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INTRODUCAO:

A interacdo entre sais e materiais poliméricos formados a partir dos aminoacidos exerce funcgdes
fundamentais nos processos bioquimicos essenciais para a vida na Terra. Sao responsaveis pela estabilizacdo dos
acidos nucleicos e proteinas, fotossintese, reacdes cataliticas (BERTINI; SIGEL, 2001; DUDEV; LIM, 2014; L.
NELSON; M. COX, 2014) e desempenham papel essencial na alta seletividade idnica apresentada por certas
membranas, como o0s canais de Shaker. Estes apresentam seletividade de 1000:1 do ion de potéssio sobre o de sodio
(RUAN; RODGERS, 2004). Isto ocorre principalmente devido as interacfes cation-m entre o ion e a parcela de
tirosina comumente encontrada no residuo Gly-Tyr-Gly, presente em abundancia nas moléculas que compGe o canal
(RUAN; RODGERS, 2004).

Essas intera¢fes entre compostos proteicos sdo fundamentais em diversas doencas, dentre elas destaca-se o
Alzheimer (EJAZ; WANG; LANG, 2020). Essa doenca degenerativa, predominante na populacdo idosa, embora
ndo seja patologia completamente desvendada, esta intimamente associada a deposi¢do extracelular do peptideo
amiloide-beta (AP), sendo essa deposi¢io relacionada especialmente por altas concentracdo de cobre, com a geracao
de placas de AP (EJAZ; WANG; LANG, 2020; IAVORSCHI, 2022).

Destarte, torna-se importante o estudo aprofundado dos mecanismos e natureza das interacfes entre ions e
proteinas em solucdo aquosa. Porém devido & alta complexidade destes biopolimeros, propds-se neste estudo a
caracterizacdo de tais interac@es, porém com aminoacidos, j& que estes sdo as unidades monomeéricas daqueles. A
afinidade dessas interacGes foi analisada avaliando o tamanho das particulas formadas em solucéo apds atingir o
equilibrio termodinamico, por meio de uma anélise de Dynamic Light Scattering (DLS).

Dentre os possiveis aminoécidos e sais a serem estudados, selecionaram-se aqueles de maior relevancia
biolégica, baseando-se também na série de Hofmeister (HOFMEISTER, 1888). Este trabalho investigou as
interagdes especificas entre o amino&cido histidina (His) e os sais cloreto de sodio (NaCl), cloreto de aménio
(NH4CI) e cloreto de cobre (1) (CuCly). A histidina foi selecionada devido ao seu anel imidazol, que contém um
sitio rico em elétrons, possibilitando interagBes cation-r, amplamente estudadas (RUAN; RODGERS, 2004), sendo
também escolhido pois esté presente como cadeias laterais na estrutura do peptideo Ap (CHEN et al., 2017). Além
disso, foram avaliados os efeitos do pH da solugdo e da concentracdo de sal sobre as afinidades de interagdo entre
0 amino&cido e os ions.

METODOLOGIA:

As solucdes aquosas foram preparadas pela dissolugdo em &gua deionizada Milli-Q® (18,2 MQ-cm) de
quantidades precisas dos reagentes L-Histidina (Dinamica®, Brasil), NaCl (Sigma-Aldrich®, EUA), NH.CI
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(Sigma-Aldrich®, EUA) e CuCl,-2H,0 (Sigma-Aldrich®, EUA). As misturas de L-Histidina e sais foram ajustadas
para proporcdes molares de 1:1 e 1:2, alcangando uma concentracdo final de aminoéacido igual a 0,2 mmol/L por
meio de diluicGes apropriadas. Apds a preparacao, as solugcdes foram armazenadas em geladeira por um periodo
minimo de uma semana antes das analises, para garantir o equilibrio do sistema.

De posse das solugbes em diversas concentracdes, realizou-se o ajuste do pH das mesmas por meio da
adicdo de solucBes de NaOH e HCI, ambas solugdes de 0,1mol/L. As solucbes foram ajustadas para trés valores de
pH: 4, 7 e 9, permitindo a observacdo do comportamento das particulas em uma ampla faixa, incluindo condi¢Bes
acidas, neutras e basicas. A medi¢do do pH foi realizada com um pHmetro DM-22 (Digimed, Brasil) com precisdo
da segunda casa decimal. O ajuste do pH foi conduzido com cautela para minimizar a interferéncia dos ions em
solucdo. Para isso, foi utilizado um &cido cujo anion ja esta presente nos sais, evitando a adi¢cdo de um novo ion. A
quantidade de &cido ou base adicionada foi cuidadosamente controlada utilizando micropipetas, e a adi¢do foi
realizada gota a gota. O volume total adicionado foi registrado para possibilitar uma avaliacdo detalhada da sua
influéncia no sistema.

Para a andlise de espalhamento dindmico de luz, inicialmente foram determinados os espectros de
absorbancia no intervalo de 200 a 800 nm e o indice de refracdo das solugdes. A absorbancia foi medida utilizando
um espectrofotdbmetro Genesys 6 (Thermo Electron Corporation, EUA), enquanto o indice de refracdo foi obtido
com um refratdbmetro R2 mini (Reichert, EUA). As analises de DLS foram entdo realizadas em quintuplicatas no
equipamento Zetasizer Nano ZS (Malvern, Worcestershire, Inglaterra) equipado com um laser He-Ne de 633 nm.

Os dados de didmetro hidrodindmico foram avaliados usando o software Zetasizer Software versdo 6.20
(Malvern, Worcestershire, Inglaterra). E as andlises de variancia (ANOVA) deste trabalho foram realizadas
utilizando-se o software Origin 2018 (OriginLab Corporation, EUA), considerando um intervalo de confianga de
95% (p < 0,05).

A obtencdo das distribui¢cdes de populacdo zwitteribnicas para cada pH foi obtida a partir da solucdo das
equacBes de Henderson-Hasselbach (Equacdo 1 (HASSELBALCH, 1916)). E os resultados foram entdo utilizados
para a discussao das interacdes majoritariamente presentes em solucao.

[A7]

PH = pKq + (m) @)

RESULTADOS E DISCUSSAO:

Embora seja conhecida a existéncia dos efeitos especificos de ion que descrevem a alteracdo causadas por
fons especificos quando em sistemas aquosos (GREGORY et al., 2022), é primordial provar que tal alteracdo é
observavel na técnica adotada. As Figuras 1 a 3 apresentam uma distribuicdo de intensidade de DLS para cada
composicao de solugdo em diferentes pH.
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Figura 1- Intensidade de espalhamento Figura 2- Intensidade de espalhamento Figura 3- Intensidade de espalhamento
de luz de soluges de L-Histidina e sais de luz de solugdes de L-Histidina e sais de luz de solugdes de L-Histidina e sais
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Para todos os pH estudados, pode-se observar uma perturbacéo do sistema ap6s a adi¢do do sal a solucéo.
Isto é evidenciado pois em toda a faixa de pH a L-Histidina pura apresentou dois picos relevantes a analise, no
entanto para a maior parte dos sistemas com sal, foi possivel observar que somente um pico relevante foi observado.
Esta mudanca pode ser atribuida a dois comportamentos, um deslocamento de equilibrio ou a uma formagao de
novos aglomerados/complexos. No caso da primeira espera-se observar a diminui¢do de um dos picos da histidina
pura e 0 aumento de outro. J& para o segundo caso espera-se a formacao de sinais de intensidade estatisticamente
diferente dos originais.

A Tabela 1 apresenta os resultados da analise de variancia realizada com 3 parametros: o pH, o sal e a
concentracdo de sal. Desta pode-se afirmar que tanto os fatores independentes, quanto a interacdo destes séo
estatisticamente significantes (p < 0,05) para os resultados obtidos. O comportamento do didmetro hidrodindmico
das particulas em funcdo das variaveis é apresentado nas Figuras 5 a 7. Ja a Tabela 2 indica as populac@es de
zwitterions de histidina obtidas para cada pH.

Tabela 1- Resultados da ANOVA de trés fatores
GL Soma dos quadrados Média quadrada F valor P valor

Sal 2 721903,067 360951,534 56,377 0

Conc. Sal 2 185378,946 92689,473 14,477 2,80*10°
PH 2 47895,320 23947,660 3,7404 0,02697
Sal*Conc. Sal 4 415841,293 103960,323 16,238 2,21*10™"°
Sal*pH 4 1,18*10° 293835,315 45,894 0

Conc. Sal*pH 4 1,15%10° 286408,887 44,734 0
Sal*Conc. Sal*pH 8  736665,742 92083,218 14,382 5,46*10™

Tabela 2- Populagéo do aminoécido em diferentes pH

pH Carga +2 Carga +1 Carga 0 Carga-1
4 0,65% 98,37% 0,98% 0,00%
7 0,00% 9,04% 90,35% 0,61%
10 0,00% 0,00% 10,51% 89,49%

A importancia das informag6es contidas na Tabela 2, reside no fato de que a diferenca na carga liquida do
aminodcido influéncia diretamente no tipo de interacdo majoritariamente esperada com o sal. Em cargas positivas,
por exemplo, esperasse que a contribuicdo do cétion seja majoritariamente repulsiva, ja que este também possui
carga positiva. Em configuracbes onde o zwitterion neutro predomina, esperasse que 0 cation interaja
majoritariamente com o anel imidazol do amino&cido, j& que 1& encontra-se a maior concentracéo de elétrons. Ja na
sua forma de carga liquida negativa, uma interacdo entre o cation e o grupo de acido carboxilico é o efeito
predominante esperado. A Figura 4 apresenta as formas zwitteriénicas e os pKa dos grupos funcionais envolvidos
no respectivo equilibrio.
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Figura 4- Formas zwitteridnicas da L-Histidina
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Figura 6- Diametro médio de particula em relacdo ao pH para
solugdes com NaCl

Figura 5- Diametro médio de particula em relagéo ao pH para
solugdes com CuCl,
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Figura 7- Diametro médio de particula em relacéo ao pH para solucées com NH,CI

No geral, em meio &cido houve o0 aumento do tamanho das particulas mais pronunciado para a propor¢do
1:1. Em um pH neutro, uma diminuicdo, para ambas as proporcdes, e, em um pH basico, os dados sdo muito
préximos ao sistema com somente aminoacido, exceto para a solu¢do com CuCl,. Houve um aumento perceptivel
do tamanho das particulas no sistema com CuCl, em pH basico. Outro comportamento anémalo observado foi a
auséncia de variacdes significativas no didmetro médio para a solugédo de NaCl 1:2 em pH é&cido.

O aumento do diametro médio em pH &cido pode ser explicado pelo aumento da repulsao eletrostatica, uma
vez que a histidina se encontra majoritariamente com carga +1, conforme indicado na Tabela 2. Em pH neutro, 0s
aminoacidos estdo predominantemente sem carga, embora uma pequena fragcdo (9%) apresente carga +1, o que
reduz a repulsdo eletrostatica. O cétion dos sais pode interagir com o anel imidazol dos aminoacidos, formando
agregados menores do que aqueles gerados pela interagdo entre os proprios aminoacidos. Essa interagdo explica a
redugdo do didmetro médio em pH neutro.

O fendmeno do aumento das particulas na solugdo bésica de CuCl, é observado pois, em contraste aos
outros sais, o cétion de cobre formado quando em solucéo apresenta valéncia 2+. Desta forma, conforme proposto
por Mesu et al. (2006) e Shtyrlin et al. (2012) o céation interage com dois aminoacidos com carga negativa
simultaneamente, formando entdo um complexo. Segundo os dados aqui obtidos e a hipétese de mecanismo de
interacdo anteriormente citada, propde-se que esses complexos formados geram aglomerados maiores do que
aqueles resultantes da interacdo entre moléculas de histidina.

J& para o comportamento observado para as solucdes de NaCl em pH é&cido ndo foi possivel encontrar
elucidagdes na literatura e, portanto, sdo necessarios mais experimentos para desvendar 0 mecanismo que rege essas
interacdes.
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CONCLUSOES:

Desta forma, pode-se afirmar segundo a andlise ANOVA, que para todos os sistemas ndo somente o sal,
sua concentragdo ou o pH influenciam os resultados, mas sua combinagdo também é importante. Em pH &cido,
observou-se um aumento no tamanho das particulas; em pH neutro, houve uma diminuicdo; e em pH basico, o cobre
aumentou significativamente o tamanho das particulas. Quanto a propor¢do de aminodcido e sal, a propor¢édo 1:2
resultou em particulas menores do que a propor¢do 1:1, exceto em pH bésico. Considerando a combinacdo dos
fatores, em pH proximo ao bioldgico, todos os sais diminuiram o tamanho dos aglomerados de L-Histidina. Para os
sais de amonio e cobre, essa diminuicdo foi significativa apenas na proporcdo 1:2, enquanto para o sédio, ambas as
proporcdes apresentaram uma reducao significativa no tamanho das particulas.

Conclui-se também que, em pH mais altos, somente o cobre apresentou efeito de aumento dos aglomerados
em solucdo. Tendendo entdo causar a precipitacdo dos aminoacidos caso a interacdo ocorra em meios mais basicos,
pois caso as particulas tornem-se muito grandes é natural que a solvatacdo destas ndo possa ocorrer.

Por fim percebeu-se um comportamento discrepante no caso do NaCl: na propor¢do 1:2 em pH é&cido.
Ocorreu a diminuicdo do didmetro das particulas, discrepancia essa que ndo pode ser desvendada com dados da
literatura ou hipdteses dos autores deste trabalho. Portanto torna-se necessario realizar mais experimentos com este
sal e aminoacidos, a fim de observar padrdes e obter uma descricdo do mecanismo pelo qual a interacdo ocorre.
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