a omissdo de variagdes conformacionais locais e da ligagao
especifica de {ons, conforme discutido na seciio Propriedades
dielétricas. Independentemente, Schaefer ef al.** investigaram o uso
de constantes dielétricas ¢ variando de 1 a 30, e observaram que g =
20 resulta em valores de pK_ mais proximos ao valores experimen-
tais. States e Karplus' propuseram o uso de diferentes valores de &
para representar residuos no interior e na superficie da proteina. Este
modelo foi posteriormente testado por Demchuck e Wade®, resul-
tando em melhor concordancia entre os valores calculados e experi-
mentais de pK . A vantagem deste modelo € a possibilidade de um
tratamento fisicamente mais realistico de ambientes dielétricos tdo
distintos, quanto o interior e a superficie de uma proteina. Mais re-
centemente, foi proposto que na auséncia de modelos mais detalha-
dos para representar a permitividade interna da proteina, a constante
dielétrica deveria ser considerada como um parametro ajustdvel, cujo
valor deve ser definido através da comparacdo entre resultados tedri-
cos e experimentais e de acordo com o sistema em considera¢ao®2,

Indubitavelmente, a restricdo mais grave da teoria de Poisson-
Boltzmann para o cdlculo de pK, em biomoléculas € a auséncia de
flexibilidade conformacional do sistema. Pequenos rearranjos estru-
turais de grupos ionizdveis no sistema podem causar modificacdes
significativas do ambiente eletrostdtico na vizinhanga do sitio de
ionizacdo e, conseqiientemente, dos valores de pH estimados. Parte
do problema € devido a prépria inadequag@o de estruturas cristalo-
graficas em representar um “ensemble” de conformagdes, o qual vem
sendo parcialmente aliviado pelo nimero crescente de estruturas de
proteinas obtidas por técnicas de ressonancia magnética nuclear
(RMN). Contudo, ¢ importante ressaltar que estruturas determina-
das por espectroscopia de RMN representam, de fato, uma confor-
mac¢ao média e ndo uma tnica conformacao, visto que a posi¢do de
cada d&tomo em tais estruturas no pode ser inferida diretamente como
no caso de métodos cristalograficos. Além desta limitagdo, o refina-
mento das diferentes solugdes espaciais que podem corresponder ao
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conjunto de intensidades espectroscopicas (“NOE restraints”) € ob-
tido por métodos de Mecanica Molecular, o qual faz uso dos chama-
dos campos de forca (“force-fields”) parametrizados para
biomoléculas em pH fisiolégico, i.e., valores de pH entre 7,0-7,2.
Inimeros métodos computacionais propuseram a inclusao de fle-
xibilidade conformacional do sistema no cdlculo de pK , pelo uso de
um “ensemble” de estruturas obtidas por métodos como Monte Carlo
ou Dindmica Molecular**#755*, Em particular, cadeias laterais loca-
lizadas no interior da proteina representam um grande desafio ao
modelo, porque freqlientemente apresentam valores de pK_ que di-
ferem em varias unidades dos respectivos valores em solucdo. Em
adi¢do, conformagoes diferentes de uma mesma cadeia lateral resul-
tam em valores calculados de pK, que diferem grandemente. Uma
solugdo para o problema € o célculo do valor médio de pK, para
diferentes conformacdes do sistema, obtido por métodos de Dinami-
ca Molecular ou Monte Carlo®*¥%, No entanto, as conformagdes
obtidas por Dindmica Molecular ou Monte Carlo sdo, por sua vez,
dependentes dos estados de protonagdo escolhidos para a conforma-
¢do inicial do sistema. Recentemente, métodos de dinamica molecular
em pH constante foram propostos, nos quais os estados de protonacio
podem variar ao longo da simula¢do®*’. Estes métodos tratam o pH
como um parametro termodinamico, de modo similar a pressdo e
temperatura (“proton bath”), sem fazer uso da equacdo de Poisson-
Boltzmann e estdo fora do ambito deste artigo. No entanto, estes sao
métodos muito caros computacionalmente e, até 0 momento, restri-
tos a sistemas de tamanho reduzido, como € o caso do acido succinico.

CONCLUSAO

A teoria de Poisson-Boltzmann permite o tratamento de propri-
edades dependentes do pH em proteinas, com um erro médio de 1
unidade de pK . A grande vantagem desta aproximagdo € o baixo
custo computacional, comparativamente a outros métodos como
integragdo termodindmica, por exemplo. Em adicdo, a aplicacdo ex-
tensiva deste modelo a inimeros sistemas permitiu uma caracteriza-
¢do aprofundada das limitagdes inerentes ao método. No entanto, €
importante observar-se que a capacidade de previsdo e a precisdo do
modelo de Poisson-Boltzmann dependem intimamente de fatores
externos ao método, como a qualidade dos valores experimentais
utilizados tanto durante o cdlculo de pK_ quanto durante a validagao
dos valores calculados contra valores experimentais. Infelizmente, a
grande maioria das proteinas possuem apenas um pequeno nimero
de grupos ionizdveis cujos valores de pK, sdo conhecidos experi-
mentalmente e, freqiientemente, estes valores estdo restritos as pro-
tefnas de tamanho reduzido, devido as limitagdes da técnica de RMN,
comumente usada na determinagdo experimental de valores de pK_
em protefnas.

Do ponto de vista tedrico, o modelo de Poisson-Boltzmann pode
ser aperfeicoado através da inclusdo de alguns aspectos até entdo
ignorados, como: i) modelos mais detalhados para representar a
redistribuicdo de cargas, devido ao processo de protonacdo/
deprotonagdo; ii) incluséo de flexibilidade ao menos das cadeias la-
terais pertencentes aos grupos ionizaveis; iii) inclusdo de moléculas
de dgua localizadas no interior da proteina e uso de uma constante
dielétrica apropriada para representar tais moléculas e iv) represen-
tacdo apropriada da heterogeneidade dielétrica do ambiente protéico.
Certamente, como em qualquer modelo tedrico, o modelo de Poisson-
Boltzmann € uma aproximac@o matemadtica que procura representar
sistemas fisicamente complexos. As deficiéncias discutidas anterior-
mente podem ser melhoradas ao preco de maior custo computacional
e desenvolvimento de novos algoritmos computacionais; uma das
metas na drea € o acoplamento entre o cdlculo de estados de ionizacéo
e dindmica molecular em proteinas. No entanto, como tem sido de-
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monstrado pela extensa literatura na area, o modelo de Poisson-
Boltzmann ¢ uma importante ferramenta computacional no cdlculo
de pK, em proteinas e tem sido amplamente utilizado para o trata-
mento realistico de propriedades dependentes do pH nestes siste-
mas.
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