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como 0 seu ajuste encontram-se representados a preto e vermelho, respetivamente.
As ondas da Ac-Tyr-NH, e o seu respetivo ajuste, derivado do resultado da
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representada a tracejado azul @SCUIO. ..........coiiiiiiiiiiiiiii e e eeeeees 58
Figura 23: (A) Variagdo da constante cinética total (k2 = 1/ 1) em funcdo da
concentracdo de grupos aceitadores de protdes do modelo Ac-Tyr-NH2, utilizando um
transdutor de 2,25 MHz. A constante cinética da protonacédo da cadeia lateral de Ac-
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Figura 24: (A) Concentracdo de Tyr- que é protonada, a partir de uma dada
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Como O seu ajuste encontram-se representados a preto e vermelho, respetivamente.
As ondas da Ac-Tyr-NH, e o seu respetivo ajuste, derivado do resultado da
desconvolucdo da onda, encontram-se representadas a azul e rosa, respetivamente.
No caso do gréafico (B), esta linha rosa corresponde a soma de duas ondas
componentes, associadas a rapida contracdo de volume provocada pela fotdlise do o-
NBA, representada a tracejado verde, e a reacdo de protonacdo de espécies OH- e da
cadeia lateral de Ac-Tyr-NHg, representada a tracejado azul escuro...................cc..... 63
Figura 27: (A) Variacdo da constante cinética total (ko = 1/ 12) em funcdo da
concentracao de grupos aceitadores de protdes do modelo Ac-Tyr-NHg, utilizando um

transdutor de 1 MHz. A constante cinética da protonacao da cadeia lateral de Ac-Tyr-
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associada ao processo de fotdlise do 0-NBA, a protonacéo de OH-e e da cadeia lateral
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RESUMO

O estudo de pequenos peptideos tem vindo a mostrar-se bastante relevante
para uma melhor compreensdo do processo de folding (enrolamento) proteico, pois
estes pequenos fragmentos podem ser fulcrais na conducdo deste processo de
enrolamento. Assim, estas sequéncias de aminoacidos podem ser retiradas de
proteinas e realizar o seu folding numa solug&o aquosa e consequentemente adquirir a
sua estrutura nativa tipica. Além disso, sdo também bastante importantes para o
estudo de colapsos hidrofébicos, da formacdo de pontes de hidrogénio
intramoleculares e para o estudo do empacotamento de cadeias laterais. Motivos
como hélices-a e ganchos-f sdo muitas vezes utilizados nesta area da ciéncia, sendo

que estes Ultimos sdo os mais simples de caracterizar.

O peptideo Chignolin é a estrutura mais pequena em gancho- conhecida que
é soltvel em agua. E constituido por 10 residuos de aminoacidos (GYDPETGTWG) e
embora ainda ndo se conhega bem a sua cinética de folding julga-se que esta ocorra
numa escala de nano ou microssegundos. No entanto a ordem em que estes

acontecimentos ocorrem gera bastante controvérsia dentro da comunidade cientifica.

Com o objetivo de estudar o papel de aminoacidos ionizaveis nas alteracdes
conformacionais do peptideo, pretende-se utilizar as técnicas de dicroismo circular
(CD), calorimetria fotoacustica resolvida no tempo (TR-PAC) e mecanica molecular. A
combinacdo destas técnicas contribuira para o aprofundamento do conhecimento do

mecanismo de refolding da chignolin, nomeadamente no que concerne a sua cinética.
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ABSTRACT

The study of small peptides has revealed itself highly relevant for a better
understanding of the protein folding process, since these small fragments can be
crucial in driving this folding process. Thus, these amino acid sequences can be
removed from proteins and perform their folding in aqueous solution and consequently
acquire their typical native structure. Moreover, they are also quite important for the
study of hydrophobic collapses, the formation of intramolecular hydrogen bridges and
for the study of side-chain packing. Motifs such as a-helices and B-hairpins are often

used in this area of science, the latter being the simplest motif to characterise.

The Chignolin peptide is the smallest known B-hairpin structure that is soluble in
water. It consists of 10 amino acid residues (GYDPETGTWG) and although its folding
kinetics are not yet well known it is thought to occur on a nano or microsecond
timescale. However, the order in which these events occur is quite controversial within

the scientific community.

In order to study the role of ionizable amino acids have in the conformational
changes of the peptide, we intend to use the techniques like circular dichroism (CD),
time-resolved photoacoustic calorimetry (TR-PAC) and molecular mechanics. The
combination of these methods will contribute to a better understanding of chignolin’s

refolding mechanism, particularly with respect to its kinetics.
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Capitulo 1:
Introducao






1. O FOLDING PROTEICO

Atualmente sabe-se que se encontram disponiveis na natureza um total de 20
amino&cidos, designados de aminoécidos principais, sendo que estes sdo as
moléculas que se encontram na base da constituicdo de um peptideo ou de uma
proteina, possuindo a designacdo de subunidades monoméricas. Proteinas séo
biomoléculas compostas por uma cadeia de aminoacidos ligados entre si através de
ligacdes peptidicas (ligacdes covalentes) que adquirem uma determinada estrutura

consoante um elevado nimero de fatores.

A sequéncia linear de aminoacidos referida anteriormente representa a
chamada estrutura primaria de uma proteina e é com base nessa mesma sequéncia,
bem como nas propriedades quimicas da cadeia lateral desses aminoacidos
(polaridade, carga elétrica, aromaticidade, solubilidade), designada de grupo R, no
valor dos angulos torsionais em torno das ligagbes simples da estrutura covalente e
nas caracteristicas do ambiente quimico envolvente (pH, forca idnica, temperatura,
etc), que a proteina realiza um certo folding (enrolamento) que culmina na aquisigédo
da sua estrutura nativa. Consequentemente, fenbmenos como a
protonacdo/desprotonacdo de determinadas cadeias laterais, podem ter um papel
fulcral na inducdo de processos de unfolding (desdobramento), que podem ocorrer
tanto na escala dos microssegundos como na escala dos nanossegundos,
dependendo da estrutura que esta a ser estudada. Além disso, a
protonacao/desprotonacdo destas cadeias laterais também pode estar relacionada
com processos de refolding (processos que ocorrem quando uma proteina que se

encontra numa conformacéo menos estavel volta a adquirir a sua conformacéo nativa).

Uma vez que as fungBes de uma proteina dependem estritamente da sua
estrutura tridimensional, a caracterizacao desta leva a que as suas fungdes bioldgicas
possam ser desvendadas e compreendidas. Uma grande parte dessa caracterizagcéo
passa pelo estudo dos processos evolutivos das proteinas, bem como pela
compreensado dos seus mecanismos de folding. Para tal, € importante que se consiga
dar resposta a algumas questdes que ainda inquietam os cientistas, tais como
questbes computacionais, onde ainda existem dificuldades na previsdo da estrutura
nativa de uma proteina a partir da sua sequéncia de aminodcidos; questdes
termodinamicas do equilibrio das forcas interatomicas, responsaveis pela estrutura da
proteina para uma dada sequéncia de aminoacidos e por fim a questdes cinéticas

relacionadas com a rapida velocidade do folding proteico'23.



Modelos que conseguem fazer previsdes quantitativas sobre a influéncia de
certos fatores como o pH, a temperatura, a concentracdo salina do meio, a sequéncia
de aminoacidos e a topologia da cadeia, na cinética e na termodinadmica do folding
proteico sdo bastante importantes. De todos os modelos ja existentes, 0 modelo da
paisagem energética é aquele que atualmente é considerado o mais relevante*®,
Neste modelo, o estado desnaturado da proteina ocupa um elevado ndimero de
estruturas. Estas estruturas polipeptidicas percorrem, posteriormente, com alguma
facilidade, inUmeros percursos com o0 objetivo final de realizar o seu folding e,
consequentemente adquirir a sua estrutura tridimensional compacta®. Esse percurso é
designado de paisagem de energia e até chegar a conformacéo final, estas moléculas
adquirem um conjunto infindavel de configuracdes fisicas parcialmente enroladas. Em
proteinas pequenas, tipicamente com 60 a 100 residuos, esta paisagem possui a
forma de um funil bem definido (Figura 1 (A)), sendo capaz de representar a selecdo
evolutiva de sequéncias polipeptidicas aptas a realizagdo de um folding rapido e eficaz
para um estado nativo singular?’. Em contrapartida, em proteinas com um maior peso
molecular, as paisagens sao mais rugosas (Figura 1 (B)), o que leva a que a

populacdo nem sempre consiga alcancgar o seu estado nativo?.

Figura 1: Imagens ilustrativas de paisagens energética em forma de funil. A largura do funil representa a
liberdade conformacional da cadeia. (A) Exemplo de uma paisagem energética suave, representativa de
um rapido folding proteico; (B) Exemplo de uma paisagem energética rugosa, representativa de um
folding mais lento. Adaptado de 2.

Outro método comummente utilizado na previsdo da estrutura de proteinas é o
método de montagem de fragmentos. Este método consiste em duas etapas, sendo
gue a primeira etapa corresponde a preparacdo de candidatos estruturais
fragmentados, que possuem entre 3 a 9 residuos de aminoacidos e a segunda etapa
corresponde a uma geracdo de estruturas terciarias de proteinas através da

montagem desses fragmentos®®. Para que este estudo seja bem sucedido é



importante que as proteinas geradas possuam alguns "elementos auténomos" (AE do
inglés autonomous elements), partes de uma proteina natural que possuem elevada
“foldabilidade” e que séo estabilizadas por interacdes locais entre aminoacidos que se

encontram relativamente proximos uns dos outros?.

Este trabalho teve como principal objetivo o estudo das alteracdes estruturais,
particularmente a estrutura secundaria, do peptideo chignolin em func¢éo do pH. Uma
vez que este peptideo, com um motivo em gancho-f pode ser considerado um
elemento autdbnomo, o seu estudo pode ter um contributo bastante importante na
compreensdo do folding proteico. Todavia, para uma melhor compreensdo dos
mecanismos de folding de proteinas e peptideos, é importante conhecer o tipo de
interacbes responsaveis por estabilizar a conformacdo adquirida no final deste

processo.

1.1. Principais forgas ndo covalentes importantes na estabilidade de proteinas

1.1.1.Interagbes de Van der Waals:

As interagbes de Van der Waals séo interagbes fracas (0,4-4 kJmol1l) entre
atomos ou moléculas que nao se encontram ligados covalentemente entre si. Estas
interagcbes dependem bastante da distancia a que os atomos ou moléculas se
encontram um do outro (ocorrem quando estes se encontram a uma distancia entre 4
a 6 A) e podem ser de trés tipos: forcas de Keesom ou dipolo permanente - dipolo
permanente, onde duas moléculas polarizadas interagem entre si devido a diferenca
inerente na distribuicdo de cargas; forcas de Debye ou dipolo induzido - dipolo
permanente, onde uma molécula com um dipolo permanente induz uma redistribuicédo
da carga nas moléculas ou atomos vizinhos que ndo possuiam nenhum momento
dipolar e forgas de disperséo de London ou dipolo induzido - dipolo induzido, onde as
flutuagbes na nuvem eletronica de moléculas ou atomos levam a uma alteragéo
temporaria na distribuicdo das suas cargas, induzindo consequentemente a formacédo
de um dipolo temporario nas moléculas ou atomos vizinhos*'. Todas elas possuem um
papel importante na determinagcdo do empacotamento do interior hidrofébico das

proteinas.



1.1.2.Interagles electroestdticas:

Interacdes eletrostaticas ocorrem em grupos quimicos que possuem carga
elétrica. Sao exemplos de interacdes electroestaticas as pontes de hidrogénio e as
interag@es idnicas entre grupos de cargas opostas, como é o caso das cadeias laterais

de aminoé&cidos ou dos terminais amino e carboxilo de proteinas.

Inimeros estudos indicam que ligacBes electroestaticas entre cadeias laterais
de aminoéacidos possuem um papel fundamental nas propriedades cinéticas e
termodinamicas das proteinas!?!314 e que estas interacdes podem ser estabelecidas
tanto a superficie da molécula, como no seu interior. No entanto, as intera¢des idnicas
entre residuos de aminoacidos que se encontram no interior da proteina sdo mais
fortes, uma vez que nesse meio a constante dielétrica € mais baixa. Mesmo nao sendo
muito frequentes, podem conduzir ao aumento da estabilidade conformacional de uma
proteina, otimizando as interagdes coulombicas entre 0os grupos carregados no interior

da mesma?l®.

1.1.3.Pontes de hidrogénio

As pontes de hidrogénio sdo um tipo de interacdo inter- ou intramolecular que
ocorre entre atomos de hidrogénio de uma molécula e atomos de elementos altamente
eletronegativos, como é o0 caso do oxigénio, fllor e nitrogénio, de forma a que o
hidrogénio sirva como um elo entre os atomos com 0s quais interage. Sdo interacbes
bastante fortes (20-25 kJmol?)!¢, quando comparadas com interacdes de Van der
Waals e encontram-se abundantemente presentes em proteinas, uma vez que estas
possuem um grande numero de grupos que podem formar pontes de hidrogénio entre
si, como por exemplo grupos carbonilo, amida, amino, tanto da cadeia peptidica como
da cadeia lateral. Estas ligag6es também dependem imenso do angulo formado pelos

trés atomos envolvidos?’.



1.1.4. Entropia configuracional:

A entropia configuracional estd4 relacionada com o numero de graus de
liberdade acessiveis a cadeia polipeptidica no estado desenrolado, relativamente a
estrutura nativa da proteina. Portanto, tanto a internalizacéo das cadeias laterais de
uma determinada proteina, bem como a estruturacdo da sua cadeia principal e
consequente aquisicdo de uma conformagdo nativa, originam uma diminuicdo da
entropia configuracional da biomolécula. No entanto, esta diminuicdo € mais evidente
no primeiro caso, uma vez que as cadeias laterais possuem uma elevada liberdade
conformacional. Tendo esta informacdo em consideracdo, proteinas de maiores
dimensdes, ao internalizarem um maior numero de cadeias laterais, sofrem uma maior
diminuicdo de entropia configuracional por residuo. Além disso, a composicdo em
aminoacidos de uma dada proteina também tem bastante influéncia no valor da
entropia configuracional da mesma. Por exemplo, uma proteina com muitos residuos
de prolina possui pouca liberdade conformacional na sua forma desenrolada, sendo

por isso mais estavel na sua estrutura nativa?é,

1.1.5.Efeito hidrofdbico:

O efeito hidrofébico pode ser definido como a tendéncia que substancias
apolares tém para agregar quando se encontram em solucdo aquosa, formando um
nacleo hidrofébico isento de moléculas de agua. Este efeito € assim considerado a
forca motriz no processo inicial de aquisicdo da estrutura tridimensional de uma
proteina, levando a que ocorra uma variacao positiva da entropia, consequente do
aumento dos graus de liberdade das moléculas de agua que se encontravam no
quelato em torno dos aminoacidos apolares expostos ao solvente no estado

desenrolado e que foram libertadas em consequéncia do folding proteico?®.

1.2. Estrutura secundaria

Uma maneira de tentar combater os trés problemas anteriormente
mencionados (previsdo da estrutura de proteinas, termodindmica e velocidade do
folding) passa pela divisdo do processo de folding em varios eventos elementares, que
podem ser estudados recorrendo a modelos adequados. Durante este processo, da-se

a formacdo de varios elementos de estrutura secundaria, definida como o arranjo



espacial de residuos de aminoéacidos vizinhos na cadeia polipeptidica, onde o
aparecimento de unidades conformacionais regulares ou repetidas, estabilizadas pelas
forcas nado covalentes abordadas no subcapitulo anterior, origina diferentes
conformacfes. Hélices-a e estruturas-f sao os exemplos mais comuns de estruturas
secundarias. O facto de estas moléculas serem bastante simples e pequenas e o seu
folding dar origem a uma estrutura bem definida, faz com que sejam modelos ideais

para estes estudos cinéticos e termodinamicos?.

1.2.1.Conformac¢des em hélice-a

A hélice-a (Figura 2) foi descoberta no ano de 1951, por Linus Pauling? e é
caracterizada pela sua estrutura em espiral. Pode orientar-se tanto para a esquerda
(left-handed), como para a direita (right-handed), no entanto esta Gltima € a orientacao
mais comum em proteinas naturais. A sua estrutura € estabilizada por pontes de
hidrogénio entre o oxigénio carbonilico do residuo i e o atomo de hidrogénio que se
encontra ligado ao nitrogénio do residuo (i + 4) da cadeia principal. Por sua vez, as
cadeias laterais dos aminoacidos que formam esta estrutura secundaria, encontram-se
projetados para fora e para baixo da hélice, evitando que ocorra qualquer tipo de

impedimento estérico. O interior da hélice é altamente compacto e 0s atomos

encontram-se ligados por interacdes de Van der Waals?2.

Figura 2: Representacdo esquemdtica da estrutura secundéria em hélice-a. A linha tracejada
indica as ligacBes de hidrogénio entre os grupos C=0 e N-H. Adaptado de .



Um dos primeiros motivos a ser descrito foi o peptideo-C, que se encontra
presente no terminal N da ribonuclease A (RNase A). Esta molécula possui uma
estrutura em hélice-a quando se encontra em solugéo aquosa e é devido a interagbes
entre as suas cadeias laterais de aminoacidos (interac8es i6nicas e de dipolo-dipolo)
gue este peptideo é bastante estavel?®. Outros estudos afirmam que outros motivos
em hélice-a também sdo maioritariamente estabilizados por estas interagbes?*. O
tempo de folding estimado para estes motivos varia entre os 100 e 500 ns,
dependendo sempre da temperatura a que o processo ocorre, do tamanho do

peptideo em questdo, bem como da sequéncia de aminoacidos que o constitui?>26.27.28,

1.2.2.Conformacdes em folha-8

Tal como a hélice-a, a folha-B também foi descoberta em 1951 por Pauling e
Corey®. Estas folhas sdo formadas a partir de varias cadeias “estendidas” de
aminodcidos que se encontram unidas entre si através de ligacGes de hidrogénio,
podendo ser de trés tipos: folhas-B antiparalelas (Figura 3 (A)), onde as cadeias-p
encontram-se em direcbes opostas e as pontes de hidrogénio orientam-se
perpendicularmente a estas; folhas-p paralelas (Figura 3 (B)), onde as cadeias-8
encontram-se na mesma direcdo e as pontes de hidrogénios possuem uma orienta¢ao
obliqua relativamente a estas cadeias e folhas-f mistas. Enquanto que as folhas-
paralelas podem formar cinco ou mais cadeias-f3, as folhas-$ antiparalelas podem ser
constituidas apenas por duas cadeias-B. Além disso, podem apresentar uma face
hidrofilica, que interage com o solvente e uma face hidrofébica, que se encontra

direcionada para o interior da proteina.

A ligacao entre duas cadeias antiparalelas pode ser apenas um pequeno turn-
ou loop, enquanto que a ligacdo entre duas cadeias paralelas normalmente é uma

ligacdo cruzada que se encontra fora do plano da folhas-p?2.

fa) Antiparalela ) &) Paralela .
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O < O 4 O 4 O * O 4 O 4
o O o O o O o Q ® < o «
- o ¢ o ¢ 3 ® g ® g 4
o~ N ‘e ) e e
@ ¢ @&v—® @ ¢ ® < ®. * =

Figura 3: Representacao esquematica das estruturas secundarias em (A) folha-g antiparalela e (B) folha-
B paralela. As linhas tracejadas indicam ligacGes de hidrogénio entre diferentes cadeias polipeptidicas.
Adaptado de 22,



1.2.3.Gancho-68

A estrutura em gancho- é considerada uma estrutura super-secundéria. Estas
estruturas sdo arranjos espaciais formados por associacdo de elementos de estrutura
secundaria adjacentes na cadeia peptidica. Estes elementos podem estabelecer varias

interacdes, levando a formacao de motivos estruturais estaveis e independentes.

O gancho-B é a unidade de folha-B mais pequena e mais simples a existir em
sistemas bioldgicos, sendo formado por duas cadeias-B antiparalelas que se
encontram ligadas por um turn-g curto (Figura 4). Por norma, um turn € a regido de
uma proteina onde existem ligacdes de hidrogénio entre o grupo C=0 do residuo i e 0
grupo N-H do residuo (i + 3), sendo que na maioria das proteinas globulares, estas
regides representam cerca de 30% da estrutura global das proteinas. Embora possam
incorporar residuos cataliticos essenciais, 0s turns possuem um papel importante no
reconhecimento entre moléculas. A maioria destes turns encontra-se na superficie de
proteinas, formando muitas das vezes locais de ligacdo e reconhecimento. As
imunoglobulinas e as proteinas de ligagcdo ao DNA (DNA-binding proteins) séo dois

exemplos bem conhecidos, onde turns funcionam como locais de reconhecimento®°.

Figura 4: Representacdo segundo um modelo de fitas da arenicina-1 em solugdo, um peptideo
antimicrobial, cuja estrutura nativa € um gancho-8. PDB ID: 2JSB

Apesar de possuirem um tamanho reduzido (normalmente entre 12 a 16
residuos), existem muitos ganchos-f que exibem propriedades tipicas de proteinas
globulares, como é o caso do gancho-B que deriva do terminal C da proteina GB1.
Este é constituido por 16 residuos e possui um nudcleo hidrofébico e transicdes
térmicas cooperativas folding-unfolding3!3233, Os ganchos-3 podem ainda comportar-
se como locais de nucleagdo em etapas iniciais do folding proteico34. Assim sendo,
este motivo tem sido cada vez mais utilizado para investigar os fatores que conduzem
a estabilidade conformacional, bem como os mecanismos de folding de folhas-.
Enquanto que existem bastantes estudos tedricos e computacionais cujo objetivo
passa por compreender estes mecanismos (questdes cinéticas e termodinamicas)3%:3>

87, s6 em 1997, com o desenvolvimento de técnicas capazes de detetar tempos na
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ordem dos nanossegundos®, é que foram realizados os primeiros estudos cinéticos

experimentais com estes motivos.

Mufioz et al.3?> foram os responsaveis pela realizacdo destes estudos, onde
estudaram o folding do gancho-B que deriva do terminal C da proteina GB1. Esta
experiéncia teve por base a medi¢cdo da curva térmica de unfolding deste peptideo
entre os 273 e os 363 K e a medicdo da cinética de relaxamento apds a inducéo de
um salto de temperatura (a variar entre os 288 e 0s 328K) por parte de um laser de
nanossegundos, tendo sindo demonstrado que a uma temperatura de 297 K, o
peptideo realiza o seu folding num periodo de tempo de 6 us. Esta técnica baseia-se
na rapida perturbacdo da temperatura do sistema e consequente perturbacdo do
equilibrio que existe entre o estado dobrado e o estado desdobrado do peptideo (para
um cenario de dois estados). A taxa de relaxamento medida para a nova posi¢cao de
equilibrio contém contribuicdes tanto de folding como de unfolding. No entanto, as
constantes cinéticas destes dois processos s6 podem ser determinadas se a constante
de equilibrio correspondente a temperatura final for conhecida, algo que muitas vezes

¢ dificil de determinar com rigor cientifico.

Como objetivo de tentar compreender qual a sequéncia de passos que leva a
formacdo de um gancho-B, também desenvolveram um modelo de mecénica
estatistica (modelo zipper)%. Este modelo sugere que o passo inicial é possivelmente
a formacdo do turn, seguida da formacao de ligacbes de hidrogénio e por ultimo
surgem as interagfes hidrofébicas entre as cadeias laterais. No entanto, recorrendo a
simulac6es de Monte Carlo multicanénicas, Dinner et al.3! propuseram uma ordem de
acontecimentos diferente, sugerindo que o primeiro passo € um colapso, seguido da
formacédo de uma parte do nucleo hidrofébico, sendo que as ligacbes de hidrogénio s6
podem ser formadas em passos subsequentes. Este modelo foi designado de modelo
do colapso hidrofébico. Ainda no campo das simulacdes, Klimov e Thirumalai®®
utilizaram o modelo coarse-grained off-lattice para estudar o gancho-f da proteina
GB1, bem como algumas das suas variantes, tendo concluido que existem varios
fatores, tal como a rigidez do turn e a posicao relativa do core hidrofébico que
influenciam a cinética de folding de ganchos-B. As conclusdes destes cientistas

suportam o modelo apresentadas por Dinner et al.

Em 2003, Xu et al.?” estudaram a estabilidade térmica e a cinética de folding de
um gancho-B constituido por 15 residuos de aminoacidos (SESYINPDGTWTVTE),
designado peptideo 1. Para tal, recorreram ao uso da espetroscopia de infravermelho

acoplada a um laser capaz de induzir um salto de temperatura, (tal como Mufoz et
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al.). Nesta experiéncia também foi utilizada uma alternativa aos métodos comummente
empregados no estudo de propriedades termodindmicas de folhas-B (Ressonéancia
magnética nuclear, dicroismo circular e técnicas de fluorescéncia): MedicBes de
infravermelho no equilibrio. Este peptideo segue uma cinética de primeira ordem e o
seu folding ocorre num tempo de aproximadamente 0,8 us, sete a oito vezes mais
rapido que o folding do gancho-B derivado da proteina GB1. Este tempo pode ser
justificado pelo facto de este peptideo possuir um turn comum, que é conhecido na
literatura por ndo conseguir formar estruturas em gancho-g compactas®®. Além disso, o
peptideo também possui cadeias laterais bastante flexiveis, que nao contribuem para
um bom empacotamento. O Trpzip4 e cinco mutantes também foram estudados
experimentalmente por Du et al.?°. Esta molécula é formada por uma conformagéo
bastante compacta e o seu tempo de folding a 300K é de aproximadamente 13 us,
dezassete vezes mais lento que o folding do peptideo 1, comprovando o facto de que
empacotamentos mais compactos estdo relacionados com cinéticas de folding mais

lentas.

Foi também demonstrado que, tal como Klimov e Thirumalai previram através
de simulagBes computacionais, muta¢gfes que afetam a forca do cluster hidrofobico
diminuem a estabilidade térmica do gancho-B, como resultado do aumento da
velocidade do processo de unfolding. Por outro lado, mutacbes no turn-f que
interferem com as pontes de hidrogénio formadas nesta zona, afetam a velocidade do
folding do peptideo, sugerindo assim que a formacgéo deste turn seja o passo limitante
da reacdo, e, consequentemente, uma sequéncia de aminoacidos mais forte na regido
do turn, pode aumentar a estabilidade de um gancho-f, sobretudo através do aumento
da sua velocidade de folding, enquanto que um cluster hidrofébico mais forte aumenta
a estabilidade de um gancho-B, principalmente através da diminuicdo da sua

velocidade de unfolding.

Em 2003, Miksovska et al.*? publicaram estudos, onde foram utilizadas as
técnicas de PBD (photothermal beam deflection) e PAC (calorimetria fotoacustica)
para estudar o unfolding parcial da apomioglobina, induzido por uma alteracdo do pH
da solucdo. Em relagdo a esta Ultima técnica, como ir4 ser explicado em detalhe no
Capitulo 3, ap6s a inducdo de um salto de pH por parte de um laser de
nanossegundos, é possivel calcular as constantes cinéticas de refolding e/ou folding
de ganchos-B, bem como as constantes cinéticas da protonacdo das cadeias laterais
dos aminoacidos que se encontram presentes nestes ganchos. E esta reacdo de
protonacdo, causada por uma acidificacdo do meio, que provoca um desequilibrio na

estrutura destes ganchos-B. Além disso, também é possivel calcular a variacdo de
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volume associada a estes processos, bem como as variacfes entalpicas que ocorrem
quando se faz variar a temperatura da reacdo. Quando comparada com a técnica de
salto de temperatura, esta técnica possui a vantagem de poder ser realizada a uma
temperatura fixa e ndo € necessario recorrer a agentes desnaturantes. No decorrer
destas experiéncias, Miksovska et al. estudaram a cinética da transi¢do da proteina de
um estado nativo para um estado intermediario. Assim, identificaram uma primeira
expansao volumétrica (AV = 8,8 + 2,3 ml mol') como sendo proveniente da fotélise do
fotoacido utilizado e da protonacéo de residuos de aminoécidos presentes na proteina
e um segundo processo correspondente a uma contragao de volume (AV=-22 ml mol-
1), que ocorreu num tempo de aproximadamente 620 ns a 20°C, originada pela grande
alteracdo conformacional que a apomioglobina sofreu, apds a protonagéo dos residuos
ionizaveis.

Em 2004, Chen et al.** também publicaram estudos, onde foram utilizadas as
técnicas de PAC e de laser-flash fotolise para estudar o efeito que diferentes turns-f3
tém na cinética de refolding de ganchos-f, tendo chegado a concluséo que a alteracao
de apenas um residuo na regido do turn-8 pode modificar completamente a

estabilidade e a cinética de refolding de ganchos-.

Apesar das incertezas na ordem dos eventos, é unanime que a sequéncia de
aminoacidos, os aminoacidos que se encontram presentes no turn, o local relativo do
cluster hidrofébico, bem como a rigidez do gancho, possuem uma influéncia enorme
no folding. Na Tabela 1 pode ser observado um quadro resumo do tempo de folding de

alguns motivos em gancho-f3 ja descritos na literatura.

Tabela 1: Velocidade de formagé&o de diferentes ganchos-g.

Gancho- TFolding (MS) Referéncias
DPDP-II

0,26 (Xu et al.*?)
(R-Phe-IEVDPGKKFITSDPGKT-Tyr-TE)
Peptideo 1 (SESYINPDGTWTVTE) 0,8 (Xu et al. 200337
GB1 (GEWTYDDATKTFTVTE) 6 (Mufioz et al. 1997%2)
Trpzip4 (GEWTWDDATKTWTWTE) 13 (Xu et al. 2003%)
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1.3. O papel dos aminodacidos ionizaveis no folding proteico

Dentro dos 20 aminoacidos principais, 7 possuem uma cadeia lateral que pode
ser ionizavel. Sao eles: acido aspartico (Asp), acido glutdmico (Glu), tirosina (Tyr),
arginina (Arg), cisteina (Cys), histidina (His) e lisina (Lys). Tal como mencionado ha
seccdo 1.1 deste capitulo, as ligagbes idnicas que podem ser formadas entre os
grupos R destes aminoacidos possuem um papel fulcral na estabilidade de proteinas,
sendo que a modulagdo das cargas destes grupos, através de alteragbes de pH, pode
levar a desnaturacédo de proteinas'21314 Além disso, estes residuos também podem
desempenhar uma fungéo importante na regulacdo da condensacao de proteinas*®44,
em interagBes proteina-proteina®® ou em interagdes proteina-DNA%. A média dos
valores de pKa para estas cadeias laterais ionizaveis encontram-se apresentadas na
Tabela 2.

Tabela 2: Valores de pKa da cadeia lateral dos residuos de aminoacidos ionizaveis*’.

Aminoacido pKa (cadeia lateral)
Asp 3,5
Glu 4.2
Tyr 10,3
Arg 12,3
Cys 6,8
His 6,6
Lys 10,5

Para além dos amino&cidos ionizaveis e das pontes salinas que estes podem
formar entre si, residuos polares detém cargas parciais significativas, podendo assim
formar ligacGes de hidrogénio e outras interacdes eletrostaticas menos especificas
entre si e com os residuos carregados*. Tendo isto em consideragao, estudos que
instiguem transi¢des de pH sdo bastante importantes para a caracteriza¢éo nao so6 das
mudancas conformacionais de peptideos, como também para a caracterizacdo
energética e cinética destas reacdes de protonacdo e consequente compreensao das

primeiras etapas do folding, unfolding e refolding proteico.

Este trabalho tem como principal objetivo estudar a variacdo conformacional do
chignolin induzida por salto de pH, um decapeptideo que, quando em solucao,
apresenta uma conformagédo em gancho-3, um motivo bastante presente nas proteinas

do organismo humano, tal como € o caso do peptideo G e da ubiquitina. O estudo do
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chignolin através da inducdo de um salto de pH é bastante pertinente, pois é um
peptideo que possui na sua constituicdo trés residuos de aminoacidos ionizaveis (Tyr,
Asp e Glu) que se julga que possuam um papel fundamental na aquisicdo da sua
estrutura. Este peptideo irhd ser mencionado em maior detalhe na seccdo 2 deste
capitulo, mas antes disso é importante ter em consideracdo quais as propriedades

fisico-quimicas destes trés residuos ionizaveis que fazem parte do seu esqueleto.

1.3.1.Tirosina

A tirosina é um aminoacido que possui uma cadeia lateral hidrofébica (anel
aromatico) e que, portanto, pode ser enquadrada na categoria de aminoacidos
apolares. Além disso, esta molécula possui um grupo hidroxilo (-OH) capaz de formar
ligagbes de hidrogénio com outras moléculas, permitindo-lhe assim atuar como um dos
principais grupos funcionais em varias atividades enzimaticas. Este grupo também
pode influenciar a polaridade deste aminoacido tornando-o polar em certos ambientes
quimicos.

Através do seu anel aromatico pode estabelecer interacdes com outros anéis
de outros residuos, nomeadamente com a fenilalanina e com o triptofano, interactes
estas bastante importantes na estabilidade de proteinas, de onde se destacam
interacGes edge-to-face, face-to-face e parallel displace®®. A estrutura da tirosina

encontra-se representada na Figura 5.

OH

NH
HO 2

Figura 5: Estrutura da tirosina. O quadrado azul evidencia a cadeia lateral ionizavel.

Considerando que um &cido é qualquer molécula que possui a capacidade de
libertar protdes H* para a solu¢do onde se encontra e que a constante de dissociacao
de um acido (pKa) pode ser referida como valor de pH onde as espécies protonada
(carga neutra) e desprotonada (carga negativa) de uma dada molécula se encontram
em equilibrio, quanto menor for o valor do seu pKa, mais forte sera esse mesmo &cido.
Assim, acidos fortes sdo mais suscetiveis a libertarem protdes H*. Tendo em conta
gue o valor do pKa do grupo R da tirosina é de 10,3, pode-se afirmar que este é um

acido fraco e que a pH'’s superiores a 10,3, o grupo hidroxilo tem tendéncia a
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encontrar-se maioritariamente na sua forma desprotonada e consequentemente a pH’s

inferiores a 10,3 o grupo tem tendéncia a apresentar-se maioritariamente protonado.

A tirosina é caracterizada por absorver luz na regido ultravioleta do espetro
eletromagnético com um pico caracteristico a 280 nm, sendo assim bastante utilizada

na caracterizacao de proteinas.

1.3.2.Acido aspdrtico

Como ja foi mencionado anteriormente, a cadeia lateral do acido aspartico
também pode sofre protonacao. Este aminoacido possui propriedades hidrofilicas e o
seu grupo R possui um pK, de aproximadamente 3,5. Normalmente a constante de
velocidade para a protonacdo de um acido carboxilico é de aproximadamente 2,5x10%°
M-s? e a variacdo de volume associada a este processo pode variar entre 6 ml mol* a
17 ml mol?!, dependendo da natureza do grupo que se encontra ligado ao
carboxilato*®%0, A estrutura do acido aspartico encontra-se representada na Figura 6.

O

OH
OH NH,

Figura 6: Estrutura do acido aspartico. O quadrado azul evidencia a cadeia lateral ionizavel.

1.3.3.Acido glutédmico

O &cido glutamico é também um aminoacido que possui uma cadeia lateral
ionizavel. Tal como o 4cido aspartico possui propriedades hidrofilicas e o0 seu grupo R
possui um pK, de 4,2. Uma vez que o &cido glutdmico também possui um grupo
carboxilo na sua constituicdo, os valores acima apresentados para as constantes de
velocidade de protonacdo de acidos carboxilicos (2,5x101° M-s?), bem como a
correspondente variacdo de volume (6 ml molt < AV < 17 ml moll) também sé&o

véalidos para este aminoacido. A sua estrutura esta presente na Figura 7.

HO OH
NH,

Figura 7: Estrutura do acido glutdmico. O quadrado azul evidencia a cadeia lateral ionizavel.
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1.4. Triptofano

O triptofano (Trp) possui na sua cadeia lateral um grupo indol, o que faz dele
um residuo de aminoacido aromatico e ndo polar. Como sera abordado em maior
detalhe na seccdo 2 deste capitulo, este aminodcido encontra-se presente no core
hidrofébico do peptideo estudado ao longo deste trabalho e realiza interagbes
hidrofébicas bastante importantes com um residuo de tirosina, também presente neste

core. A sua estrutura encontra-se representada na Figura 8.

Figura 8: Estrutura do triptofano.

1.5. Modelos de aminoacidos Ac-Tyr-NH, e Ac-Trp-NH,

Considerando que numa proteina os terminais de um dado aminoacido (i) se
encontram envolvidos em ligacdes peptidicas com os terminais dos aminoacidos
vizinhos (i+1 e i-1), foram utilizados derivados de aminoacidos como compostos
modelo, para que as suas caracteristicas fossem o mais semelhante possivel as
caracteristicas que o residuo apresenta quando se encontra presente numa cadeia
polipeptidica. Neste estudo o composto modelo utilizado na caracterizagcdo da reagéo
de protonacédo da tirosina foi o N-acetil-L-tirosina (Ac-Tyr-NH.), ou seja, este residuo
foi protegido com grupos acetilo e amina. O mesmo sucedeu como o residuo triptofano

(Ac-Trp-NH). As suas estruturas encontram-se representadas na Figura 9.

Figura 9: (A) Estrutura da Ac-Tyr-NHz. (B) Estrutura do Ac-Trp-NH2
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2. O PEPTIDEO CHIGNOLIN

2.1. Estrutura

O chignolin é um decapeptideo (GYDPETGTWG) desenhado por Honda et al.
51, E considerado o gancho-B mais pequeno estavel em solugdo aquosa e na presenca
de uma dada forca i6nica e € baseado na parte central do peptideo GB1, formando um
gancho-f idéntico ao peptideo que lhe serviu de modelo. A sua estabilidade é possivel
devido a um conjunto de interagdes ndo covalentes entre residuos de aminoacidos
que se estabelecem durante o processo de folding. Além disso, os dois residuos
terminais de glicina funcionam como espacadores que se destinam a anular qualquer
impacto negativo ou positivo das cargas terminais sob os residuos centrais. O seu
turn-B é constituido por quatro residuos (Pro4-Glu5-Thr6-Gly7), fazendo assim com

gue o chignolin seja considerado um gancho-f do tipo 4:4%.

Honda et al.5! indicam-nos que este peptideo, quando em solugdo, encontra-se
dissolvido na sua forma monomérica até concentracdes aproximadas a 2 mM e que &
bastante estdvel numa vasta gama de temperaturas. Tal como as proteinas
globulares, desenrola cooperativamente com a temperatura sem acumular
intermediarios de equilibrio. Contudo, uma pequena fracdo do peptideo enrolado,
continua presente em solucao tanto em temperaturas proximas do ponto de ebulicdo
da agua, como na presenca de elevadas concentracdes de desnaturante. A técnica de
ressonancia magnética nuclear (RMN) também sugere que, apesar da estrutura bem
definida que adquire em solucdo aquosa, a pH 5,5, o chignolin encontra-se em
equilibrio entre a sua estrutura singular e compacta e uma estrutura desordenada ao

acaso (random caoil).

InteragOes transversais entre as cadeias laterais dos residuos de aminoacidos
presentes no chignolin, principalmente interacdes hidrofébicas, e ligacdes de
hidrogénio, possuem um papel crucial na estabilidade deste gancho-B. Uma interacéao
hidrofébica que aparenta ser bastante importante € a interacdo entre os residuos Tyr2
e Trp9. Através de estudos de RMN foram observados 17 NOE’s entre estes dois
residuos. A orientacdo destes aminoacidos, um em relagdo ao outro, € quase
perpendicular (orientacdo edge-to-face) e semelhante ao que acontece em zippers de
triptofano, ganchos-f de 12 a 16 aminoacidos estabilizados por interacdes cruzadas
Trp-Trp entre as cadeias laterais antiparalelas®?, sendo que a Tyr2 se encontra nas
proximidades da orbital 1 do anel do Trp9. Além disso, a Tyr2 e o Trp9 também

estabelecem uma interacdo com o residuo Pro4. No que diz respeito as ligacbes de
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hidrogénio, sabe-se que existe a formacdo de um cluster de pontes de hidrogénio
intramoleculares na regido do turn do gancho. Este cluster advém de um efeito
cooperativo que aumenta a concentracdo efetiva de aceitadores de hidrogénio.
O(Asp3)—H(Gly7), O(Asp3)—H(Thr8), H(Asp3)—O(Thr8) e N(GIu5)—O0°%Asp3) sdo
exemplo de ligagGes de hidrogénio existentes no peptideo, sendo que resultados
computacionais obtidos por Suenaga et al.>® preveem que a primeira ligacao seja a
mais forte e é a que é formada mais rapidamente. Estes investigadores afirmam
também que a formacgéo deste cluster é importante para a formacao de um elemento

auténomo.

Em 2012, com o objetivo de compreender melhor a dindmica e os mecanismos
de formacdo do chignolin, Enemark e Rajagopalan® realizaram simulacdes de
dindmica molecular com este peptideo. Para além das interacdes estudadas por
Suenaga et al., mencionadas no paragrafo anterior, Enemark e Rajagopalan
realizaram estudos mais aprofundados sobre as interacdes Tyr2-Trp9, Tyr2-Prod e
Trp9-Pro4. Estes afirmam que, no estado nativo do peptideo, as baixas flutuacdes
observadas ao longo do terminal N se devem a posicdo da cadeia lateral do
aminodcido Tyr2 e & sua interacdo tanto com a cadeia lateral da Pro4, como com a
cadeia do Trp9. Apontam também para a existéncia de uma quinta ponte de
hidrogénio, N(Thr6)—QO3(Asp3), presente em 90% do tempo e que também contribui
para a estabilidade do estado nativo e de outras duas ligacdes de hidrogénio entre a
Gly1 e a Gly10, responsaveis por prevenir que os residuos terminais se “desgastem”.
Por fim, é ainda de mencionar que as simulacdes levadas a cabo por estes
investigadores também |hes permitiram identificar dois intermediarios estruturais, Fl, e
Fli.

Poucos anos antes, também foram realizados estudos de CD e RMN onde se
substituiram os residuos de Tyr2 e Trp9 por residuos de histidina (chignolinHH)%® e
onde se fez variar o pH e o ambiente quimico do meio, tendo-se chegado a
conclusdes importantes. Verificou-se que o peptideo chignolinHH em solucéo tampéo
nao possui estrutura em folha- e que, quando é adicionado metanol a este tampéao, o
peptideo adquire uma estrutura muito dindmica, onde coexistem em solugéo
populagbes de estruturas B e multiplas estruturas ao acaso. Assim, sem a interagdo
hidrofébica entre os dois aminoacidos aromaticos, o peptideo chignolinHH adquire
uma maior flexibilidade conformacional e a alteracdo de pH (que faz variar o estado de
protonacéo do residuo de histidina), bem como do ambiente quimico do meio modifica

o equilibrio conformacional entre as populac¢des de estruturas coexistentes.
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Mais recentemente, Maruyama e Mitsutake®® realizaram calculos onde
identificaram seis estruturas: dois estados nativos (nl e n2), dois estados misfolded
(m1 e m2), um intermediario e um estado unfolded. Afirmam que os estados m1l e m2
diferem dos estados nl e n2 principalmente pela existéncia de diferentes ligacdes de
hidrogénio e pelo posicionamento das cadeias laterais Tyr2 e Trp9, pois nos estados
misfolded estas encontram-se em posicdes opostas. Apesar de tudo isto, estes
estados também aparentam possuir uma estrutura compacta e estavel. Por sua vez,
estes investigadores asseguram que o intermediario possui uma forma parcialmente
expandida, enquanto que o estado unfolded se encontra totalmente expandido e que,
ao invés de realizarem ligacdes de hidrogénio entre si, realizam vérias pontes com as
moléculas de &gua circundantes. Estas duas ultimas estruturas sao bastante instaveis
quando comparadas com as estruturas nativas e misfolded. Entenda-se por estado
misfolded, toda a proteina ou peptideo que realiza um folding de uma maneira
incorreta fazendo com que estas biomoléculas adquiram uma conformacdo nao
funcional, tipicamente resistente e que pode estar na origem da formacdo de

agregados amiloides.

O chignolin pode, portanto, ser classificado como um gancho-f. A Figura 10
ilustra a estrutura deste peptideo na sua forma nativa, bem como algumas das
interagbes electroestaticas que 0s seus residuos realizam entre si e que foram

mencionadas nos paragrafos anteriores.

P

i ProAsp=Tyr4Gly=NH+
ert T :

Glw

The) & &
: \

— 10
\ Gly=Thr=Trp~Gly=co0-

Figura 10: Estrutura do peptideo chignolin. (A) Estrutura da cadeia principal representada por uma fita. As
cadeias laterais da Tyr2 e do Trp9 estdo representadas por tragos e bolas. Adaptado de “8. (B) Interagdes
ndo covalentes responsaveis por estabilizar a estrutura do peptideo chignolin. As setas azuis representam
as ligacdes de hidrogénio entre o &tomo de hidrogénio ligado ao nitrogénio da cadeia principal e o
oxigénio carbonilico (direcao da seta). As setas vermelhas representam as interaces hidrofébicas entre
as cadeias laterais. Adaptado de 1°,
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2.2. Folding, refolding e unfolding

Com foi discutido na seccdo 1.2 do Capitulo 1, existem varias simula¢gbes de
MD que tém como objetivo estudar as varias etapas de folding de diversos ganchos-j3,
de entre os quais se encontra presente o chignolin. No entanto, tal como mencionado
nesse capitulo, ainda nao existe um consenso quanto a ordem do folding destes
peptideos, uma vez que uma parte da comunidade cientifica defende o modelo zipper
de Mufoz et al.>”*® e outra parte defende o modelo do colapso hidrofébico proposto
por Dinner et al.

Suenaga et al.’, defendem que o folding do chignolin ocorre segundo o
modelo do colapso hidrofébico desenvolvido por Dinner et al.3%. No entanto, Enemark e
Rajagopalan® consideram que as simulacdes desenvolvidas por estes cientistas
possuem algumas falhas, tendo apresentado em 2012 outro modelo.

Segundo Suenaga et al.53, a primeira fase do processo de folding € um colapso
inicial levado a cabo pela diminuicdo da area de superficie acessivel a solventes
(SASA) dos residuos hidrofébicos e pela diminuicdo da distancia entre os dois
residuos hidrofébicos (Try2 e Trp9). Este pequeno colapso hidrofébico € capaz de
juntar a cadeia principal. Posteriormente, ocorre a formacdo do nucleo da estrutura do
turn nascente na regido entre os residuos 4-7. O fraco empacotamento destas cadeias
laterais hidrofobicas e a formacado deste nucleo, foram os responsaveis por conduzir o
peptideo ao seu primeiro colapso. De seguida, é formada um turn rigido a partir do
turn nascente, da-se a interconversdao do empacotamento hidrofébico e das ligacdes
de hidrogénio entre as duas cadeias antiparalelas. Nesta fase, o peptideo encontra-se
bastante compactado e com uma estrutura muito semelhante a sua estrutura nativa.
No entanto, ainda ha a formacdo de um estado misfolded (MF1) com um curto tempo
de vida (120 a 170 ns em simulacbes de folding), onde os anéis aromaticos dos
aminodcidos Tyr2 e Trp9 realizam interag6es hidrofébicas atipicas, designadas de
interacdes face-to-face. Para que a conformacéo “escape” a este estado misfolded, o
peptideo sofre o unfolding, mantendo a sua estrutura compacta. Finalmente, a
formacgéo das ligagbes de hidrogénio, do ndcleo hidrofébico e do empacotamento da
cadeia lateral ocorrem simultaneamente. Os dois aminoacidos aromaticos encontram-
se numa posi¢do edge-to-face e o peptideo encontra-se na sua conformacao nativa.
Estes investigadores afirmam ainda que o turn entre os residuos 4 e 7 aparenta ser
crucial para a formacéo do gancho-f3, pois depois de ser formado persiste através de
simulacdes de folding e refolding. Concluem que o folding do peptideo ocorre numa
escala de tempo de 0,4 ps, enquanto que o seu refolding ocorre numa escala de

tempo de 0,6 ps. O unfolding do chignolin é caracterizado por ser o processo inverso
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do seu folding. No entanto, estudos de MD indicam que durante o unfolding existe a
formacédo de mais um estado misfolded (MF2).

Por sua vez, Enemark e Rajagopalan defendem um modelo intermédio,
designado de modelo “broken-zipper”. Estes relatam a existéncia de dois
intermediarios de folding (FI) bastante importantes para uma boa compreenséo do
modelo que propdem. Afirmam que o intermediario Fl, exibe uma conformacgéo
dobrada, com a Gly7 no apice, permitindo que a Thr8, o Trp9 e a Gly10 formem pontes
de hidrogénio ndo nativas entre si junto ao terminal C do peptideo. Além disso, este
intermediario inclui fases onde as interagbes Pro4-Trp9 podem originar alguns
impedimentos no empacotamento, impossibilitando a Tyr2 de assumir a sua posi¢ao
nativa. Estas estruturas podem chegar a ter um tempo de vida de aproximadamente
50 ns, o que pode provocar um atraso no folding, levando a formacdo de agregados
guando o peptideo se encontra presente em concentracées mais elevadas®®. Por sua
vez, o intermediario Fl; possui uma estrutura mais proxima da estrutura nativa do
chignolin. As cadeias laterais Tyr2-Trp9 encontram-se posicionadas em lados opostos
na folha-B, trés residuos na regido do turn-B (Pro4-Glu5-Thr6) encontram-se no seu
estado nativo e apesar de existirem algumas pontes de hidrogénio nativas neste
intermediario (O(Asp3)—H(Gly7), N(Thr6)—0?%(Asp3), N(Glu5)—0°%(Asp3), OY(Thre)—
0%Asp3)), também existem algumas ligacbes ndo nativas (N(Glyl)—O(Trp9),
N(Asp3)—O(Gly7) N(Trp9)—O(Glyl)). Em geral, os estados Fl, servem de "porta de

entrada" para o folding do peptideo.

Enemark e Rajagopalan também efetuaram estudos computacionais onde os
residuos de Tyr2 e Trp9 foram substituidos por residuos de Ala. Estes confirmam que
a interagcdo Tyr2-Trp9, apesar da sua importancia, ndo é a principal contribuicdo na
estabilidade do peptideo e, portanto, o colapso hidrofébico ndo serd o passo
impulsionador deste folding proteico. Concluiram também que a Tyr2 & um residuo
essencial a estabilidade do terminal N, que a Pro4 auxilia o processo de folding, na
medida em que as restricdes conformacionais que esta provoca no Asp3 fazem com
que este adquira uma conformacdo favoravel a formacdo do cluster de pontes de
hidrogénio e que a interacdo Tyr2-Pro4, embora relativamente fraca, possa ajudar a
manter a estrutura em forma de gancho-f sem o auxilio de interacbes Tyr2-Trp9.
Assim, o empacotamento das cadeias laterais Tyr2-Trp9 podem ser uma etapa final do
folding. No entanto, a instabilidade e a consequente falta de contacto Tyr2-Pro4
durante o folding, abre caminho a interacdes Pro4-Trp9, que podem atrasar este

processo devido as restricbes que existem no empacotamento Tyr2-Trp9.
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Segundo estes cientistas, a primeira etapa do folding da-se com a formacao do
turn Thr6-Glu5 e posterior unido do aminoacido Pro4. A formacdo deste turn é
acompanhada da formacdo cooperativa das ligacbes N(Asp3)-O(Thr8) e N(GIlu5)-
O%Asp3). De seguia ocorre a formacédo do turn Gly7, aproximando os dois terminais
(N e C) e permitindo que ocorra uma interacao entre as cadeias laterais Tyr2-Trp9 e a
formacgéo das restantes pontes de hidrogénio nativas e ndo nativas. A primeira a ser
formada é a ligacdo entre a Glyl e Glyl0. O empacotamento das cadeias laterais
Tyr2-Trp9 ocorre simultaneamente. Este empacotamento, em vez de originar um
colapso hidrofébico, pode causar um atraso no folding devido as restricdes

conformacionais causadas pelas cadeias laterais.

Existem muitas divergéncias em relacdo a ordem do folding e apesar de a
maioria dos investigadores afirmarem que este processo ocorre numa escala de tempo
na ordem dos nanossegundos ou de poucos microssegundos, ndo existem valores
concordantes na literatura. Enquanto que existem estudos computacionais que
apontam para um tempo de folding de 50 ns®, também existem investigadores que
defendam que este processo possui um tempo de 1,3 us®l. Tudo isto faz com que a
realizacdo de estudos experimentais, mormente onde se recolha informacé&o estrutural
e cinética, com o peptideo chignolin seja de extrema importancia, principalmente
estudos onde se estude a relevancia que aminoacidos com cadeias laterais ionizaveis

tém na aquisicdo de uma estrutura nativa estavel.
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3. CALORIMETRIA FOTOACUSTICA RESOLVIDA NO TEMPO

3.1. Salto de pH induzido por laser

Nos ultimos anos tém vindo a ser estudadas inUmeras reacdes de transferéncia
de carga através do método de calorimetria fotoacustica resolvida no tempo (TR-PAC),
de entre as quais se destacam reacgGes de transferéncia de protdo%2-55, Estas reacfes
sdo definidas pela acidificacdo de uma solugdo que contenha um fotoacido, através da
utilizacéo de um curto pulso de laser, que rapidamente vai perturbar o equilibrio acido-
base da solucdo e desencadear uma reacao de catalise acida, numa escala de tempo
na ordem de 1 nanossegundo®. Assim, a técnica de salto de pH induzida por laser
acoplada a TR-PAC possui um papel bastante importante no estudo de processos
biol6gicos®’, como é o caso do folding/unfolding proteico, uma vez que as ligacGes
quimicas estabelecidas entre residuos de aminoacidos com uma cadeia lateral
ionizavel sdo fulcrais na aquisicdo de uma estrutura proteica funcional.

Foto4cidos sdo moléculas labeis que, apdés a absorcdo de luz a um
determinado comprimento de onda, se dissociam facilmente. O fotoacido utilizado
neste estudo para promover a libertacdo de protdes H* foi o orto-nitrobenzaldeido (o-
NBA) (Figura 11 (A)). A fotolise deste composto pode ser considerada um processo
irreversivel e em solugdo aquosa possui uma eficiéncia quantica de aproximadamente
0,4%8, Este processo foi inicialmente descrito por Ciamician e Silber®. Apds
fotoexcitacdo, o composto € convertido em acido o-nitrosobenzoéico (Figura 11 (B)),
ocorrendo a posterior libertacdo de protdes H*. Por sua vez, os ibes formados sdo
rapidamente solvatados por moléculas de agua, o que leva a que ocorra uma
contragdo do volume da solugdo (AV < 0mlmol™1). Acima de pH 9 é observado um
outro processo correspondente a reagdo de protdes H* com ides hidroxilo, levando a
formagcdo de moléculas de agua e a uma neutralizacdo das cargas e

consequentemente a uma expansao do volume da solugéo (AV > 0 ml mol™1).

O\I

Figura 11: (A) Estrutura molecular do o-NBA e do (B) acido o-nitrosobenzéico.
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3.2. Efeito Fotoacustico

No ano de 1881, o cientista britanico Alexander Graham Bell”® observou, pela
primeira vez, o efeito fotoacustico. Segundo Bell, este efeito é caracterizado pela
“producido de som através da luz”. A absorg¢ao por parte de uma amostra no estado
liquido, sdlido ou gasoso, de luz modulada ou pulsada, leva a que ocorra uma
libertacédo local de calor devido a existéncia de processos néo radiativos provenientes
da excitacdo dessa amostra e consequentemente a producdo de ondas de pressao
(ondas acusticas). Por outras palavras, a libertacdo de calor e também as alteracbes
de volume da amostra e do meio envolvente podem resultar na producdo de ondas de
pressdo, que podem ser detetadas com o auxilio de detores adequados, como por
exemplo microfones ou sensores piezoeletrénicos. No entanto, foi s6 na década de 70,
que a aplicacdo deste efeito comecou a ser introduzida por Callis, Gouterman e
Parson, no estudo de entalpia resolvida no tempo e alteracdes de volume em materiais
fotossintéticos. Desde entdo, os avancos cientificos fizeram com que atualmente seja
possivel detetar ondas fotoacusticas com uma resolugdo temporal na ordem dos
nanossegundos.

Nos dias de hoje, o efeito fotoacustico possui iniUmeras aplicagdes tais como
estudo de pardmetros cinéticos e termodindmicos, bem como alteragbes
conformacionais que ocorrem durante reacfes quimicas ou bioquimicas, sendo que
nos ultimos anos tem sido cada vez mais explorado no estudo de processos biolégicos
de folding/unfolding proteico, tendo vindo a permitir que estes sistemas sejam

estudados numa escala temporal mais alargada’.

3.3. Analise de dados

Quando a absorcao de luz por parte de uma dada soluc¢éo origina uma reacao
quimica, as moléculas reativas transferem uma parte da sua energia em excesso para
as redondezas da solucdo. Este processo leva a que ocorra um aumento instantaneo
da temperatura local e consequentemente ao aparecimento de ondas de pressao
resultantes de uma expansdo volumétrica do solvente, que se propaga pelo meio,
podendo ser detetada por um detetor sensivel a alteracdes de pressdo. Sempre que
ocorrem processos adicionais provenientes da absorcdo de luz de laser pulsada, como
por exemplo a quebra de ligacbes covalentes ou o aparecimento de espécies
carregadas levando a eletrostricdo do solvente em relacdo a centros carregados, ha

também uma alteracdo do volume total, expressa por:
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AVoveral =AVin + AVsiruet (1)

onde AV representa a alteracdo de volume térmica consequente da libertacdo de
calor para a solucdo e AVt representa todas as alteracdes volumétricas que nao
sdo provenientes do aquecimento térmico, incluindo altera¢des volumétricas devido a
alteragbes conformacionais e de eletrostricdo. Estas alteragbes contribuem para a
producao de ondas fotoacusticas.

A componente térmica correspondente as alteragdes volumétricas pode ser

definida por:
— (£
= (L) e @)

onde S se refere ao coeficiente de expanséo térmica da solugéo (K?), C, representa a
capacidade calorifica (cal g* K1), p a densidade (g mlt) e Q a quantidade de calor
B

libertado para o solvente, sendo que (ﬁ
14

) € 0 parametro termoelastico da solucéo. O

valor deste parametro depende bastante da temperatura, sendo que, para a agua
pura, € nulo a uma temperatura de 3,9°C"2. Por sua vez, pode-se considerar que
AVsrict € UM parametro independente da temperatura, 0 que leva a que estas duas
contribuicbes possam ser separadas através do estudo da dependéncia da amplitude
da onda acustica (S) da temperatura. Portanto, a amplitude (S) do sinal acustico de
uma dada amostra é dada pela equacéo (3), onde K é o pardmetro da resposta

instrumental.
S=K (Avth + AVstruct) (3)

Esta equacdo pode ser reescrita em:

S=K [(c%) Q + AVstruct] (4)

O parametro K pode ser eliminado da andlise através da utilizagdo de um
composto de calibracdo, designado de referéncia fotoacustica, capaz de converter
toda a energia do fotdo, E;, em calor, sem sofrer alteracbes na estrutura molecular
(AVgruee = 0) dentro da escala de tempo da resolugéo instrumental. Estes compostos
sdo caracterizados por serem estaveis fotoquimicamente, ndo serem fluorescentes e
100% eficientes na entrega da energia absorvida ao meio sobre a forma de calor, ap6s
as moléculas excitadas voltarem ao seu estado fundamental’®. Para eliminar K, as

ondas acusticas do composto de referéncia sdo medidas em condicfes semelhantes
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as ondas das amostras em estudo. Assim, a amplitude da onda acustica do composto

de referéncia pode ser descrita por:
s =K(ﬁJE (5)
ref Cpp A

onde E, € a energia do fotdo ao comprimento de onda de excitagcdo utilizado. Tendo
sindo utilizado um comprimento de onda de excitagdo de 355 nm, E; ir4 possuir um

valor de 80,54 kcal mol™.

Atraves da divisdo de S por S,., € possivel eliminar K.

A
SS — ¢ — E& + V;truct (6)
ref ()

Se (Cip) for definida por F(t), uma vez que estas quantidades sdo funcéo da
14

temperatura, tem-se:

- AVstruce
Bo=0+=4 Q)

Quando um processo possui um rendimento quantico (®) inferior a unidade, as

alteracdes de volume séo obtidas através da equacao 8:

_ AVstruct
AV = o (8)

Mencione-se que, para além da amplitude das ondas fotoacusticas, os
detetores utilizados sdo também sensiveis ao seu perfil temporal. Portanto, o sinal
acustico dependente do tempo que é observado, E(t) e que reflete a resposta do
transdutor numa onda de presséo, € produzido pela convulsdo de uma funcdo do
processo de decaimento dependente do tempo, H(t), com uma funcdo representativa

da resposta instrumental, T(t).
E(t) = T(t) x H(Y) 9)

A funcado T(t) pode ser obtida experimentalmente através da utilizagdo de um
composto de referéncia fotoacustica, cujas propriedades ja foram mencionadas

anteriormente. O composto utilizado neste estudo foi a purpura de bromocresol (BP).

A funcdo H(t) pode ser definida como o somatério de funcdes de decaimento

exponenciais:

() =3,(2) = (10)
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onde @; é o fator pré-exponencial do transiente com tempo de vida t;. Os valores de @;
e 7; sdo resultado da desconvolucdo do sinal e cada decaimento sequencial individual
contém a deposicdo de calor num dado intervalo de tempo. Para analisar estes
parametros, pretende-se utilizar o software CPAC, desenvolvido no nosso laboratério
por Schaberle et al’*. Este pode ser encontrado online e de forma gratuita em
(http://cpac.qui.uc.pt/). Permite obter uma descricdo analitica da onda T(t), bem como

uma solucao analitica da convulséo entre a onda T(t) e a onda H(t).

3.3.1.Método de duas temperaturas

Existem principalmente dois procedimentos para a detecdo de ondas de PAC.
No primeiro, a onda € detetada perpendicularmente ao feixe de luz. Por outro lado, no
segundo método, a onda é detetada em colinearidade com o feixe, sendo que, neste
caso, o0 detetor é protegido do laser por um espelho. Esta segunda abordagem é
designada de célula PAC de "face frontal” e a sua resolugdo temporal € limitada pela
resposta do detetor quando o espelho é altamente refletor no comprimento de onda do
laser (>99,9% de reflexdo) e suficientemente fino para minimizar a distor¢cdo da onda

fotoacustica devido a absorcéo diferencial dos seus componentes de frequéncia’.

Para estudar as alteragcdes de volume em funcdo do pH, é usual recorrer ao
método de duas temperaturas. Para tal, € necessario que primeiro se conheca a
temperatura a qual o coeficiente de expansao térmico da solugdo aquosa € nulo (Tg=o),
ou seja temperatura a qual as mudancas de volume que irdo ocorrer ndo possuam
nenhuma contribuicdo entélpica. O valor de Tg=0 € determinado experimentalmente,
medindo a temperatura a qual o sinal do composto de referéncia, T(t), deixa de ser
detetado. Estas ondas, por sua vez irdo ser medidas a uma temperatura ligeiramente
superior (Tgz) as ondas acusticas da amostra, E(t). Assim, é de extrema importancia
que a célula fotoacustica tenha um excelente controlo da temperatura, tanto no que diz
respeito a precisdo do valor da temperatura do liquido dentro da célula como a
manutencdo dessa temperatura durante a experiéncia. As alteracdes de volume
estrutural (AV)) jA mencionadas podem assim ser calculadas a partir da seguinte

expressao:

;= 0 (2). (1)
*0
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onde EA corresponde a energia de uma mol de fotées no comprimento de onda de

excitacao, (C‘ip) representa o parametro termoeléstico da solucdo em T g« € P
PE/ B+0

refere-se ao valor de @ obtido por extrapolacdo para intensidade da luz de excitagédo

laser para valor nulo (quando é verificada uma dependéncia significativa de @ na
intensidade da luz laser).
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4. DICROISMO CIRCULAR

O dicroismo circular (CD) é uma técnica espectroscopica que faz uso da
absorcéo diferenciada da luz polarizada no sentido horario ou no sentido anti-horario,
podendo ser utilizada na caracterizacdo de moléculas quirais e macromoléculas,
nomeadamente proteinas. Assim, esta é uma técnica que, devido a sua simplicidade,
€ muitas vezes Uutilizada para estudar as alteracBes estruturais de proteinas,

nomeadamente a determinacdo das suas estruturas secundarias’®.

Para melhor compreender esta técnica é importante conhecer os principios
fisicos que nela se encontram presentes. Como se sabe, a radiacao eletromagnética é
definida pela existéncia de duas ondas perpendiculares uma a outra (uma onda
elétrica e outra magnética, originadas pela oscilagdo de um campo elétrico e
magnético, respetivamente), que se propagam no tempo e no espago, com uma
diferenca de fase de 0°. Estas ondas oscilam em planos perpendiculares a dire¢ao de
propagacdo. Uma particularidade destes campos eletromagnéticos é a sua
polarizacdo, onde a combinacdo de duas ondas linearmente polarizadas (uma na
vertical e outra na horizontal), com a mesma magnitude e com uma diferenca de fase
de 90°, origina uma onda circularmente polarizada, podendo rodar quer para a direita
(sentido horério -R), quer para a esquerda (sentido anti-horario -L). A espectroscopia
de dicroismo circular tem por base a absorcdo diferencial de componentes
circularmente polarizados para a esquerda e para a direita (Equacéo 12) de radiacdo

polarizada.
AA = AL — Ar = (&L — &r) Cl (12)

onde ¢ e gr sd0 0 coeficiente de extingdo molar para a luz LCP e RCP, expressos em

L mol* cm, ¢ é a concentracdo em mol L e | é o percurso 6tico medido em cm.

Contudo, por razdes histéricas, a maioria dos equipamentos encontra-se
calibrado em termos de elipticidade, sendo que a relagdo da elipticidade observada,

Bobs, €M graus ou miligraus com AA pode ser definida por:
eobs = 3298 AA (13)

Com o objetivo de normalizar os efeitos do percurso 6tico e da concentracao

das solugdes, a elipticidade molar, [6], é descrita segundo a equacéo 1477

[9] = 9225x100 _ 3798 Ae (14)

c Xl
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Para uma determinada proteina, a elipticidade molar ou a elipticidade do

residuo médio, [B]erm, podem ser calculadas através das seguintes equacoes:

6obs Xx100XMM
[9] - c xl

(15)

Bobs Xx100xMM
c XL XnA

[B]ERM = (16)

onde c é a concentracdo da proteina em mg mL%, | € o percurso 6tico em cm, MM é a
massa molecular da proteina e nA € o nimero de aminoacidos por proteina. As

unidades de [0] e [B]erm S@0 graus cm? d mol=.

Para que o sinal de CD possa ser observado, € necessario que exista em
solugcdo um croméforo oticamente ativo ou assimétrico. A sua quiralidade pode ser
proveniente da existéncia de um ou mais centros quirais, de um ambiente quiral ou
devido ao facto de o cromoforo se encontrar covalentemente ligado a um centro quiral.
Quando se estd a estudar proteinas ou pequenos peptideos, as ligacdes peptidicas
(absorcdo abaixo dos 240 nm), as cadeias laterais de residuos de aminoacidos
aromaticos, como a tirosina (Tyr), o triptofano (Trp) e a fenilalanina (Phe) (absorgéo
entre os 260 e 0os 320 nm) e as ligacdes de dissulfeto (fraca absor¢édo por volta dos
260 nm), sdo os cromoforos de interesse. Assim, € possivel distinguir duas zonas
espectrais: a zona do UV-longinquo (entre os 180 e os 250 nm), originada pela
contribuicdo das ligacdes peptidicas e a zona do UV-préximo (entre os 250 e os 320
nm), originada pela contribuicAo dos aminoacidos aromaticos. Fornecem-nos

informacdes diferentes relativamente a estrutura de proteinas.

4.1. CD no UV-longinquo

O estudo do sinal de CD na regido do UV-longinquo da-nos informacdes
gquantitativas sobre a estrutura secundaria das proteinas, pois elementos como a
hélice-a, a folha-B, a volta-B e a random coil (estrutura desordenada), possuem um
espetro de CD bastante caracteristico e facil de identificar. Estes “espetros modelo”

podem ser observados na Figura 12.
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Figura 12: Espetro modelo de estruturas hélice-a, folha-8 e random coil, na zona do UV-longinquo.

s

Como é possivel observar através de uma breve andlise da Figura 12, o
espetro da hélice-a é caracterizado por possuir uma banda bastante notéria e positiva
a 190 nm, sendo esta originada devido a transi¢gfes eletronicas que ocorrem na amida
da ligacao peptidica. Também é possivel observar mais duas bandas negativas, uma a
208 nm, resultante da transicdo T—T* e outra a 222 nm, originada devido a uma

transicdo n—1r*78,

Por sua vez, o espetro de CD da folha-B € caracterizado por apresentar uma
banda positiva a 195 nm, resultante de uma transicdo T—T1* € uma banda negativa a
aproximadamente 217 nm, causada por uma transicdo n—1*’8, Espetros de estruturas

em folha- sdo menos intensos que espetros de estruturas em hélice-a.

Quando a proteina apresenta uma estrutura desordenada, 0 espetro possui
uma banda negativa entre os 195-200 nm, originada por uma transicao T—T* € uma

banda positiva fraca resultante de uma transicdo n—1*78,

Por ultimo, as voltas-B s&do normalmente caracterizadas por possuirem uma
banda negativa perto dos 190 nm e uma banda positiva a aproximadamente 205 nm.
No entanto, ndo possuem um espetro bem definido, pois varios tipos destas estruturas

podem ser encontrados em proteinas.

Atualmente, a existéncia de softwares permite a realizacdo de uma analise
gquantitativa aos espetros de CD obtidos no ultravioleta longinquo, sento possivel ficar
a conhecer quais percentagens dos diferentes elementos da estrutura secundaria que
se encontram presentes numa certa proteina. E uma técnica importante para seguir
alteracbes conformacionais em proteinas que podem ocorrer por alteracdes de pH ou

temperatura.
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4.2. CD no UV-préximo

7

O estudo do sinal de CD na regidao do UV-proximo é realizado quando o
peptideo possui aminoacidos aromaticos na sua cadeia e estes se encontram num
ambiente assimétrico. Posto isto, a literatura indica-nos que a tirosina apresenta um
pico entre os 275 e 0s 282 nm, o triptofano entre os 290 e os 305 nm e a fenilalanina
entre os 255 e os 270 nm’. Apesar de poder existir sobreposicdo com o sinal
proveniente dos residuos aroméaticos, as ligagdes dissulfeto também podem contribuir
para os espetros de CD no UV-préximo, apresentando uma banda na regido dos 260

nmseo,

z

Esta € uma técnica que possui um papel importante, pois da-nos uma ideia
geral sobre as alteracdes estruturais na proteina, sobre processos de folding e
unfolding, assim como a sua estabilidade®!. Porém, o sinal de CD destes aminoacidos
e das ligacdes dissulfeto sdo bastante fracos na auséncia de uma estrutura ordenada®!
e os espetros dependem ndo s6 do numero de aminoacidos aromaticos, como
também da sua mobilidade, disposicdo espacial na proteina e da natureza do seu

ambiente’®.
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5. MODELAGEM MOLECULAR

A modelagem molecular é uma ciéncia que recorre a equagbes da mecanica
guantica ou da fisica classica com o objetivo de representar e simular o
comportamento das mais diversas estruturas moleculares. Enquanto que a
aproximagdo classica inclui métodos como métodos de mecanica molecular e
dindmica molecular, a aproximacdo quantica compreende métodos ab initio e semi-
empiricos com modelos mais robustos. De um modo geral, a escolha da aproximacéao
que se pretende realizar depende de fatores como as propriedades que se desejam
avaliar, a complexidade do sistema que se pretende estudar, a precisdo desejada e a
capacidade computacional disponivel para a realizacédo dos calculos®. Nos paragrafos

seguintes sera feita uma breve apresentacao de cada um destes métodos.

O método de mecanica molecular define os atomos como particulas, sendo que
a cada um lhes é atribuido uma série de parametros (parametros de van der Waals
obtidos do ajuste de dados experimentais referentes aos estados liquidos e sélidos;
parametros para a distensdo, dobragem, tor¢cdo e parte eletrostatica, obtidos através
de calculos de estrutura eletrénica, entre outros) e outros termos constantes
importantes na aquisicdo de um campo de forgas realista. Este pode entdo ser
considerado uma funcdo de energia que pode ser utilizada para calcular a energia
potencial de um sistema de atomos. Os campos de forcas MM383, OPLS®, AMBER® e

CHARMME®8 sdo exemplos de campos utilizados no estudo de sistemas biol6gicos.

O método de dindmica molecular, ao contrario do anterior, possui a vantagem
de analisar o movimento fisico de atomos e moléculas. Portanto, &tomos e moléculas
podem interagir entre si durante um determinado periodo de tempo. Numa grande
parte dos casos, a trajetéria realizada por estes atomos e moléculas é determinada
através da resolugdo numérica das equacdes de movimento de Newton®. Ao
conhecer esta trajet6ria, torna-se possivel estudar propriedades que dependam do
tempo, tais como difusdo, distribuicdo de moléculas de solvente ao redor de um soluto
e processos de folding de cadeias moleculares. Contudo, o tempo da trajetéria
avaliada € em geral curto, uma vez que esta simulacédo € bastante exigente do ponto
de vista computacional. Quando se estudam sistemas menores, esta trajetéria pode

em alguns casos alcancar a gama dos nanossegundos.

De uma forma muito simplificada, os métodos ab initio tentam resolver a
equacao eletrénica de Schrodinger, dadas as posi¢cdes dos nucleos e o numero de

eletrbes, com o propdsito de conseguirem produzir informagBes Uteis, tal como a
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energia do sistema e a sua densidade eletronica. Devido a elevada complexidade
desta equacdo e aos custos computacionais que lhes estdo associados, tém vindo a
ser realizadas varias aproximac¢des, como € o0 caso da aproximacdo de Born-

Oppenheimer?”.

Por ultimo, métodos semi-empiricos para além de também se basearem nas
equacles da mecénica quantica e realizarem bastantes aproximacgoes, obtém alguns
parametros através de dados experimentais. Isto permite-lhes assim estudar sistemas
moleculares mais complexos, quando comparado com os métodos ab initio. O método

de Huckel?8, AM18 e PM6%° sédo exemplos de métodos semi-empiricos.
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Capitulo 2.
Materiais e Métodos
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1. DICROISMO CIRCULAR

O composto modelo N-acetil-L-tirosina (Ac-Tyr-NHy) foi fornecido pela Bachem
(Bubendorf, Suica), o peptideo chignolin pela Genscript (Nova Jérsia, EUA) e o orto-
nitrobenzaldeido (0-NBA) e opurpura de bromocresol (BP) pela Sigma-Aldrich (St.
Louis, EUA).

Todas as experiéncias de dicroismo circular (CD) foram realizadas num
espetropolarimetro DSM 20 da Olis Inc. A aquisicdo dos espectros de CD dos diversos
ensaios foi realizada com o software Olis Spectral Works versdo 4.3 e os resultados
experimentais de CD no UV longinquo e préximo foram analisados com o programa
Origin2016 (OriginLab Corporation).

O peptideo chignolin foi dissolvido numa solugdo aquosa com 100 mM de
NaCl, com o objetivo de fornecer uma for¢a ionica indispensével ao folding proteico e o
pH foi ajustado utilizando HCI ou NaOH e medido com um microelétrodo de vidro. A
sua concentracdo final era de aproximadamente 1 mg/mL tanto para as experiéncias
no UV-longinquo como para o UV-proximo. Os espetros de CD na zona do UV-
longinquo foram recolhidos entre os 190 e 260 nm e foi utilizado um percurso 6tico de
0,2 mm. Por sua vez, os espetros de CD na zona do UV-préximo foram recolhidos
entre os 260 e 320 nm e foi utilizado um percurso 6tico de 5 mm. Em ambos 0s casos,
foram sempre recolhidos 2 scans a temperatura de 3°C, com uma resolucdo de 1 nm e
um tempo de integracdo de 5 s. Os espetros foram corrigidos pela subtracdo do sinal
do tampao. Os resultados sdo expressos pela elipticidade do residuo médio, [B]erm
(equacao 16). A reducdo do ruido foi alcancada usando o programa Origin2016,

anteriormente mencionado.

O derivado do residuo de tirosina (Ac-Tyr-NH.) foi também estudado por UV-

proximo nas mesmas condi¢des que o peptideo chignolin.

0] servidor online BestSel (Beta Structure Selection,
http://bestsel.elte.hu/index.php) foi utilizado para estimar a percentagem de estrutura

em folha- formada nas diferentes condi¢des de pH.
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2. CALORIMETRIA FOTOACUSTICA

2.1. Preparagdo das amostras

As solucdes a serem estudadas por calorimetria fotoacustica foram preparadas
dissolvendo o peptideo chignolin e o derivado da tirosina numa solu¢cdo aquosa com
100 mM de NaCl. Foi adicionado o-NBA até se conseguir obter uma absorgdo o6tica
final de 0,6 numa célula com um percurso 6tico de 1,0 cm a 355 nm. A concentragdo
do peptideo e do derivado da tirosina variou entre os 250 uM e 2,0 mM. O BP foi
utilizado como referéncia fotoacustica. Foi dissolvido em solu¢do aquosa com 100 mM
de NaCl e a sua absorcédo o6tica também foi ajustada a 0,6 numa célula com um
percurso otico de 1,0 cm a 355 nm. Os pH’s das amostras foram ajustados através da
adicao de HCI ou NaOH e foram medidos com um elétrodo de vidro. O pH do chignolin
e da tirosina foi ajustado a 11,0 enquanto que o pH do BP foi ajustado a 9,0 com o
objetivo de evitar instabilidade na absorcdo Otica no comprimento de onda de

excitacdo’®. Todas as experiéncias foram repetidas no minimo 2 vezes.

2.2. Montagem experimental de PAC

Para ser possivel realizar estas experiéncias, foi necessario proceder a
montagem da célula de PAC, bem como do restante equipamento. A imagem abaixo

apresentada pretende representar todos os componentes do equipamento.

1- Laser

2- Filtros neutros

3- Célula fotoacustica
4- Banho térmico

5- Amplificador ultrassonico
6- Osciloscopio
7,8,10-Seringas

9- Bomba
11-Camara

12-Bloco

13- Janela de quartzo
14- Lamina de cobre
15- Espelho dielétrico
16-Bloco |

17- Transdutor

Figura 13: Esquema do equipamento de calorimetria fotoacustica disponivel no nosso laboratério.
Adaptado de 62,
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O nuamero 3 representa uma célula de fluxo, desenvolvida no nosso laboratério, que
segue o design de irradiacdo de face frontal descrito por Arnaut et al.”> E constituida
por um bloco | (16), que contém um espelho dielétrico (15) com 10 mm de espessura e
50 mm de diametro, e um bloco Il (12), que contém um espelho de quartzo (13) com 6
mm de espessura e 25 mm de didmetro. Ambos os blocos sdo constituidos por aco
inoxidavel. Acoplado ao bloco | encontra-se um transdutor piezoelétrico (17) de 2,25
ou de 1 MHz. Enquanto que o primeiro transdutor (2,25 MHz) é mais ajustado para
processos mais rapidos (até algumas centenas de nanossegundos), sendo incapaz de
detetar processos com tempos caracteristicos na ordem dos microssegundos, o
segundo transdutor (1MHz) é indicado para estes ultimos tempos, sendo por sua vez
mais dificil detetar processos rapidos com este transdutor. Uma lamina de cobre (14)
com 0,127 mm de espessura encontra-se entre os dois blocos e é responséavel por
determinar o percurso 6tico. Esta célula permite que a solugéo flua de baixo para cima.
As amostras fluem através do auxilio de uma bomba injetora (Kloehn syringe pump)
(9), constituida por seringas (7, 8, 10) e controlada por um software. Estas seringas
sdo responsaveis por conduzir as diferentes solucdes (solvente, amostra e referéncia)
a uma camara (11), que se encontra ligada a um banho de etanol termorregulado (4),
responsavel por controlar a temperatura das solugbes e posteriormente conduzi-las a
célula fotoacustica. Um laser (1) antes de chegar a célula, incide num conjunto de
filtros (2) com quatro intensidades diferentes, correspondentes a 25, 50, 75 e 100% da
intensidade total do laser, através da utilizacdo de filtros de densidade. Ap6s a onda
PA passar pelo transdutor, o sinal é amplificado por um amplificador ultrassénico
(modelo 5676) (5) e os dados sao recolhidos por um osciloscépio digital (Tektronix
DPQO7254) (6)°. As imagens de todo o0 equipamento utilizado encontram-se
apresentadas no material suplementar.

A fonte de luz operada a 355 nm foi o terceiro harménico de um laser de
nanossegundos Q-switched Nd:YAG (Ekspla NL301G). A largura do pulso laser foi de
aproximadamente 6 ns, a taxa de repeticdo de 10 Hz e a energia maxima foi ajustada
para cerca de 1,30 mJ/pulso. Os sinais de PAC foram medidos entre 1,8°C e 30°C,
sendo que a variacdo de temperatura durante as experiéncias foi sempre inferior a
0,5°C.

Os dados da amostra foram analisados por compara¢do com 0s do composto
de referéncia fotoacustica, que liberta toda a energia absorvida na fotoexcitagcdo como
calor com uma eficiéncia quantica de 1,0.

O processo de desconvulsdo de ondas fotoacusticas encontra-se descrito na

seccdo 3 do Capitulo 1.

41



3. CALCULOS DE MINIMIZAGCAO DE ENERGIA ESTRUTURAL EM pH 4,5 E pH 11

A estrutura cristalografica do peptideo chignolin na forma ndo mutante foi
obtida no banco de dados de proteinas, do inglés Protein Data Bank (PDB), com
codigo de acesso PDB 1UAOS.. Recorreu-se ao servidor APBS-PDB2PQR para
adicionar atomos de hidrogénio a estrutura do peptideo conforme os estados de
tautomerismo e de ionizagdo em pH 4,5 e pH 11%. Os calculos de minimizacdo de
energia estrutural para o peptideo nestes dois pH’s foram realizados pelo programa
Spartan’18%. A minimizacdo de energia inicial foi obtida pelo método da mecanica
molecular MMFF e o resultado no menor estado de energia foi submetido a uma nova
minimizacdo de energia pelo método semi-empirico PM6 com valor de contante
dielétrica 78,5 ua. O resultado final de minimizacdo de energia foi avaliado tanto em
termos de forcas intramoleculares de estabilizacdo, quanto pela quantificacdo do valor
da raiz do quadrado médio do desvio, do inglés Root Mean Square Deviation (RMSD),

pelo programa PyMOL Delano Scientific LLC®.
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1. DICROISMO CIRCULAR

Com o objetivo de estudar as alteragBes na estrutura secundéria do peptideo
chignolin em funcéo do pH do meio, foi realizada uma titulagdo deste peptideo. Na
Figura 14 (A) encontra-se representado o espetro de CD no UV-longinquo (190 — 260
nm) correspondente a esta titulagdo, sendo que os espetros foram recolhidos entre os

pH’s 1,58 e 11,01 a uma temperatura constante de 3°C.
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Figura 14: (A) Espetros de CD do peptideo chignolin na zona do UV-longinquo em solugdo aquosa com

100 mM de NaCl, a diferentes pH’s e a 3°C. Os espetros foram recolhidos entre os 190 e os 260 nm. (B)

Andlise das alteragdes conformacionais do peptideo em fungéo do pH ao comprimento de onda de 215 e
229 nm.

Através de uma andlise qualitativa da Figura 14 (A), é possivel observar que a
conformagcdo em gancho-B que o peptideo tende a adquirir em solugdo é bastante
dependente do pH. Além disso, a pH 5,4, parece haver em solu¢cdo uma mistura de
duas conformacbes diferentes, nomeadamente estrutura em folha-f e random caill,
devido a existéncia de um ombro a aproximadamente 215 nm e de um minimo
préximo dos 200 nm, respetivamente. Esta mistura de conformacBes também foi
anteriormente estudada por Honda et al., quando foram feitos estudos de RMN e de
CD a varias temperaturas?®. A existéncia deste equilibrio faz com que o chignolin seja

uma molécula com uma estrutura bastante dindmica adotando diversas conformacgdes.

O espetro de CD no UV-longinquo do chignolin possui ainda uma terceira
banda positiva a 229 nm bastante caracteristica de proteinas globulares que possuem
residuos de triptofano na sua sequéncia proteica®. Assim, a presenca desta banda
positiva pode ser indicativa da existéncia de uma estrutura ordenada do peptideo

chignolin. No caso do chignolin, o pico é originado devido a interacédo edge-to-face que
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os dois aminoacidos aromaticos, Tyr2 e Trp9, estabelecem entre si e que para muitos

investigadores é uma interacéo fundamental para a estabilidade do peptideo®3°°,

A Figura 14 (B) representa as alteracbes conformacionais do peptideo em
funcdo do pH no comprimento de onda de 215 e 229 nm. Apesar de ndo ser muito
notdria, esta curva dependente do pH apresenta uma forma de “sino” com um maximo
compreendido entre pH 5,50 e 6,70. Entre o pH 9,70 e 11,01 ha uma diminuigdo
significativa do declive da curva. Este acontecimento deve-se a desprotonacdo da
cadeia lateral do residuo de Tyr2 presente na sequéncia peptidica, uma vez que esta
cadeia possui um pKa de aproximadamente 10,30. Por sua vez, abaixo do pH 5,50
também ha uma diminuicdo do declive da curva, embora mais ligeira. Esta variacéo &
uma consequéncia da protonacao da cadeia lateral dos residuos de Asp3 e Glu5, que
possuem valores de pKa aparentes de 3,50 e 4,20, respetivamente. Embora as
alteracBes conformacionais provocadas pelos dois acidos ndo sejam tao significativas
como as alteracBes provocadas pela desprotonacdo da Tyr2, estes aminodcidos

demonstram ser importantes na aquisi¢cao da estrutura secundaria do chignolin.

O servidor online BestSel foi utilizado para estimar a percentagem de estrutura
em folha-B formada em diferentes condigbes de pH. De uma forma geral os dados da
Tabela 3 séo concordantes com a Figura 14B, pois segundo ambos o peptideo possui
uma maior percentagem de folha-f a pH’s proximos de 5 e & medida que o pH se
torna mais basico, esta estrutura vai-se perdendo (varia entre 56,7% em pH 4,45 e
35,1% em pH 12,23). Em contrapartida h4 um ganho de random coil, que, para a
mesma gama de pH’s varia entre os 38,1% e os 57,9%. No entanto, quando falamos
do turn-B os resultados acabam por ser contraditérios, pois é dificil descortinar uma
I6gica aparente. Isto pode ser devido ao facto de a base de dados do BestSel nédo
possui proteinas ou peptideos com interacdes edge-to-face entre aminoacidos

aromaticos, como é o caso da interacdo Tyr2-Trp9, o que pode causar uma certa

incoeréncia na posterior analise de dados.

Tabela 3:Andlise da estrutura secundaria dos espetros de CD no UV-longinquo adquiridos ao peptideo
chignolin através do servidor online BeStSel (Beta Structure Selection, http://bestsel.elte.hu/index.php).

pH Folha-B Turn Random coil
1,58 48,9 57 45,4
3,35 52,6 5,0 42,4
4,45 56,7 55 38,1
5,55 52,9 3,2 43,6
6,66 51,2 33 45,5
9,90 48,7 5 46,3
10,40 42,1 6,8 51,1
11,20 41,4 8,5 50,0
12,23 35,1 7,0 57,9
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Os espetros de CD no UV-proximo (260 — 320 nm) foram adquiridos com o
objetivo de tentar compreender a influéncia do pH na estrutura terciaria do peptideo a
volta dos residuos aromaticos, neste caso da tirosina e do triptofano. Na Figura 15
podemos encontrar 0s espetros de CD no UV-proximo do derivado da tirosina, Ac-Tyr-
NH2, e do peptideo chignolin. Estes foram recolhidos entre os pH’s 5,08 € 11,14 a uma

temperatura constante de 3°C.
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34 —— Chignolin pH 7,40
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Figura 15: (A) Espetro de CD na zona do UV-préximo do derivado de tirosina, Ac-Tyr-NH2, e (B) do
peptideo chignolin em solugdo aquosa com 100 mM de NaCl, a diferentes pH’s e a 3°C. Os espetros
foram recolhidos entre os 260 e os 320 nm.

Tal como mencionado na seccdo 4 do Capitulo 1, na Figura 15 (A) é possivel
observar uma banda entre os 272 e 282 nm tipica do residuo de tirosina, bem como

uma diminuicdo da mesma a pH 11,14, devido & desprotonacgéo do residuo de tirosina.

A Figura 15 (B) representa o espetro de UV-préximo do peptideo chignolin,
com uma banda negativa entre os 280 e os 290 nm devido a contribuicdo dos dois
aminodcidos aromaticos, tirosina e triptofano. Tal como esperado, a banda negativa é
mais intensa a um pH de 5 e & medida que o pH aumenta, esta torna-se menos
negativa, havendo uma perda da estrutura terciaria, consequente da perda de

estrutura secundaria apos desprotonagdo da Tyr2.
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2. REFERENCIA FOTOACUSTICA

Tal como foi mencionado na secc¢ao 3 do Capitulo 1, o parametro termoelastico
da solucéo (B/Cpp), depende bastante da temperatura e, para a agua pura, o sinal do
composto de referéncia é nulo a aproximadamente 3,9°C (Tg=0). Uma vez que as
amostras e a referéncia fotoacustica devem ser obtidas nas mesmas condi¢cbes
experimentais (forga idnica, temperatura, solvente, comprimento de onda de excitagao,
geometria da célula), a solucdo da referéncia fotoacustica foi preparada em 100 mM
de NaCl e como tal, o seu coeficiente de expansdo térmica foi calculado
experimentalmente. As ondas fotoacUsticas deste composto encontram-se
representadas na Figura 16. Foram obtidas a pH 9, com uma Asss = 0,60 para um
percurso 6tico de 1 cm, apoés irradiagdo a 355 nm e utilizando um transdutor de 2,25
MHz (Figura 16 (A)) e outro de 1 MHz (Figura 16 (B)).
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Figura 16: Dependéncia das ondas acusticas da purpura de bromocresol (BP) da temperatura, apés
irradiacdo a 355 nm e utilizando um transdutor de (A) 2.25 MHz (A temperatura variou entre 0s 30°C e os
0°C) e (B) um transdutor de 1 MHz (A temperatura variou entre os 20°C e os 0°C).
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Como é possivel observar pela analise da Figura 16, a forma das ondas varia
consoante o transdutor, no entanto, em ambos os casos, a amplitude das ondas
diminui com a diminuicdo da temperatura, sendo nula a uma temperatura de
aproximadamente 1,80°C (Tg=0). A temperaturas inferiores a 1,80°C, a onda
fotoacustica inverte o seu sinal, tornando-se negativa. Além disso, a Tg=o do BP em
adgua pura também foi calculada (Tg=0 = 3,0°C) e a Figura 17 apresenta as ondas
acusticas do BP na presenga e na auséncia de sal. Através de uma analise qualitativa,
€ possivel notar que o sal aumenta a velocidade de propagacdo das ondas
fotoacusticas, uma vez que a solucdo de BP com 100 mM de NaCl se encontra
ligeiramente deslocada (para a esquerda) em relacao a solugdo de BP em agua pura.

Além disso, quando em solugédo salina, as ondas possuem uma amplitude superior.

0,15 T T T T
= BP em 100 mM NaCl

0,10 4 —— BP em &gua pura -

0,05
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o
o
o
1
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T T T T
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Figura 17: Ondas fotoacusticas do composto de referéncia em 100 mM de NaCl (onda a preto) e em
agua pura (onda a vermelho), a uma temperatura de 10°C e utilizando o transdutor de 2.25 MHz.

Os valores tedricos do parametro (B/Cpp) para a agua pura foram sobrepostos
com a intensidade relativa do sinal fotoacustico calculada experimentalmente obtida
utilizando o transdutor de 2,25 MHz (Figura 18). Para este transdutor, a temperatura
de 6°C, a amplitude do segundo pico positivo da onda do BP com 100 mM de NaCl é
de 64 mV, enquanto que a amplitude da onda do BP sem sal é de 47 mV. Assim,
existe um aumento na amplitude da onda de BP com 100 mM de NaCl, de

aproximadamente 26,6%.
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Figura 18: Comparagao entre os valores tedricos do pardmetro (8/Cpp) para a agua pura e a intensidade
relativa do sinal fotoacustico calculada experimentalmente a diferentes temperaturas entre os 30°C e os
0°C.

3. SOLUGAO DE 0-NBA:

3.1. Influéncia do pH

A fotoejecdo do protdo de o-NBA em solugéo salina (100 mM NaCl) com pH a
variar entre 6,70 e 11,50 foi seguida pelo método de duas temperaturas. As ondas do
fotoacido foram medidas a uma temperatura Tg-o = 1,80°C, enquanto que as ondas da
referéncia fotoacustica foram medidas a uma temperatura Tgz = 6,0°C. A variagcdo do
sinal fotoacustico do o-NBA em fun¢éo do pH da solugéo, esta representada na Figura
19.

Numa primeira analise, é possivel observar que a um pH de 6,70 a onda do o-
NBA se encontra em oposicdo de fase em relacdo a referéncia fotoacustica (onda T).
A medida que o pH aumenta, é notavel que a onda do o-NBA varia, pois, a pH 11,50,
esta ja se encontra em fase e deslocada relativamente a onda T. Também se pode
verificar um aumento da amplitude das ondas fotoacusticas em fun¢do do aumento do
pH, uma vez gue existe uma maior quantidade de espécies OH- para reagir com
protdes H*.
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Figura 19: Ondas fotoacUsticas da referéncia BP (Onda T) e das solug6es de o-NBA em 100 mM de NaCl
a diferentes pH’s iniciais obtidas através do método de duas temperaturas. A onda T foi obtida a uma
temperatura Tpzo = 6,0°C, enquanto que as ondas de 0-NBA foram obtidas a uma temperatura Tp=0 =
1,80°C. A energia do laser é de aproximadamente 1,3 mJ e foi utilizado um transdutor de 2,25 MHz.

Os resultados da desconvolucédo das ondas experimentais presentes na Figura
19 foram obtidos através da utilizacdo do software CPAC, desenvolvido no nosso
laboratério’ e disponivel online (http://cpac.qui.uc.pt/). Estes dados (rendimento
quantico e tempo de vida da reacdo), bem como as variacdes de volume calculadas a

partir da equacgéo (11), encontram-se representados na Tabela 4.

Tabela 4:Resultados da desconvulsao dos sinais fotoacusticos puramente volumétricos de o-NBA em 100
mM de NaCl, utilizando um transdutor de 2,25 MHz.

pH [OH] ®1 P2 71 (ns) 72 (NS) AVy AV:
(mol L) (ml mol?) (ml mol?)

6,70 5,0x 108 -0,75+0,05 - 20,60+3,39 ---- -6,67+0,50 -—--

9,75 56x10°  -0,60%0,12 8,81+6,35 -5,38+1,05
10,30 2,0x10* -0,84+015 1,23+0,20 <1l 142+39,00 -7,11+1,33 10,91+1,78
11 1,0x10°% -0,65+0,17 1,91+0,31 <1l 76,9024  -578+1,50 17,00%2,80
11,50 3,16x 103 1,5040,12 38,0+2,24 13,35+1,04

Abaixo do pH 9,75 é possivel observar uma contracdo volumétrica. Esta
contracdo ocorre devido a rapida solvatacdo, por parte da agua, dos protées H* que
sao libertados ap6s a fotdlise do 0-NBA:

0—NBA +h9 > 0o—NBA~ + H* a7

A pH 9,75 o valor de ¢; associado a esta fotélise é de aproximadamente -0,60,

o0 que corresponde a um AV; = -2,13 ml mol'. Contudo, tendo em conta que o
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rendimento quantico desta reacéo € de 0,4, a variacao de volume estrutural associada
a solvatagdo dos protdes libertados na solugdo é de AV; = -5,38 +1,05 ml mol?, um
valor concordante com o resultado calculado por Bonetti et al®®. e Viappiani et al.®’
(AV = -5,2 £ 0,4 ml molY). Por sua vez, entre o pH 10,30 e 11,50 encontramo-nos na
presenca de dois processos. O primeiro, ja descrito anteriormente, e o segundo que
corresponde a reacao dos protdes H* com as espécies OH- presentes na solucao e

consequente formacao de moléculas de 4gua:

H* + OH™ - H,0 (18)
Esta reacdo é caracterizada por estar associada a uma expansédo do volume estrutural
da solucao. Segundo Bonetti et al.¢, acima de pH 10,25 estes dois processos deixam
de ser distinguiveis e, portanto, ndo conseguem ser separados, sendo o ajuste feito
apenas com uma exponencial. No entanto, isso ndo se verificou nesta experiéncia,
sendo que foi possivel separar estes dois processos entre o pH 10,30 e 11. Neste
altimo valor de pH, de interesse para o estudo do peptidio chignolin, a variagdo de
volume provocada pela formacao de agua é AV, = 17,00 + 2,80 ml mol* e o tempo
desta reacdo encontra-se na ordem dos 77 ns. Sé a pH 11,50 é que as reacdes (17) e
(18) deixam de ser distinguiveis, sendo detetadas juntas, pois quando a espécie OH-

se encontra em elevadas concentracdes, ambos 0s processos sao bastante rapidos.

A Figura 20 apresenta um exemplo de uma simula¢do de uma onda de o-NBA
a pH 11 (a rosa) obtida a partir dos resultados da desconvolugéo. Esta desconvolugao
foi conseguida recorrendo a uma funcao caracterizada por possuir dois decaimentos
exponenciais sequenciais. Cada decaimento é definido por um tempo de vida ;e uma
amplitude, caracterizada pelo o parametro ¢i.. O somatério destes dois decaimentos
origina a onda ajustada (a rosa). Também se encontram ambos representados na
Figura 20, sendo que o primeiro decaimento corresponde a libertacdo de protdes
provenientes do 0-NBA (equacédo 17) (a verde) e o segundo corresponde a protonacgao
de espécies OH- (equacao 18) (a azul escuro). Como é possivel observar, o primeiro
componente (correspondente a fotdlise do o-NBA) possui uma amplitude negativa,
caracteristica de uma contracdo de volume provocada pela solvatagdo, por parte das
moléculas de agua, de protdes H* e do anido formado. Em contrapartida, a onda
correspondente a protonacdo de grupos hidroxilo possui uma amplitude positiva e
encontra-se deslocada para a direita, quando comparada com a onda fotoacustica (a
preto). Assim, este processo pode ser caracterizado por uma expansao de volume, tal

como se encontra representado na Tabela 4.
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Figura 20: Ondas fotoacusticas obtidas apo6s irradiacdo de um laser com uma energia de
aproximadamente 1,3 mJ para a molécula de 0-NBA a pH 11 e utilizando um transdutor de 2,25 MHz. O
sinal da onda de referéncia BP, bem como o seu ajuste encontram-se representados a preto e vermelho,
respetivamente. As ondas do fotoacido e o seu respetivo ajuste, derivado do resultado da desconvolugéo
da onda, encontram-se representadas a azul e rosa, respetivamente. Esta linha rosa corresponde a soma

de duas ondas componentes, associadas a rapida contracédo de volume provocada pela fotélise do o-
NBA, representada a tracejado verde, e a reagdo de protonacdo de espécies OH-, representada a
tracejado azul escuro.

3.2.Salto de pH induzido por laser

Para determinar a magnitude do salto de pH, é fundamental conhecer o
namero de fotdes e o volume irradiado de moléculas de fotoacido nas condicdes
experimentais utilizadas. Os calculos necessarios no estudo da magnitude deste salto
de pH encontram-se expostos na Tabela 5. Todas as experiéncias fotoacusticas foram
realizadas utilizando quatro intensidades de laser distintas, que variam entre os 300 pJ
e os 1,3 mJ, com o objetivo de ter em consideracdo a possibilidade de existirem
processos de absor¢do nao linear sob intensa fluéncia de laser’. Sendo a energia de
um fotdo a 355 nm de 5,59 x 10-*° J (E = hv), o nimero de moles de fotées produzidos
por pulso de laser sdo 8,81 x 101°a 300 uJ e 3,86 x 10° a 1,3 mJ.

A fracdo de moléculas do fotoacido que absorvem fotbes pode ser calculada,
considerando a geometria da célula, com um espelho que permite a dupla irradiacdo
da amostra, o comprimento do percurso de irradiacdo muito fino (espessura celular de
0,127 mm), e a absorvancia do o-NBA a 355 nm (~0,6). Posto isto, é possivel calcular

0 numero absoluto de moléculas fotoacidas que absorvem os fotdes e, conhecendo o
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rendimento quantico da fotodissociacdo desta molécula (®onsa = 0,4)%8, podemos
calcular o niumero de protdes injetados no volume absorvente. Uma vez que foram
sempre utilizadas concentracées de amostras superiores a 200 uM, a quantidade de
moléculas na area sob irradiacdo (um valor minimo de 1,22 x 10-1°) foi sempre superior
ao numero de protdes formados (um maximo de 5,3 x 101! mol). Sabendo que o
volume da amostra irradiada é de aproximadamente 1,22 x 10-® dm?3 (diametro de pulso
laser de 3,5 mm), se o pH inicial (pH pré-pulso) for de 11, o pH de pés pulso obtido é
de 4,4.
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Tabela 5: Determinagdo da magnitude do salto de pH.

Energia do Numero de Fracdo das Namero de moléculas Numero de Concentracéo pHinicial pHtinal
pulso de fotbes moléculas de o- de 0-NBA que protdes libertados adicional de protdes
laser (mJ) (mol) NBA que absorvem absorvem (mol) (mol) (AH*)3(M)
1,3 3,86x10° 0,0345 1,33x1010 5,32x101! 4,36x10° 11 4,36
0,30 8,91x101° 0,0345 3,07x101! 1,23x1011 1,01x10° 11 4,99

NUmero de fotdes = Ejaser/Efotao/Na, ONde Efotzo = hc/A. h = 6,626010 x 1034 J s ¢ =3 x 108 m s1; A = 355 nm; Na = 6,02 x10%2 mol.

Fracdo das moléculas de 0-NBA que absorvem = (1-10s). Abs = percurso 6tico da célula fotoacustica X absorcdo (1cm). percurso 6tico da

célula fotoacustica = 0,254 mm.
Numero de moléculas de o-NBA que absorvem = Namero de fotbes x Fracdo das moléculas de 0-NBA que absorvem.
Numero de protdes libertados = Nimero de moléculas de 0-NBA que absorvem x rendimento quantico de fotodissociagdo (P). ®o.nea = 0,4.

Concentracéo adicional de protdes AH* = NUmero de protdes libertados / Viradiado. Virradiado = TT X Fpuiso de laser X €Spessura da célula. rpuiso de laser =

0,175 cm; espessura da célula = 0,127 mm.

PHiinal = -log (10-PHinicial + Af+),
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4. SOLUGAO DE o-NBA E Ac-Tyr-NH;

Com os estudos de CD para o peptideo chignolin (sec¢do 1 do Capitulo 3),
pudemos concluir que a medida que se aumenta o pH da solu¢do, ha uma perda da
interacdo hidrofébica Tyr2-Trp9, ha também uma perda da percentagem de estrutura
em folha-B e um consequente aumento da percentagem de random coil. Esta perda de
estrutura-B € mais evidente a partir do pH 10,5, pois como foi mencionado nessa
seccao, julga-se que a desprotonacao da cadeia lateral do residuo Tyr2, cujo pKa é de
aproximadamente 10,3, possa ser a causa desta perda de estrutura secundaria.
Assim, com o propdsito de tentar compreender a importancia que este aminoacido tem
na estabilidade e na conformacdo do chignolin, foram realizados estudos de
calorimetria fotoacustica com o modelo de aminoacido Ac-Tyr-NH; e posteriormente
com o peptideo, partindo do pH 11, onde a cadeia lateral da Tyr se encontra
maioritariamente desprotonada, e alcangando um pH final a variar entre 4,4 e 5, pH’s
ao qual a cadeia lateral da Tyr se encontra protonada e a estrutura do peptideo é

maioritariamente constituida por folha-.

Com o objetivo de determinar a constante de velocidade correspondente a
protonacdo da tirosina (equacdo 19), bem como as alteracbes de volume estrutural
associadas a esta reacdo, estas experiéncias de calorimetria fotoacUstica foram
realizadas recorrendo ao método de duas temperaturas, usando diferentes
concentracdes do aminoacido, compreendidas entre 0os 0 e 0s 2 mM. As ondas de o-
NBA e de Ac-Tyr-NH; foram recolhidas a temperatura Tg=0 = 1,80°C, enquanto que as

ondas do BP foram recolhidas a uma temperatura ligeiramente superior (Tgz = 6°C).

H* + N — acetil — tirosina~ & N — acetil — tirosina — H (29)

A Figura 21 é representativa das ondas fotoacuUsticas obtidas com diferentes
concentracdes de Ac-Tyr-NH, a um pH de 11. Nesta figura também se encontram
representadas as ondas da referéncia fotoacustica, recolhidas a um pH de 9. Estas
experiéncias foram realizadas com dois transdutores, um de 2,25 MHz (Figura 21 (A))
e outro de 1 MHz (Figura 21 (B)), sendo este Ultimo mais sensivel a rea¢cdes com

tempos de vida mais longos.

Numa breve andlise qualitativa pode-se observar que estas ondas possuem um
comportamento bastante distinto quando comparadas com as ondas que apenas
possuem o fotoacido em solucdo, variando em amplitude e fase. Esta diferenca pode

ser justificada pela existéncia de um terceiro processo, anteriormente descrito na
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equacdo 19. Estamos, portanto, a falar da protonacéo da cadeia lateral do modelo de
aminodcido Ac-Tyr-NHz, que a pH 11 se encontra maioritariamente na sua forma
desprotonada. Além disso, também €& possivel afirmar que esta reacdo de protonacao
€ dependente da concentracdo de grupos aceitadores de protdes, pois, a medida que
a concentracdo destes grupos aumenta, as ondas fotoacusticas tendem a deslocar-se

progressivamente em fase e a amplitude destas ondas tende a diminuir.
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Figura 21: Ondas fotoacusticas da referéncia BP (Onda T) e das solu¢des de 0-NBA e Ac-Tyr-NHz2 em
100 mM de NacCl, obtidas através do método de duas temperaturas, utilizando um transdutor de (A) 2,25
MHz e outro de (B) 1MHz. A onda T foi obtida a uma temperatura Tgzo = 6,0°C, enquanto que as ondas de
0-NBA e Ac-Tyr-NH: foram obtidas a uma temperatura Tg=0 = 1,80°C. A energia do laser é de
aproximadamente 1,3 mJ.
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4.1. Estudos com um transdutor de 2,25 MHz:

Para as ondas fotoacusticas do modelo de amino&cido Ac-Tyr-NH; obtidas com
o auxilio do transdutor de 2,25 MHz, o seu ajuste foi obtido recorrendo a uma fungéo
envolvendo dois decaimentos exponenciais sequenciais, sendo que 0 primeiro
corresponde a fotdlise do 0-NBA e o segundo corresponde a protonagdo das espécies
OH- e da cadeia lateral da tirosina, que a pH 11 contem um grupo hidroxilo carregado
negativamente. Este ajuste encontra-se ilustrado na Figura 22. Tal como foi
observado na Figura 20, o primeiro decaimento possui uma amplitude negativa,
caracteristica de uma contragdo de volume. Por sua vez, o segundo decaimento
possui uma amplitude positiva e a sua onda encontra-se deslocada para a direita,
quando comparada com a onda fotoacustica. Isto permite concluir que, em conjunto, a
protonacdo de espécies OH- e a protonacdo da cadeia lateral da tirosina estdo
associados a uma expansao volumétrica. Também é possivel observar que a cinética
destes dois processos juntos é mais rapida que a cinética da protonagdo de espécies
OH-.
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0,0

-0,5

Sinal Fotoacustico Normalizado

-1,0 . — P
\ A —FIT
. I 1,5 MM Ac-Tyr-NH,
-1,5 1 A W —FT 4
i — +Répida contrago de volume
==+ Reacdo de protonagédo
-2,0 T T T T T
2,0x10° 2,2x10° 2,4x10° 2,6x10° 2,8x10°
Tempo (s)

Figura 22: Ondas fotoacusticas obtidas apds irradiagdo de um laser com uma energia de 1,3 mJ para 1,5
mM de Ac-Tyr-NHz a pH 11. O sinal da onda de referéncia BP, bem como o seu ajuste encontram-se
representados a preto e vermelho, respetivamente. As ondas da Ac-Tyr-NH:z e 0 seu respetivo ajuste,

derivado do resultado da desconvolugdo da onda, encontram-se representadas a azul e rosa,
respetivamente. Esta linha rosa corresponde a soma de duas ondas componentes, associadas a rapida
contracdo de volume provocada pela fotdlise do 0-NBA, representada a tracejado verde, e a reacao de
protonacéo de espécies OH- e da cadeia lateral de Ac-Tyr-NHz, representada a tracejado azul escuro.
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A Tabela 6 apresenta o0s resultados da desconvolucdo das ondas
experimentais de Ac-Tyr-NH; a varias concentracdes, bem como as respetivas
variacOes de volume, calculadas a partir da equacao (11). Ao observar esta tabela, é
possivel concluir que, de uma forma geral, com 0 aumento da concentracdo do modelo
de aminoacido Ac-Tyr-NHz, o tempo (t2) correspondente as duas reacdes de
protonacéo (equacdo 18 e 19) diminui, bem como a expansao de volume associada a
estes processos (AV»). Esta diminuicdo do AV, pode ser devida ao facto de haver uma
competicdo entre a protonacéo das espécies OH- e a protonagdo dos grupos aceitador
de protdes que se encontram na cadeia lateral de Ac-Tyr-NH;, estando este Ultimo
processo associada a expansdes volumétricas inferiores, quando comparadas com a

expansao volumétrica provocada pela formacao de agua.

Tabela 6: Resultados da desconvulsao dos sinais fotoacusticos puramente volumétricos de 0-NBA e Ac-
Tyr-NH2 em 100 mM de NaCl e utilizando um transdutor de 2,25 MHz.

[Ac-Tyr-NHz] (M) P1 P2 71 (nS) 72 (NS) AVi(ml mol?)  AVz(ml mol?)

0 -0,65+0,17 1,91+0,31 <1 76,90+£24 -5,78+1,50 17,00+2,80
2,5x10* -0,57+0,02 1,78+0,17 <1 35,10+2,4 -5,07+0,19 15,82+1,53
3,5x10* -0,58+0,07 1,99+0,48 <1 41,35+11 -5,15+0,65 17,67+4,29
5x10* -0,55+0,18 1,64+0,18 <1 39,40+6,0 -4,86+1,65 14,62+1,60
1x10°3 -0,58+0,12 1,48+0,14 <1l 35,10+4,5 -5,60+1,10 13,70+1,38
1,5x10°3 -0,64+0,09 1,36+0,18 <1 27,30+6,3 -6,07+0,84 13,09+1,58
2x103 -0,45+0,02 1,46+0,18 <1 21,20+3,9 -5,43+0,15 13,86+1,53

Com os valores apresentados nestas tabelas foi possivel tragar os graficos
correspondentes a variacdo da constante de velocidade total (kr = 1/ 12) em fun¢éo da
concentracao de grupos aceitadores de protdes de Ac-Tyr-NH; (Figura 23(A)) e a
variacdo do volume de expansdo também em funcdo da concentracdo de grupos
aceitadores de protdes de Ac-Tyr-NH: (Figura 23(B)). Apds a obtencdo destes dados,
0 objetivo seguinte baseou-se no célculo da constante de velocidade da protonagéo da
cadeia lateral de Ac-Tyr-NH. (kry.) € no calculo do volume correspondente a este
processo, uma vez que o0s tempos e 0s volumes obtidos na desconvolugdo dos sinais
fotoacusticos, que se encontram representados acima (Tabela 6), correspondem a

soma do volume da protonagéo da cadeia lateral de Ac-Tyr-NH; e das espécies OH-.

Considerando que a concentracdo das espécies H* é constante e se encontra
em concentracBes bastante inferiores a concentracdo de OH- e Ac-TyrNH2, a cinética

deste sistema pode ser definida por reacBes paralelas de primeira ordem. As
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equacles cinéticas correspondentes a estas reacdes, anteriormente descritas em (18)

e (19), podem ser descritas por:

d[H*]

M a0 HY] = ke [H] = ey [H] (20)
d[OH™

[dt ] — kHzO[H+] (21)
d[Tyr~

] = Ky [HY] (22)
kr = Ky [Tyr~] + ky,o[OH™] (do tipo: y = mx + b) (23)

Considerando a equacao (23), € possivel calcular a cinética de protonacdo da
cadeia lateral da Ac-Tyr-NH,, uma vez que esta é dada pelo declive da regressao
linear apresentada na Figura 23 (A). Assim sendo, obteve-se kry,= 8,5x10° + 0,5 M'!s®
1, Por sua vez, a constante cinética correspondente a protonagdo dos grupos hidroxilo
¢ dada pela intercecéo de reta do ajuste com o eixo dos y’s, ky,o = 2,3x101°M?s?, um
valor ligeiramente inferior ao valor representado na literatura (ky,o = 4,9x10° 0,4 M-
151 96), Esta pequena diferenca pode ser justificada pelo ambiente quimico em que
estas moléculas se encontram, uma vez que o solvente utilizado durante estas
experiéncias possui uma elevada concentracdo de sais (100 mM de NaCl), que podem

originar uma diminui¢éo da constante cinética.
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[Ac-Tyr-NH,] (M) [Ac-Tyr-NH,] (M)

Figura 23: (A) Variagdo da constante cinética total (k2 = 1/ 12) em funcédo da concentragdo de grupos
aceitadores de protdes do modelo Ac-Tyr-NH2, utilizando um transdutor de 2,25 MHz. A constante
cinética da protonacéo da cadeia lateral de Ac-Tyr-NH: foi calculada a partir do declive da relacéo linear
(linha vermelha) das constantes de velocidade totais em fungdo da concentracéo de aceitadores de
protdes. (B) Variagao do volume da solugdo provocada pela protonacgao de espécies OH" e pela
protonagdo da cadeia lateral de Ac-Tyr-NHz, em funcdo da concentragéo de grupos aceitadores de
protBes da Ac-Tyr-NHo.
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Para calcular a alteracdo de volume correspondente a protonacdo da cadeia
lateral de Ac-Tyr-NH, foi necessario calcular a concentracdo formada para cada
produto da reacdo (Tirosina protonada e H20). Para tal, empregaram-se as seguintes

equacbes, que foram deduzidas a partir das equacdes (20) a (23):

kryr[Tyr~][H] -
[Tyr] = 5= (1 - e (24)

-1y +
[HZO] = w (1- e—th) (25)
T

A Figura 24 ilustra os graficos obtidos a partir destas equagdes (equacgéo (24) e
(25)), sendo que o grafico da Figura 24 (A) corresponde a concentragdo de Tyr que é
protonada, a partir de uma dada concentragéo inicial de Tyr, em func&o do tempo de
reacdo. Por sua vez, a Figura 24 (B) corresponde a formacgdo de dgua em funcéo do
tempo de reagdo, tendo em conta a concentracao inicial de Tyr que se encontra em
solucdo, pois a concentracdo das espécies OH- mantem-se sempre constante. A partir
de um certo tempo podemos assumir que o equilibrio (plateau) que foi atingido deriva
do consumo, por parte das espécies Tyr e OH-, de todos os protdes H* que foram
libertados em consequéncia da fotdlise do 0-NBA. Sendo assim, é possivel calcular a

concentracao total formada de cada um dos produtos de reacéo.

5x10° T T T T 5x10°
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4x10° —— 350 uM Ac-TyrNH,| -]
l—— 500 uM Ac-Tyr-NH,
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3x10° [ 2 mM Ac-Tyr-NH, B

4x10° 4

3x10° 4
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[HZO]imal

5 4 -
2x10 2x10° [— 0 mM Ac-Tyr-NH,

| 250 uM Ac-Tyr-NH,|
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—— 1 mM Ac-Tyr-NH,
== 1.5 mM Ac-Tyr-NH,
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Tempo (s) Tempo (s)

Figura 24: (A) Concentragao de Tyr- que € protonada, a partir de uma dada concentragédo inicial de Tyr-,
em fungéo do tempo de reacgdo. (B) Formagédo de agua em fungéo do tempo de reagéo, tendo em conta a
concentracgéo inicial de Tyr- que se encontra em solugéo, utilizando um transdutor de 2,25 MHz.

Posteriormente, tracou-se um grafico relativo a variacao de volume total obtido
pela desconvolucdo das ondas fotoacuUsticas em funcdo da percentagem de H:O
formada (dado obtido a partir dos graficos da Figura 24) e realizou-se no final uma

extrapolacdo para zero, permitindo assim calcular a variacdo de volume derivada da
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protonacdo da cadeia lateral de Ac-Tyr-NH. (Figura 25). Assim, tem-se AVqy, = 7,56 +
0,88 ml mol*. Esta expansédo de volume acontece porque quando as espécies Ac-Tyr-
NH2 se encontram no seu estado desprotonado, h4 uma solvatacdo destes residuos
por parte das moléculas de agua e, portanto, apdés o processo de protonacao da
cadeia lateral de Ac-Tyr-NH;, deixa de existir esta solvatagdo, havendo assim uma
maior desorganizacdo das moléculas de agua e consequentemente uma expanséo

volumétrica.
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Figura 25: Variagdo de volume total obtido pela desconvolucéo das ondas fotoacusticas em funcéo da
percentagem de H20 formada. A variac@o de volume provocada pela protonagéo da cadeia lateral de Ac-
Tyr-NHz foi calculada a partir do declive da relag&o linear (linha vermelha) da variagdo de volume total em

funcéo da percentagem de H20 formada.

4.2. Estudos com um transdutor de 1 MHz:

A desconvolugdo das ondas de Ac-Tyr-NH; obtidas com o transdutor de 1
MHz (Figura 21 (B)) foi feita de duas formas: recorrendo a um decaimento exponencial
(Figura 26 (A)) e a dois decaimentos (Figura 26 (B)). Os graficos correspondentes a
estas desconvolucfes encontram-se apresentados abaixo. Ao contrario das analises
anteriores, para se obter um ajuste 6timo com este transdutor teve de se selecionar
apenas a primeira parte da onda fotoacustica, correspondente a meio comprimento de
onda. Casos em gque a onda era selecionada na sua totalidade, comprometiam o bom
funcionamento do programa C-PAC. Através da comparacao do grafico B da Figura 26
com o gréfico da Figura 22 é possivel realizar uma primeira observacdo. Com este
altimo transdutor, a amplitude da componente da onda correspondente ao processo de
fotdlise do o-NBA é inferior & amplitude observada com o transdutor de 2,25 MHz, o
que pode levar a que as variacdes de volume associadas a este processo sejam

menores.
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Figura 26: Ondas fotoacusticas obtidas ap0s irradiagdo de um laser com uma energia de 1,3 mJ para
1,35 mM de Ac-Tyr-NHz a pH 11, (A) utilizando um decaimento exponencial e (B) utilizando dois
decaimentos. O sinal da onda de referéncia BP, bem como o seu ajuste encontram-se representados a
preto e vermelho, respetivamente. As ondas da Ac-Tyr-NHz e o seu respetivo ajuste, derivado do
resultado da desconvolugéo da onda, encontram-se representadas a azul e rosa, respetivamente. No
caso do grafico (B), esta linha rosa corresponde a soma de duas ondas componentes, associadas a
rapida contragdo de volume provocada pela fot6lise do 0o-NBA, representada a tracejado verde, e a reacao
de protonagédo de espécies OH" e da cadeia lateral de Ac-Tyr-NHz, representada a tracejado azul escuro.
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Na analise recorrendo a apenas um decaimento exponencial (Tabela 7), tanto
a variacdo de volume observada, bem como o respetivo tempo de vida, correspondem
aos trés processos ja anteriormente mencionados. Tendo isto em conta, € normal que
0s valores da expansdo volumétrica sejam inferiores, pois a contracdo de volume
provocada pela reacdo de fotdlise do o-NBA também se encontra representadas

nestes valores.

Tabela 7: Resultados da desconvulsd@o dos sinais fotoacusticos puramente volumétricos de o-NBA e Ac-
Tyr-NH2 em 100 mM de NaCl e utilizando um transdutor de 1 MHz. Estes resultados foram obtidos
recorrendo a apenas um decaimento exponencial.

[Ac-Tyr-NHz] (M) ® T (ns) AV (ml mol?)
0 1,34+0,09 111,53+14 11,98+0,81
2,5x104 1,29+0,05 129+9,2 11,44+0,50
3,5x10* 1,18+0,08 104,33+7,5 10,33+0,73
5x10* 1,16+0,04 98,7+7,8 10,30+0,37
7,5x103 1,11+0,06 74,619,8 9,93+0,54
1,15x103 1,02+0,04 69+3,5 9,11+0,35
1,35x103 1,01+0,08 59,7+5,0 9,0+0,76

A Tabela 8 apresenta o0s resultados da desconvolucdo das ondas
experimentais de Ac-Tyr-NH, a varias concentracdes, bem como as respetivas
variacbes de volume, quando, obtidos com a utlizacdo de dois decaimentos
exponenciais. Numa primeira analise, pode-se observar que os valores obtidos no
parametro AV; (~ -1,37 ml molt) sdo muito baixos, quando comparado com o valor
obtido com o transdutor de 2,25 MHz (AV:= -5,78 ml mol?), volume concordante com
os valores descritos na literatura (AV = -5,2 ml mol?)°6°7, Como tal, tentou-se fixar os
valores dos parametros ¢, e 71 para a média do valor obtido utilizando o transdutor de
2,25 MHz (¢1 = -0,65; 71 < 1). No entanto, houve uma grande dificuldade em obter um
bom ajuste e os valores obtidos para a constante de velocidade da protonacdo da
cadeia lateral de Ac-Tyr-NHz, bem como a respetiva variagcdo de volume, néo
possuiam qualquer significado cientifico. Portanto, o facto de se observarem valores
mais baixos para o pardmetro @1 e consequentemente para a variagdo volumétrica
observada com este transdutor, pode ser justificada pela baixa sensibilidade que este
aparelho apresenta quando é exposto a determinados processos que ocorrem numa

escala temporal mais rapida (na ordem das dezenas de nanossegundos).
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Tabela 8: Resultados da desconvulsdo dos sinais fotoacusticos puramente volumétricos de o-NBA e Ac-
Tyr-NH2 em 100 mM de NaCl e utilizando um transdutor de 1 MHz. Estes resultados foram obtidos
recorrendo a dois decaimentos exponenciais, onde nenhuma componente foi fixada.

[Ac-Tyr-NH] 7 (ns)  (ns) AVi AVz
M) \S A& ! 2 (ml mol) (ml molY)
0 -0,22¢0,09  1,63t0,12 <l  108,01+11,77  -1,95:0,81 14,52+1,04
2,5x10% 0,17:0,05  1,40£008 <1 106,0:2,86  -1,52+0,50 12,46:0,75
3,5x10% -0,19:008  1,30£0,10 <1 85774924  -1,69+0,73 11,58+0,59
5x10% 0,11£0,04  1,23t004 <1 87,20£253  -0,98+0,37 10,08:0,34
7,5x10°% -0,20:0,06  1,28t007 <1 66,07+6,24  -1,03+0,54 11,33+0,44
1,15x10°  -0,14t0,04  1,40:0,03 <l 57,80£1,21  -1,23+0,35 10,15:0,28
1,35x10%  -0,18:0,08  1,17¢0,04 <1 5113575  -1,19+0,76 10,54+0,38

Tal como foi feito no subcapitulo anterior, com os valores apresentados nestas
tabelas (Tabela 7 e 8), foi possivel tracar os gréficos correspondentes a variacdo
constante cinética total (kr = 1/ t2) em funcdo da concentracdo de grupos aceitadores
de protdes da Ac-Tyr-NH: (Figura 27 (A)) e a variacdo do volume de expansao
também em funcéo da concentracdo de grupos aceitadores de protdes da Ac-Tyr-NH;
(Figura 27 (B)). Ap0s a obtencéo destes dados, procedeu-se ao célculo da constante
de velocidade da protonagdo da cadeia lateral da Ac-Tyr-NH; (kry,) € ao calculo do
volume correspondente a este processo. Para o calculo da constante de velocidade da
protonacdo da cadeia lateral da Ac-Tyr-NH,, recorreu-se novamente ao uso da
equagdo (23), tendo-se obtido kry, =7,2x10° £ 0,07 M?s? para um decaimento
exponencial e kry, =8x10° 0,60 M*s* para dois decaimentos exponenciais. Valores
concordantes com o valor obtido com o transdutor de 2,25 MHz (8,5x10°+ 0,50 M-1s™1).
Em contrapartida, obtiveram-se valores mais baixos para as contantes cinéticas
referentes a protonagéo dos grupos OH" ky,o = 6,2x10° M's™ para um decaimento

exponencial e ky,o = 8,4x10°Ms™ para dois decaimentos exponenciais.
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Figura 27: (A) Variagdo da constante cinética total (k2 = 1/ 12) em funcdo da concentragdo de grupos
aceitadores de protdes do modelo Ac-Tyr-NHz, utilizando um transdutor de 1 MHz. A constante cinética da
protonagéo da cadeia lateral de Ac-Tyr-NHz foi calculada a partir do declive da relag&o linear (linha preta
correspondente aos valores obtidos com um decaimento exponencial e linha azul correspondente aos
valores obtidos com dois decaimentos exponenciais) das constantes de velocidade totais em fungdo da
concentracdo de aceitadores de protdes. (B) Variacao do volume da solucéo provocada pela protonagéo
de espécies OH" e pela protonacao da cadeia lateral de Ac-Tyr-NH2, em funcdo da concentragdo de
grupos aceitadores de protdes da Ac-Tyr-NHz. Os quadrados pretos séo representativos dos valores
obtidos com um decaimento exponencial, enquanto que os tridngulos azuis representam os valores
obtidos com dois decaimentos exponenciais.

Para calcular a variacdo de volume correspondente a protonacdo da cadeia
lateral de Ac-Tyr-NHz, focamo-nos na analise das ondas fotoacusticas que foram feitas
recorrendo a dois decaimentos exponenciais. Este calculo foi realizado através do
mesmo procedimento apresentado na seccdo 4.1 deste capitulo, sendo que os
graficos abaixo apresentados (Figura 28) foram obtidos através das equactes (24) e
(25). Assim, enquanto que o grafico da Figura 28 (A) corresponde a concentracao de
Tyr que € protonada, a partir de uma dada concentracao inicial de Tyr, em funcao do
tempo de reacdo, a Figura 28 (B) corresponde a formagédo de agua em fung¢do do
tempo de reacgdo, tendo em conta a concentracado inicial de Tyr que se encontra em
solucdo, pois a concentracdo das espécies OH- mantem-se sempre constante. Tal
como foi referido na seccdo 4.1 deste capitulo, a partir de um certo tempo podemos
assumir que o equilibrio (plateau) que foi atingido deriva do consumo, por parte das
espécies Tyr e OH-, de todos os protdes H* que foram libertados em consequéncia da
fot6lise do 0-NBA, sendo, portanto, possivel calcular a concentracao total formada de

cada um dos produtos de reacao.
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Figura 28: (A) Concentracao de Tyr que é protonada, a partir de uma dada concentracao inicial de Tyr,
em fungéo do tempo de reacgdo. (B) Formagédo de agua em fungéo do tempo de reagéo, tendo em conta a
concentracgéo inicial de Tyr que se encontra em solucéo, utilizando um transdutor de 1 MHz.

Apoés a obtencao do grafico da Figura 28, foi possivel tracar o grafico da Figura
29. Como tal, os dados obtidos com dois decaimentos exponenciais indicam-nos que a
variacdo volume correspondente ao processo de protonacdo da cadeia lateral de Ac-
Tyr-NH; é de 7,25 * 0,44 ml mol?, um resultado semelhante ao resultado adquirido

anteriormente com o transdutor de 2,25 MHz (7,56 + 0,88 ml mol?).
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Figura 29: Variacado de volume total obtido pela desconvolucao das ondas fotoacUsticas em fungdo da
percentagem de H20 formada. A variacdo de volume provocada pela protonac¢éo da cadeia lateral de Ac-
Tyr-NH: foi calculada a partir do declive da relacéo linear (linha vermelha) da variagdo de volume total em

funcéo da percentagem de H20 formada.
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5. SOLUCAO DE o-NBA E CHIGNOLIN: Protonacdo da cadeia latera da Tyr2

Apés o estudo da reacdo de protonacdo da cadeia lateral de Ac-Tyr-NH-
procedeu-se ao estudo da mesma reacdo, mas com o peptideo chignolin, que possui
um residuo de tirosina (Tyr2) na sua cadeia decapeptidica. O objetivo deste estudo foi
comparar a variagdo de volume estrutural e a constante cinética desta reacdo de
protonacdo quando o residuo de tirosina se encontra em diferentes ambientes
quimicos. Para tal, utilizou-se um transdutor de 2,25 MHz. Na Figura 30 encontram-se
ilustrados exemplos de ondas fotoacusticas obtidas com diferentes concentracdes do
peptideo chignolin a um pH de 11. Pela andlise destas ondas, € possivel verificar um
comportamento semelhante as ondas de Ac-Tyr-NH. previamente apresentadas na
Figura 21 (A), ou seja, é evidente que a protonacdo do grupo hidroxilo da cadeia
lateral da Tyr2 dependente bastante da concentracdo de grupos aceitadores de
protdes presentes em solucdo, pois, mais uma vez é possivel observar uma

deslocacéo progressiva em fase, bem como uma diminuigdo da amplitude das ondas.

Sinal Fotoacustico (V)

= 0-NBA

= 750 uM chignolin T
1 mM chignolin

=== 1,35 mM chignolin

= 1,5 mM chignolin

-0,06

T T T T
2,1x10° 2,4x10° 2,7x10° 3,0x10°
Tempo (s)

Figura 30: Ondas fotoacusticas da referéncia BP (Onda T) e das solu¢es de 0-NBA e do peptideo
chignolin em 100 mM de NacCl, obtidas através do método de duas temperaturas. A onda T foi obtida a
uma temperatura Tgzo = 6,0°C, enquanto que as ondas de o-NBA e de chignolin foram obtidas a uma
temperatura Tg=0= 1,80°C. A energia do laser é de aproximadamente 1,3 mJ.

O ajuste destas ondas (a rosa na Figura 31) também foi obtido recorrendo ao
uso de dois decaimentos exponenciais sequenciais, sendo o primeiro decaimento
correspondente a fotdlise do 0-NBA (a tracejado verde) e o0 segundo a protonacéo dos
grupos OH- e RO (a tracejado azul). O primeiro decaimento possui uma amplitude
negativa, distintiva de uma contracdo de volume enquanto que, tal como esperado, 0

segundo decaimento possui uma amplitude positiva e encontra-se deslocada para a
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direita, quando comparada com a onda fotoacustica, sendo assim caracterizado por

levar a que ocorra expansao volumétrica.

— BP

T T T AT
w1 5 MM Chignolin

1,04 —FIT
= Répida contracdo de volume
==+ Reac&o de protonacdo

Sinal Fotoacustico Normalizado

T T T T
2,00x10° 2,25x10° 2,50x10° 2,75x10°
Tempo (s)

Figura 31: Ondas fotoacUsticas obtidas apds irradiacéo de um laser com uma energia de 1,3 mJ para 1,5
mM de chignolin a pH 11. O sinal da onda de referéncia BP, bem como o seu ajuste encontram-se
representados a preto e vermelho, respetivamente. As ondas do peptideo e o0 seu respetivo ajuste,

derivado do resultado da desconvolugéo da onda, encontram-se representadas a azul e rosa,
respetivamente. Esta linha rosa corresponde a soma de duas ondas componentes, associadas a rapida
contracdo do o-NBA, representada a tracejado verde, e a reacdo de protonacéo de espécies OH e da

cadeia lateral do residuo Tyr2 presente no peptideo, representadas a tracejado azul escuro.

A Tabela 9 apresenta o0s resultados da desconvolucdo das ondas
experimentais do peptideo chignolin a varias concentracdes, bem como as respetivas
variacbes de volume. Estes dados foram obtidos, recorrendo em alguns casos a

fixacdo do paréametro ;.
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Tabela 9: Resultados da desconvulsao dos sinais fotoacusticos puramente volumétricos de 0-NBA e
Chignolin em 100 mM de NaCl e utilizando um transdutor de 2,25 MHz.

[Chignolin] AV1 AV2
M) P P2 71 (ns) 72 (ns) (ml mol) (ml molY)
0 -0,65+0,17  1,91%0,31 <1 76,90+24  -578+1,50  17,0042,80
2,5x10° -0,61+0,08  1,29+0,19 <1 43,95¢3,9  -547+0,69  11,49+1,67
3,5x10% -0,56+0,06  1,05%0,10 <1 4410854  -502+0,55  9,39+0,90
5x10 -0,56+0,08  1,08%0,12 <1 33,00¢49  -500£0,70  9,61%1,09
6,25x10%  -0,43:0,05  1,08+0,06 <1 34,80+2,90  -3,82¢0,43  9,61%0,50
7,5x10° -0,46£0,21  1,11%0,23 <1 33,40¢6,3  -4,14t1,88  9,91%2,02
1x10° -0,51+0,10  0,87+0,16 <1 2473t53  -4,56+0,89  7,78+1,39
1,35x10%  -0,45:0,03 0,75%0,14 <1 13,65¢1,80  -3,99+029  6,72+1,19
1,5x107 -0,52+0,02  0,86%0,20 <1 14,75+237  -4,61#022  7,63+1,12

Com base nesta tabela, foram tracados os graficos presentes na Figura 32 e
recorrendo a equacéo (23) foi calculado o valor da constante de velocidade referente a
protonagéo da cadeia lateral da Tyr2: kr,, = 2,8x10*°+ 0,33 M-'s%. Este valor é cerca
de trés vezes superior aos valores anteriormente obtidos com o modelo de aminoacido
Ac-Tyr-NH,. Existem duas hipoteses que podem justificar esta grande diferenca. A
primeira hipotese baseia-se no facto de o residuo de tirosina, ao contrario do que
acontece no modelo Ac-Tyr-NH,, se encontrar inserido numa cadeia peptidica
constituida por 10 aminoacidos. Assim sendo, o ambiente quimico onde esta molécula
se encontra inserida é substancialmente diferente (campo elétrico diferente, que
possui um papel importante na regulagdo da energia de ativacdo de uma reacéo;
presenca de diferentes forcas electroestaticas; diferente alinhamento e diferentes
distancias entre as moléculas envolvidas na reacdo de protonacdo), o que pode
originar uma grande variagdo na constante de velocidade da protonagéo da sua cadeia
lateral. A segunda hipétese, igualmente possivel, é que a cadeia lateral do residuo de
acido glutéamico (Glu5) também esteja a ser protonada, pois o valor do seu pKa é de
aproximadamente 4,3 e o salto de pH provocado pelo laser de nanossegundos atinge
pH’s préximos deste valor. Além disso, a constante de velocidade correspondente a
protonacdo de um grupo carboxilico é sensivelmente 2,4x10° M-s? 40, um valor
bastante proximo ao obtido nesta experiéncia. Por dltimo, também é importante referir

que o valor obtido para ky,o foi de 1,4x10*° M-s™.
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Figura 32: (A) Variacdo da constante cinética total (k2 = 1/ 12) em fungéo da concentracéo de grupos
aceitadores de protdes do peptideo chignolin, utilizando um transdutor de 2,25 MHz. A constante cinética
da protonac¢éo da cadeia lateral destes grupos aceitadores de protdes foi calculada a partir do declive da

relacéo linear (linha vermelha) das constantes de velocidade totais em fungéo da concentracéo de
aceitadores de protdes. (B) Variagdo do volume da solugéo provocada pela protonagdo de espécies OH e
pela protonacgdo da cadeia lateral de Tyr2, em funcdo da concentragcdo de grupos aceitadores de protdes.

Por ultimo, para calcular a variacdo de volume correspondente a protonacéo da
cadeia lateral da Tyr2, recorremos novamente as equagodes (24) e (25) para tracar 0s
gréaficos abaixo apresentados (Figura 33). Portanto, enquanto que o grafico da Figura
33 (A) corresponde a concentracdo de Tyr2  que é protonada, a partir de uma dada
concentracao inicial de chignolin, em funcdo do tempo de reacdo, a Figura 33 (B)
corresponde a formacéo de agua em funcéo do tempo de reacdo, tendo em conta a
concentracao inicial de chignolin que se encontra em solucao, pois a concentracao das
espécies OH- mantem-se sempre constante. Tal como foi referido na seccédo 4.1 deste
capitulo, a partir de um certo tempo podemos assumir que o equilibrio (plateau) que foi
atingido deriva do consumo, por parte das espécies Tyr2- e OH-, de todos os protbes
H* que foram libertados em consequéncia da fotélise do o-NBA, sendo, portanto,

possivel calcular a concentragdo total formada de cada um dos produtos de reacao.
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Figura 33: (A) Concentragdo de Tyr2 que € protonada, a partir de uma dada concentragéo inicial de
chignolin, em fung&o do tempo de reacgdo. (B) Formacé&o de 4gua em funcdo do tempo de reagéo, tendo
em conta a concentracgdo inicial de chignolin que se encontra em solugéo, utilizando um transdutor de
2,25 MHz.

A Figura 34 apresenta o gréfico relativo a variacdo de volume total obtido pela
desconvolucdo das ondas fotoacusticas em fungédo da percentagem de H,O formada,
bem como a extrapolacdo realizada (linha vermelha) para se conseguir obter esta
variagdo de volume. Assim, é possivel concluir que AV2(HChignolin) = 3,75 + 0,57ml
mol?. Tal como aconteceu com a constante de velocidade, esta variacdo de volume é
diferente do valor obtido com o modelo Ac-Tyr-NH. (AV, ~7,40 ml mol?). Além das
duas hipéteses apresentadas anteriormente (diferente ambiente quimico e protonacao
da cadeia lateral do residuo Glu5), surge ainda uma terceira hipotese, pois, uma vez
gue estamos na presenca de um peptideo bastante dinamico, também é possivel que
este transdutor esteja a detetar um quarto processo na ordem das poucas dezenas de
nanossegundos, relativo ja a movimento conformacional do chignolin. Este processo
estaria assim associado a uma contracdo volumétrica, algo que justificaria esta

diminuicdo do volume associado a protonacao do residuo Tyr2.
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Figura 34: Variagdo de volume total obtido pela desconvolucao das ondas fotoacusticas em funcéo da
percentagem de H20 formada. A variagao de volume provocada pela protonacéo da cadeia lateral da Tyr2
calculada a partir do declive da relacgao linear (linha vermelha) da variacéo de volume total em funcéo da
percentagem de H20 formada.

6. Solucdao de 0-NBA e Ac-Trp-NH>

Tal como foi discutido na seccao 2 do Capitulo 1, o residuo Trp9 estabelece
ligacdes hidrofébicas importantes a estabilidade do peptideo chignolin, com o residuo
Tyr2. Assim sendo, também foram realizados estudos de calorimetria fotoacustica com
0 modelo Ac-Trp-NH, com o transdutor de 2,25 MHz. Uma vez que este aminoacido
nao possui uma cadeia lateral que possa sofrer ionizacdo e posterior protonacado
derivada da fotélise do fotoacido o-NBA, o esperado seria que com a variagdo da
concentracao deste modelo, os resultados obtidos fossem sempre semelhantes aos
resultados adquiridos quando apenas existia 0-NBA em solucdo, pretendendo assim
comprovar a veracidade desta técnica. De facto, quando observamos as ondas
fotoacusticas representadas na Figura 35, ndo existe nenhum padrdo que possa ser
seguido. Ao contrario das ondas apresentadas na Figura 21 (A) para o modelo Ac-Tyr-
NH., estas ondas ndo se deslocam progressivamente em fase a medida que a
concentracdo do modelo Ac-Trp-NH; aumenta e a sua amplitude também n&o varia de

forma linear.
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Figura 35: Ondas fotoacusticas da referéncia BP (Onda T) e das solu¢es de 0-NBA e Ac-Trp-NHz em
100 mM de NacCl, obtidas através do método de duas temperaturas, utilizando um transdutor de 2,25
MHz. A onda T foi obtida a uma temperatura T3#0 = 6,0°C, enquanto que as ondas de o-NBA e Ac-Trp-
NH: foram obtidas a uma temperatura T3=0 = 1,80°C. A energia do laser é de aproximadamente 1,3 mJ.

A Figura 36 apresenta um exemplo de uma simulagcdo de uma onda de Ac-Trp-
NH, em pH 11 (a rosa) obtida a partir dos resultados da desconvolucéo. Esta
desconvolucao foi conseguida recorrendo a uma funcdo caracterizada por possuir dois
decaimentos exponenciais sequenciais. Analisando este grafico é possivel observar
que esta onda possui um comportamento bastante idéntico a onda fotoacustica do
fotoacido anteriormente apresentada na Figura 20. Tal como acontece com esta onda,
0 primeiro decaimento corresponde a libertacdo de protdes provenientes do 0-NBA (a
tracejado verde) e o segundo corresponde a protonacdo de espécies OH- (a tracejado
azul escuro). Podemos entdo chegar a conclusao que a presenca de moléculas de Ac-
Trp-NH2 em solucao ndo tem qualquer tipo de influéncia no comportamento das ondas
de o-NBA.
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Figura 36: Ondas fotoacusticas obtidas apds irradiagdo de um laser com uma energia de 1,3 mJ para 2
mM de Ac-Trp-NH2 a pH 11. O sinal da onda de referéncia BP, bem como o seu ajuste encontram-se
representados a preto e vermelho, respetivamente. As ondas do Ac-Trp- NH2 e o seu respetivo ajuste,

derivado do resultado da desconvolug&o da onda, encontram-se representadas a azul e rosa,
respetivamente. Esta linha rosa corresponde a soma de duas ondas componentes, associadas a rapida
contracdo do 0-NBA, representada a tracejado verde, e a reacao de protonacao de espécies OH-,
representada a tracejado azul escuro.

A Tabela 10 apresenta os resultados da desconvolugdo das ondas
experimentais do Ac-Trp-NH. a varias concentracbes, bem como as respetivas
variaces de volume, calculadas a partir da equacgéo (11) e tal como foi mencionado

acima, nao existe nenhum padréao logico.

Tabela 10: Resultados da desconvulséo dos sinais fotoacusticos puramente volumétricos de o-NBA e Ac-
Tpr-NHzem 100 mM de NacCl e utilizando um transdutor de 2,25 MHz.

[Ac-Trp-NHz] (M) ®1 P2 71 (NS) T2 (nS) AVi(mlmolt)  AV2(ml mol?)
0 -0,79+0,07 1,76+0,11 <1 88,30+0,07 -6,99+0,763 15,70+1,00
5x10* -0,76+0,08 1,52+0,14 <1 94,70+0,05 -6,78+0,62 13,49+1,25
1x103 -0,83+0,09 1,75+0,12 <1 98,00+0,09 -7,36+0,88 15,58+1,10
1,5x10°3 -0,81+0,05 1,49+0,14 <1 102,99+0,08 -7,23+0,45 13,30+1,27
2x103 -0,84+0,14 1,58+0,08 <1 83,00+0,19 -7,49%1,24 14,08+0,71
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Apéds a obtencdo dos dados acima apresentados (Tabela 10), procedeu-se ao
célculo da constante de velocidade da reacdo, que neste caso corresponde
exclusivamente a reacéo de protdes H* com espécies OH- e consequente formacao de
agua. Como tal, tem-se ky,o =1,1x10%°+0,13 M's* e AV, = 14,43 ml mol™.

7. Folding do Chignolin

Apds a extensa caracterizacdo dos processos cinéticos de protonacdo da
cadeia lateral do residuo de tirosina, tanto isolado (modelo Ac-Tyr-NHz), como
incorporado no peptideo, procedeu-se ao estudo cinético do rearranjo conformacional
do chignolin, ap6s se ter provocado uma perturbacdo no sistema (desprotonacdo da
cadeia lateral do residuo Tyr2). Este estudo s6 se pdde realizar com o auxilio do
transdutor de 1 MHz, pois todas as tentativas de analise efetuadas com o transdutor
de 2,25 MHz s6 nos permitiram observar o fendmeno de protonagéo da cadeia lateral
do aminoacido Tyr2, uma vez que este transdutor possui dificuldades em integrar e
resolver sinais com um tempo de vida superior a 400 ns, tornando-o assim pouco

sensivel na dete¢cdo de possiveis rearranjos estruturais.

Desta forma, ao longo das experiéncias realizadas, a concentracédo do peptideo
variou entre os 250 uM e os 1,35 mM. A Figura 37 ilustra alguns exemplos das ondas
fotoacusticas obtidas ao longo destas experiéncias. Através de uma breve analise
qualitativa, € possivel observar que, enquanto que apenas se vé uma ligeira diferenca
na deslocacao das ondas (a medida que a concentracao do peptideo aumenta nédo se
vé um deslocamento progressivo em fase, tal como se podia observar nas
experiéncias anteriores), existe uma diminui¢&do significativa da sua amplitude, mesmo

a concentracfes mais baixas.
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Figura 37: Ondas fotoacusticas da referéncia BP (Onda T) e das solu¢Bes de 0-NBA e do peptideo
chignolin em 100 mM de NacCl, obtidas através do método de duas temperaturas. A onda T foi obtida a
uma temperatura T#0 = 6,0°C, enquanto que as ondas de o-NBA e de chignolin foram obtidas a uma

temperatura T3=0 = 1,80°C. A energia do laser é de aproximadamente 1,3 mJ.

A Figura 38 apresenta um exemplo de uma simulacdo de uma onda de
chignolin a pH 11 (a rosa) obtida a partir dos resultados da desconvolugédo. Esta
desconvolucéo foi conseguida recorrendo a uma funcdo caracterizada por possuir dois
decaimentos exponenciais sequenciais. Estes decaimentos também se encontram
representados na Figura 38. Como é possivel observar, ao contrario de todos os
resultados anteriormente apresentados, ambos o0s decaimentos possuem uma
amplitude positiva, o que, como ja foi mencionado, é consequéncia de uma expansao
de volume. No entanto, o primeiro decaimento (linha tracejada verde) aparenta
corresponder a uma reacao bastante mais rapida, quando comparado com o segundo
(linha tracejada e pontilhada azul). E de mencionar que, tal como aconteceu
anteriormente com a analise das ondas fotoacusticas do modelo Ac-Tyr-NH; utilizando
o transdutor de 1MHz, teve de se selecionar apenas metade da onda fotoacustica para
que fosse possivel obter um bom ajuste.

77



1,2 T T T T T

—FIT
== 1,35 MM Chignolin

—FIT B
= phil
=+ phi2

0,8 +

0,4

0,0 +

-0,4 -

Sinal Fotoacustico Normalizado

-0,8 4

T T T T T
2,10x10°  2,25x10°  2,40x10°  2,55x10°  2,70x10°
Tempo (s)

0.015
0.010

E Residual

0.005
0.000
-0.005
-0.010

0.015

2.100e-6 2.200e-6 23006 2.400e-6 2.500e-6 2.600e-6 2.700s-6

Figura 38: Ondas fotoacusticas obtidas ap0s irradiagdo de um laser com uma energia de 1,3 mJ para
1,35 mM de chignolin a pH 11. O sinal da onda de referéncia BP, bem como o seu ajuste encontram-se
representados a preto e vermelho, respetivamente. As ondas do peptideo e o seu respetivo ajuste,
derivado do resultado da desconvolugdo da onda, encontram-se representadas a azul e rosa,
respetivamente. Esta linha rosa corresponde a soma de duas ondas componentes, a primeira associada
ao processo de fotdlise do 0-NBA, a protonacéo de OHe e da cadeia lateral da Tyr2 (tracejado verde) e a
segunda associada a um rearranjo estrutural do peptideo (tracejado azul escuro).

A Tabela 11 apresenta os resultados da desconvolugdo das ondas
experimentais do peptideo chignolin a varias concentragdes, bem como as respetivas
variacbes de volume, calculadas a partir da equacédo (11). Era de esperar que o
primeiro decaimento exponencial englobasse os processos de fotdlise do o-NBA,
protonacdo das espécies OH-, protonacdo da cadeia lateral dos residuos Ty2 e
eventualmente a protonagdo da cadeia lateral dos residuos Glu5. O expectavel seria
gue estes processos todos juntos originassem um @: positivo e uma consequente
expansdo de volume. De facto, os valores apresentados na tabela sdo positivos.
Contudo, tendo em conta os valores anteriormente obtidos com o transdutor de 2,25
MHz, era expectavel que estes nimeros fossem superiores. O facto de ndo o serem
pode estar relacionado com a pouca sensibilidade que este transdutor tem para
integrar e resolver sinais com um tempo de poucas dezenas de nhanossegundos, uma
questdo que ja foi levantada na andlise das ondas fotoacusticas da Ac-Tyr-NH;
também com este transdutor. Tudo isto faz com que os valores sejam obtidos por

defeito.

Por sua vez, acredita-se que os valores de @; e 12 estejam relacionados com

alteracBes estruturais do peptideo. Tal como foi referido na seccédo 1 do Capitulo 3,
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através da anadlise dos dados de CD e em estudos realizados por Honda et al.>! este
peptideo encontra-se num equilibrio entre a sua estrutura nativa e compacta e random
coil. A medida que ha um aumento do pH, este equilibrio desloca-se no sentido da
aquisicdo de random coil e quica da aquisicdo de conformacdes mais flexiveis,
havendo assim uma perda progressiva da sua estrutura mais compacta e rigida.
Portanto, apds a protonacdo dos residuos Tyr2, é esperado que o equilibrio se

desloque mais no sentido da estrutura nativa.

Tabela 11: Resultados da desconvulsédo dos sinais fotoacusticos puramente volumétricos de o-NBA e
chignolin em 100 mM de NacCl e utilizando um transdutor de 1 MHz.

[Chignolin] (M) @1 P2 71 (nS) 72 (NS) AVi(ml mol?)  AVz(ml mol?)

0 -0.22+0,08 1,63+0,18 <1 108,10+0,11 -1,96+0,76 14,52+2,61
2,5x10% 0,12+0,07 1,23+0,34 <1 187,50+21,64 1,08+0,62 10,98+3,00
3,5x10% 0,18+0,08 1,20+0,16 <1 268,50+£42,60 1,60+0,70 10,72+1,41
5x104 0,19+0,05 1,07+0,24 <1 260,50+34,63 1,71+0,43 9,49+2,13
7,5x10% 0,24+0,06  1,22+0,25 <1 459,67+£108,14 2,13+0,56 10,88+3,09
1,15x103 0,21+0,03 0,90+0,21 <1 541,00+£97,21 1,84+0,31 8,02+1,85
1,35 x103 0,23+0,08 1,36x0,19 <1 714,33+£175,49 2,09+0,72 12,05+1,68

Recorrendo ainda a Tabela 11, podemos observar que a medida que a
concentracdo do peptideo aumente, h4d também um aumento do tempo deste
processo, que julgamos que representa um rearranjo estrutural de uma parte
consideravel do peptideo. A Figura 39 (A) corresponde a variacao de 1/ T, em fungéo
da concentracdo de chignolin. Ao observar este gréafico verificamos que este possui a
“forma” de um decaimento exponencial. Como tal, recorreu-se ao programa OriginPro
para realizar um ajuste exponencial destes valores, sendo que aquele que apresentou
melhores resultados tem como equacado y = Alexp(-x/tl) + y0. ApGs a obtencdo desta
equacdo realizou-se uma extrapolacdo para calcular o tempo que este processo
demora (Figura 39 (B)), sendo que este tempo é conhecido quando os valores de 1/ 72

atingem um paleau. Assim, tem-se t = 1,15 ps.
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[y = Afexp(iti) + y0
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Figura 39: (A) Variacdo da constante cinética total (k= = 1/12) em funcéo da concentragéo do peptideo
chignolin, utilizando um transdutor de 1 MHz. A vermelho encontra-se o ajuste exponencial efetuado pelo
programa OriginProLab. (B) Extrapolacdo da variagdo da constante cinética total (k2 = 7/ 12) em funcéo da

concentragdo do peptideo chignolin, utilizado a equagéo do ajuste obtida no gréafico anterior.

O gréfico apresentado na Figura 40 ilustra a variacdo do volume provocada
pelo rearranjo conformacional do peptideo chignolin em funcéo da sua concentragéo.
Colocando a hipotese de que apoOs a protonacdo da Tyr2 uma parte do peptideo
adquira uma estrutura mais rigida e compacta (ver a seccdo seguinte), seria de
esperar que este fendmeno fosse provocar uma contracdo do volume da solucdo. No
entanto, isto ndo se verifica e como € possivel observar através desta figura, esta
variacdo de volume permanece constante a medida que a concentracdo do peptideo

aumenta. (AV2 = 10,36 ml mol?).

Uma hipltese para este acontecimento é que esta perturbagdo no sistema
causada pela desprotonacdo da Tyr2, possa levar a que o peptideo estabeleca mais
ligacdes de hidrogénio com moléculas de agua do solvente, tal como Maruyama e
Mitsutake®® afirmam que acontece com o seu estado intermediario. Assim, ao voltar ao
estado nativo essas interacfes podem ser quebradas e o peptideo volta a realizar
ligacdes de hidrogénio entre si, levando assim a que haja uma pequena expansao

volumeétrica.
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Figura 40: Variagao do volume da solugdo provocada pelo rearranjo conformacional do peptideo
chignolin em fun¢éo da sua concentragéo, utilizando um transdutor de 1 MHz.

8. Avaliagdo estrutural tedrica

Com o intuito de avaliar a nivel molecular o fenémeno de perturbacéo estrutural
do peptideo chignolin pela variacdo de pH, foram realizados estudos preliminares
baseados em minimizagdo estrutural de energia para os pH’'s 4,5 e 11. Como tal,
recorreu-se ao programa Spartan’18, onde foi utilizado o método de mecanica
molecular MMFF e posteriormente o método semi-empirico PM6 com uma constante
dielétrica de 78,5 ua para mimetizar um ambiente aquoso. A Figura 41 (A) ilustra a
sobreposicdo das duas estruturas do peptideo com um valor de RMSD de 3,89. O
facto de este valor ser superior a 1,2% sugere que a mudanc¢a de pH de 11 para 4,5
perturba a conformagcdo do peptideo por meio de alteragcbes nas interacdes
intramoleculares que estabilizam a sua estrutura tridimensional. Além disso, o valor de
energia estrutural para chignolin varia entre -3437 e -3693 kJ mol* em pH 11 e 4,5,
respetivamente. Este resultado corrobora os dados experimentais obtidos com as
experiéncias de CD, onde o peptideo possui uma conformacdo mais estavel a pH’s

proximos de 5.

Os dados experimentais de CD tanto no UV-longinquo, como no UV-préximo,
sugerem que a mudanc¢a de pH modifica a interacao estabelecida entre os residuos de
aminoécidos Tyr2 e Trp9. O mesmo se verifica com os calculos inicias de minimizagao
estrutural de energia, pois estes indicam-nos que a pH 4,5 o residuo Tyr2 (no seu
estado protonado) interage com o residuo Trp9 via interacdo hidrofébica a uma
distancia de 3,00 A (Figura 41 (B)), compativel com dados de cristalografia de raio-X52,
enquanto que a pH 11, esta interacdo é rompida e verifica-se que as extremidades do

peptideo se encontram mais afastadas uma da outra. Além disso, também ha um
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aumento da liberdade conformacional na zona do nucleo. Tudo isto ocorre devido a
formacdo de uma nova interacdo entre a Tyr2 e o Trp9 via ligacdo de hidrogénio, a
uma distancia de 1,70 A (Figura 41 (C)), & quebra da ligacdo de hidrogénio entre o
grupo hidroxilo do residuo Tyr2 e o grupo carboxilo da ligacdo peptidica do residuo

Gly7 e a auséncia da interacao hidrofobica entre o residuo Tyr2 e Pro4.

Energia: -3437 kl/mol

Figura 41: (A) Sobreposicéo da estrutura do peptideo chignolin em pH 4,5 e 11 (laranja claro e cinza,
respetivamente) ap6s minimizagdo de energia estrutural pelo programa Spartan’18. O valor de RMSD e
os valores de energia sdo correspondentes a menor energia estrutural em cada pH. Para melhor
visualizacéo os hidrogénios foram omitidos. Andlise estrutural do peptideo chignolin em (B) pH 4,5 e (C)
pH 11, destacando em laranja e cor-de-rosa os residuos de tirosina e triptofano, respetivamente,
enquanto o residuo da prolina e a ligagdo C=0 da cadeia principal da glicina estdo representados a
amarelo.
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Capitulo 4:
Conclusoes e
perspetivas futuras
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O estudo detalhado de todos os mecanismos que se encontram na base do
folding e do unfolding molecular € essencial para uma melhor compreensdo do
funcionanemento de proteinas e do desenvolvimento de doencas amiléides, como é o
caso do parkinson e do alzheimer. Embora ainda estejamos longe de conseguir
entender todos estes mecanismos, ja é de conhecimento cientifico que fatores como
pH, a temperatura, a consentracdo de sais e a sequéncia de aminoacidos, possuem
uma grande influéncia no folding de proteinas. Como tal, o objetivo deste projeto teve
como base o estudo do aminoécido ionizavel tirosina e as alteragdes conformacionais
gue os diferentes estados de ionizacdo deste residuo podem provocar no peptideo
chignolin, um pequeno gancho-f constituido somente por 10 residuos de

amonoacidos.

Inicialmente, experiencias de CD indicaram-nos que ap0ls protonacdo da
cadeia lateral do residuo Tyr2 houve uma perda significativa da estrutura em folha-$8
do peptideo. Com esta informacéo, procedeu-se a realizacdo de experiéncias TR-PAC
onde se estudou o modelo Ac-Tyr-NH.. Através da realizagcdo destas experiéncias foi
possivel calcular a constante de velocidade da protonagdo da cadeia lateral deste
modelo (kry= 8,5x10° + 0,5 Mist utilizando um transdutor de 2,25 MHz,
kryr =7,2x10° = 0,07 M-st utilizando um transdutor de 1 MHz e recorrendo a um
decaimento exponencial e kg, =8,0x10° 0,60 Ms* utilizando um transdutor de 1
MHz e recorrendo a dois decaimentos exponenciais), bem como o volume associado a
este processo (AVry, = 7,6 + 0,88 ml mol?, utilizando um transdutor de 2,25 MHz e
AVry = 7,2 £ 0,44 ml mol?, utilizando um transdutor de 1 MHz e recorrendo a dois
decaimentos exponenciais). Posteriormente realizaram-se estudos com o peptideo
chignolin onde se estudou a mesma reacdo (protonacao da cadeia lateral do residuo
tirosina), sendo que se obteve um k. = 2,8x10%°+ 0,33 M-1s™ e um AVchignoin = 3,75 *
0,57ml molt. Estes valores diferentes podem estar associados ao facto de a
experiéncia acontecer no ambiente quimico diferente ou de também se estarem a
protonar residuos de Glu5. Para além do estudo deste processo, também se estudou o
rearranjo conformacional do peptideo apés protonacdo da cadeia lateral da Tyr2.
Estima-se que esta reagao ocorra num periodo de tempo de 1,15 ps e que este
porcesso esteja associado a uma expansdo de volume na ordem dos 10,4 ml mol™.
Este valor positivo para a variacdo de volume pode estar relacionada com facto de o
peptideo, quando ndo se encontra maioritariamente no seu estado nativo, realizar
ligacBes de hidrogénio com as moléculas de 4gua do solvente e apds a reacdo de
protonacdo da Tyr2, quebrar essas ligagbes com a agua e voltar a formar pontes de

hidrogénio intramoleculares, levando a que haja uma pequena expansao volumétrica.
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Por ultimo, com o objetivo de tentar compreender melhor a influéncia deste
aminoacido na estabilidade conformacional do peptideo, realizaram-se célculos de
mecanica molecular. Com estes calculos foi possivel calcular o valor da energia
estrutural do chignolin para pH 11 (-3437 kJ mol?) e pH 4,5 (-3693 kJ mol?). Estes
estudos sugerem que o aumento do pH provoca uma diminuicdo da estabilidade do
peptideo, passando a adquirir uma estrututra menos compacta € com uma maior
liberdade conformacional.

Para melhor compreender a influéncia que o pH tem na estrutura deste
peptideo, seria interessante realizar num futuro estudos computacionais baseados em
calculos de dindmica molecular em estado de protonacdo constante ao longo da
simulacdo, pois estes iriam fornecer dados mais robustos com perspetivas de
trajetérias para melhor interpretacdo a nivel atomico do fendmeno de mudangas
conformacionais dependente de pH para o chignolin. Além disso, também seria
interessante realizar estudos de PAC partindo de um pH inicial de 6 para estudar a
influéncia que a protonacao dos grupos carboxilicos dos aminoacidos Asp3 e GIu5 tém
na estrutura do chignolin. Por ultimo, seria igualmente importante efetuar substituicdes
nos residuos Tyr2 e posteriormente Trp4 (por exemplo com alaninas) e realizar
estudos de CD e TR-PAC com estes mutantes, a fim de tentar compreender melhor a
importancia que estes dois aminoacidos aromaticos tém para a estabilidade do

peptideo.
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Figura 1. Equipamento de calorimetria fotoacustica disponivel no nosso laboratério.
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Figura 2. Célula Fotoacustica utilizada nas experiéncias de PAC.
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