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Resumo

O programa THOR de dinamica e mecanica molecular foi
aprimorado com a introdugdo de técnicas que permitem a modelagem de
sistemas biomoleculares na presenca do solvente representado
explicitamente. Essas técnicas incluem o emprego de condigoes de
contorno periédicas, raio de corte, potencial eletrostatico modificado e
método shake para vinculos de distancia. Além disso, a técnica da lista
de vizinhos foi implementada devido ao grande aumento no nimero de
atomos do sistema, pela inclusao explicita do solvente. Alguns sistemas
foram modelados e a influéncia do solvente sobre suas propriedades
conformacionais foi analisada, respondendo as expectativas baseadas em

previsdes teodricas e evidéncias experimentais.
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Abstract

The computational package THOR for molecular mechanic and
dynamic simulation was improved by the introduction of techniques for
the modelling of biomolecular systems with explicit representation of
solvent molecules. Those techniques include the application of periodic
boundary conditions, the use of a cut-off sphere for the potential, with
modifications in the electrostatic potential, and the utilization of the
method shake to impose distance constraints. Furthermore, a
neighbours list was implemented, due to the high number of atoms to be
dealt with when the solvent is explicitly represented. Simulations were
performed on some systems of biological interest, and the influence of
the solvent on their conformational properties was analysed. The results

are in good agreement with theoretical previsions and experimental data.
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Introducao: O Programa THOR

O programa THOR € um programa computacional que vem sendo
desenvolvido desde 1992 com o objetivo de modelar sistemas moleculares

de interesse biologico.

Utilizando um campo de forca classico para descrever as interacoes
intra- e intermoleculares, o programa THOR permite o estudo de
conformacoes de minima energia, possibilitando a previsdo e analise de
estruturas mais provaveis, ¢ o acompanhamento da evolugdo temporal

dessas estruturas.

Idealizado por K. C. Mundim e P. M. Bisch, que tracaram os
primeiros algoritmos baseados no campo de forga classico do programa
GROMOS (GROningen MOlecular Simulation) para proteinas [1], o
programa THOR foi posto em funcionamento, sendo capaz de realizar as

primeiras simulag¢ées de alguns aminoacidos e pequenas moléculas [2].

Em 1993 surgiu o interesse no estudo da dindmica e mudancas
conformacionais de sistemas moleculares na presenca de membranas
biolégicas. No entanto, as limitagdes dos recursos computacionais
disponiveis, que permitiam a modelagem de sistemas com pouco mais de
uma centena de atomos € o acompanhamento da dindmica por alguns
picossegundos, levaram ao desenvolvimento de um modelo simples, onde
o meio aquoso e o interior da membrana sao representados como
continuos, caracterizados por uma constante dielétrica de valor
e =80 e g =2, respectivamente [3]. A definicAo de uma interface de
descontinuidade dielétrica para representar a separacdo entre os dois
meios possibilita a utilizacdo do método das imagens eletrostaticas para

o calculo das interag¢des interatémicas [3,4].



Embora este modelo venha sendo utilizado com relativo sucesso
em varios estudos [5,6], o tratamento do solvente como um continuo
apresenta algumas limita¢des. Como a dependéncia da estruturacgao local
do solvente em funcdo do comportamento hidrofébico ou hidrofilico de
diferentes regidoes em biomoléculas nao € representada explicitamente,
este modelo pode levar a distor¢Oes estruturais dos sistemas simulados
[3,7-11]. Simulag¢des de dinamica de uma polialanina composta por vinte
residuos em conformacédo hélice-a, realizadas com o programa THOR,
usando o modelo de meio continuo, resultaram em uma conformacao
final estendida [4], contrariando previsdbes tedricas e evidéncias

experimentais [12-15].

A realizacdo deste trabalho visou ao aprimoramento das técnicas
de simulacdo do programa THOR, ampliando sua capacidade de modelar
biomoléculas em solugédo, com a possibilidade de representacdo explicita
das moléculas do solvente. Para isto, varios algoritmos foram

desenvolvidos, adaptados e introduzidos no programa.

Além das modificacdes diretamente relacionadas com a modelagem
do solvente, modificagoes suplementares foram necessarias, devido ao
grande aumento no numero total de atomos do sistema, pela incluséo
explicita do solvente, o qual poderia inviabilizar simulac¢des pelo tempo

de processamento requerido.

Paralelamente, alguns programas basicos foram desenvolvidos
para a construcdo automatica dos arquivos de entrada do programa
THOR, com informag¢des conformacionais dos sistemas constituidos pelas

biomoléculas de interesse e moléculas do solvente.

Esta tese inicia-se com uma apresentagao geral do programa THOR
para modelagem molecular: o campo de forca utilizado (capitulo 1), as

técnicas de minimizacdo de energia (capitulo 2) e dinamica molecular



(capitulo 3). Em seguida, sao apresentadas as modificagdes efetuadas no
programa para a realizagdo de simula¢des com o solvente representado
explicitamente (capitulo 4) e a metodologia desenvolvida para a geracéao
das conformacdes iniciais, incluindo as moléculas do solvente
(capitulo 5). Alguns sistemas foram estudados com esta nova versao do
THOR. A modelagem e os resultados sdo apresentados e discutidos na
sequiiéncia (capitulo 6). Uma avaliagdo do trabalho desenvolvido é entéo
exposta (capitulo 7). No apéndice A é feita uma apresentacio operacional
do programa, com descrigao dos arquivos de entrada e saida. O apéndice
B contém informacgdes sobre os computadores utilizados e tempo de

processamento requerido para as simulac¢des realizadas.



1 Campo de Forca

O campo de forca molecular ou potencial efetivo utilizado no
programa THOR para representar as interacgoes entre os atomos de um
sistema € baseado no campo de for¢a do programa GROMOS [1]. Ele
consiste em uma superposicdo de varios termos, representando as
interacdes entre atomos covalentemente ligados (potencial harmoénico
linear, potencial harmoénico angular, potencial diédrico impréprio e
potencial torcional proéprio) e as interagées entre atomos nio-ligados
(potencial de Lennard-Jones e de Coulomb). Em interagées
intramoleculares, sao considerados nao-ligados os atomos separados por
trés ou mais ligacées covalentes (ver apéndice A). Os parametros
empregados na definicdo de cada termo do potencial sdo determinados a
partir de resultados de calculos quanticos ab-initio de pequenas
moléculas e por ajustes de dados experimentais (cristalografia de raios-X,
espectroscopia de infravermelho, ressondncia magnética nuclear, etc.)

[1,16].

1.1 Potencial harmonico linear

A interacdo entre dois atomos i e j ligados covalentemente é

representada por

V, = Kb(b_b0)2 (1-1)

N



onde b € o comprimento da ligacao i - j, bo € o comprimento de equilibrio
e Kv é a constante elastica da for¢ca. O potencial Vy mede a distorcao da

ligacao em relagédo ao equilibrio (Vb = O quando b = bo).

Fig. 1-1 : b, € o comprimento de equilibrio da ligacdo covalente i - j.
1.2 Potencial harmonico angular

O termo do potencial que mantém o angulo de ligacdo entre trés
atomos i-j-k, covalente e consecutivamente ligados, préximo a

geometria de equilibrio é representado por
\% ———lK(9—9)2 1-2
0 2 0 0 ( - )

onde 6 é o angulo definido pela ligacdo i-j-k, 6o € o angulo de

equilibrio (V4 = O quando 6 = 0o) € K, € a constante elastica da forga.

J

Fig. 1-2 : 6, € o angulo de equilibrio da ligacdoi-j - k.



1.3 Potencial diédrico improprio

E o termo do potencial que descreve a interacdo entre quatro
atomos. Se o atomo i esta ligado simultaneamente aos atomos j, kele &
¢ o angulo entre os planos definidos por i-j-k e por j-k-1 [17]

(fig. 1-3), entdo o potencial de interagao é descrito por
v, =LK, -&,) 1-3
£ ot 0 (1-3)

onde &o € o angulo de equilibrio (V¢ = 0 quando & = &o) € K¢ € a constante
elastica da forca. O potencial V; € definido de modo a manter a
configuracdo tridimensional do conjunto i-j-k-1 planar (& = 0°) ou

tetraédrica (§o = 35,25°).

Fig. 1-3 : £ € o angulo entre os planosi-j-kej-k-1L



1.4 Potencial torcional proprio

Normalmente € introduzido na expressao do potencial um termo
representando explicitamente a torcdo propria de ligagdes covalentes
entre dois atomos. A técnica mais usada consiste em fazer uma expansio
em cosseno € usar somente o termo de mais baixa ordem para cada

torcao [7].

Para um conjunto de atomos i, j, k e 1 unidos sequiencialmente por
ligacdes covalentes, se ¢ € o angulo entre os planos definidos pelas
ligacoes i-j-k e j-k-1[17] (fig. 1-4), o potencial torcional proprio da
ligacdo j - k € dado por

V, = K,[1+ cos(pe + 3)] (1-4)

onde K, € a constante de for¢a, p € a periodicidade do potencial € § € a

fase.

i

Fig. 1-4 : ¢ € o angulo entre os planosi-j-kej-k-1.



1.5 Potencial de Lennard-Jones

O potencial de Lennard-Jones, representando a interacao entre

dois atomos i e j ndo-ligados, € dado por

vV, = — - (1-5)

onde rij é a distancia entre os atomos i € j € Aj e Bjj sdo parametros que

dependem dos tipos de atomos envolvidos na interagao.

O primeiro termo do potencial descreve a repulsdo das nuvens
eletronicas que sobrepdem-se quando atomos sdo colocados proximos
entre si, enquanto o termo atrativo representa as interagdes de dipolos
instantaneos provocadas por flutuacoes na densidade de carga eletronica

dos atomos [3].
1.6 Potencial eletrostatico

A interacdo eletrostatica entre dois atomos i e j é representada pelo

potencial de Coulomb

_ 9:9;

B 4me ey (1-6)



onde 1r; € a distancia entre os atomos i € j, i € gj sS40 suas cargas
parciais, respectivamente, ¢ € a constante dielétrica do meio e & € a

permissividade do vacuo, igual a 8,854 10 -12 (em unidades do S.I.) [18].

Varias propostas tém sido feitas para a representagdo do
comportamento dielétrico de sistemas modelados quando o solvente nédo
é considerado explicitamente. Normalmente um valor fixo € designado
para a constante dielétrica ¢, mas, em alguns casos, uma dependéncia
linear com a distancia (¢ = r;;) € usada para levar em conta o efeito do
solvente conforme a separacdo entre dois atomos aumenta [16,19-21].
Quando todos os atomos e cargas do sistema sao modelados

explicitamente, deve-se usar ¢ = 1 [1,16].

1.7 Potencial total

O potencial total € dado pela soma de todos os termos
representando as interag¢oes entre todos os atomos ligados e nao-ligados
do sistema. Se o sistema € constituido por N atomos e possui Ny pares
ligados covalentemente, Ny conjuntos de trés atomos ligados covalente e
consecutivamente, N; conjuntos de quatro atomos definindo ligacdes
diédricas improéprias € N, conjuntos de quatro atomos definindo torg¢des

proprias, o potencial total do sistema é representado por



Ny, 1 Ng 1
V(r17r27"'7rN) = 5 Kbn (bn _bon)2 +Z 5 Ken (en _eon)z +
n=1 n=1
Né No
1 1
~ 5 Kfm (};n _ion]z + Z=1 EK(P" [] + COS(pn(Pn + 6n)] + (1"7]

Essa forma de potencial tem sido amplamente usada em varios
estudos de modelagem molecular [7,10,16,19-22] e é, particularmente, a
expressao adotada para o campo de forca do programa THOR. Para mais

detalhes sobre os parametros e utilizagdo do programa, ver apéndice A.
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2 Minimizacao da energia

A minimizacao de energia consiste em uma técnica que procura, a
partir de uma conformacido arbitraria de um sistema molecular, a
obtencdo de uma conformacdo de mais baixa energia. Esta técnica é
bastante utilizada para a obtengdo do mapeamento de energia de
pequenos peptidios ou para a preparagao de conformagdes para o inicio

de uma simulacéo de dindmica molecular.

Existem varios algoritmos para a efetivacao desta técnica. No
programa THOR foram adaptados dois métodos bastante conhecidos e
denominados steepest descent e dos gradientes conjugados. Em ambos, a
conformacdo minimizada é obtida por meio de um processo iterativo de

ajustes das coordenadas atémicas [7,9,23-25].

A diferenca entre os dois métodos reside no modo como as
coordenadas atémicas sdo modificadas. Esta diferenca faz com que o
método steepest descent apresente uma convergéncia bastante rapida em
regioes distantes do minimo, mas lenta em regides préoximas ao minimo,
sendo o método dos gradientes conjugados mais eficiente nessas regioes
[7,9,25]. Deste modo, um procedimento de minimiza¢do € normalmente
efetuado em duas etapas no programa THOR: inicialmente é feita uma
minimizacdo com o emprego do método steepest descent, para um
relaxamento das estruturas iniciais, e entdo € utilizado o método dos
gradientes conjugados, para a obtencdo da conformacdo final

minimizada.

Métodos como o steepest descent € dos gradientes conjugados
permitem somente a obtencéao de conformacgdes de minimo local, as quais

normalmente nio estdo muito distantes da conformacéo inicial [7,9].

11



2.1 Meétodo steepest descent

O método segue basicamente o seguinte esquema:

No n-ésimo passo iterativo do processo de minimizacido, a
conformacdo do sistema, constituido por N atomos, € definida pelo
conjunto das coordenadas atomicas { ri?, r2, ..., IN® } € 0 potencial total e
seu gradiente sdo calculados a partir do campo de forca adotado
(eq. 1-7). A conformacgdo do sistema € entdo modificada, a partir de

pequenos deslocamentos das coordenadas atdémicas:

" =r" +k"g" (2-1)
com
-1
n  OV™|ave F,
& =~ or, |or, | |F, (2-2)

O coeficiente ko define a amplitude dos deslocamentos, enquanto
os versores g determinam suas dire¢des. A equacgao (2-2) indica que as
coordenadas do atomo i devem ser deslocadas no sentido da forca

atuando sobre ele.

O valor da amplitude de deslocamento inicial k € um parametro de
entrada do programa, com valor sugerido de 0,1 A. Durante a
minimizacédo, o valor de k» varia, dependendo da variagdo do potencial
em passos consecutivos. Se Votl € o potencial da nova conformacao e V»

€ o potencial da conformacao anterior, entao

12



se V™ «<V" =  asnovas posicoes sdo aceitas e k™! = 12 k"

k*

se V™ >V® =  asnovas posicdes sdo rejeitadas e k™! = 5

Em cada passo iterativo, a diferenca entre os valores Votl e Vn ¢
calculada. Se esta diferenca for menor do que um certo valor de
convergéncia AV, entdo o processo de minimizac¢ao é interrompido. AV é

um parametro de entrada, com um valor sugerido de 10-% kcal mol-! .

2.2 Meétodo dos gradientes conjugados

Este método segue basicamente o mesmo esquema do steepest
descent. A diferenca entre ambos € que, neste caso, as dire¢cdes dos
deslocamentos das coordenadas atéomicas no (n+1)-€simo passo iterativo,

ao invés de serem dadas por g (eq. 2-1 e 2-2), sao dadas por

h"=g"+y," h™ (2-3)
onde
n n-1 n
Yin _ (8; n-1gi )n-lgi (2-4)
g 8

13



ou seja, as dire¢oes hir dependem das direcées do passo anterior hin-l e
dos versores gl e g . As direcdes iniciais hi® sdo definidas como

h =go .

Esta definicido das direcdes de deslocamento faz com que cada
nova direcdo seja conjugada com todas as dire¢oes anterioresl. A
utilizacdo de um conjunto de direcdoes mutuamente conjugadas torna
este método mais eficiente do que o método steepest descent [7,9,25].
Uma explicacdo mais aprofundada dos dois métodos pode ser encontrada

na referéncia [25].

A
5T koK,
Com a utilizagdo do método dos gradientes conjugados, as direg¢ées conjugadas sio
obtidas sem a necessidade de calculo das derivadas de segunda ordem do potencial [25].

' Dois vetores u e v sdo ditos serem conjugados se u « He+ v = 0, onde (H)

14



3 Dinamica Molecular

A dinamica molecular consiste em uma técnica que permite o
acompanhamento temporal do movimento de todos os atomos de um
sistema por meio da integracdo simultanea das equacdes de movimento

classicas.

Para um sistema constituido por N atomos com posigcbes
ri, ra, ..., In , se o potencial total de interacao V(ri,rz,...,rn) € uma funcao

diferenciavel das coordenadas atomicas, entao

d’r(t) _ F;
a2 m, (3-1)
F _ V(... 5) (3-2)

onde t representa o tempo, F; a forca agindo sobre o atomo i e m; a sua

massa.

Com o calculo do gradiente do potencial, F; é obtida (eq. 3-2) e a
integracdo numeérica da equacao de Newton (3-1) pode ser realizada em
pequenos intervalos de tempo At, normalmente da ordem de

fentossegundos [16,22].

15



3.1 Algoritmo leap-frog

A equacao (3-1) € uma equagéao diferencial de segunda ordem, que
pode ser escrita como um conjunto de duas equagodes diferenciais de

primeira ordem para as posigoes ri(t) € velocidades vi(t) atdmicas

dv,(t) _ F(x(t)

dt m, (3-3)
dr(t)
TR (t) (3-4)

Um algoritmo simples para a integracdo numeérica dessas equacgoes

pode ser obtido por meio da expansao de Taylor de wvi(t) em torno de

(t +%] e (t -%j , considerando termos até segunda ordem

At dv,(t) (At Vi (t)( At
(t + ? =V, (t) + dt [7] + dt2 [7) 5 (3-5&)
At dv,(t) (At) . d*v,(t)(At)® 1
vilt -3 =vil-—5— [7] Y [7] P (3-5b)
ou ainda,
v, (t+ A2t = v, (t- % Fg ®) 5 (3-6)

i

16



Para ri(t) , a expansédo de Taylor em torno de (t+At), até segunda

ordem, produz

ar (0 ., 45 (0 (AY?

r(t+At) =r(f) + it 3tz 2!

(3-7)

ou ainda, substituindo as equacgédes (3-4) e (3-5a) na equacgdo (3-7) e

desprezando termos de ordem superior,

It +At)=r(t)+ vi[t + %)At (3-8)

As equagées (3-6) e (3-8) podem ser resolvidas numericamente de
forma iterativa, formando o conhecido esquema leap-frog, um dos
algoritmos mais simples, eficientes e estaveis utilizados em dinamica

molecular [16,26].
3.2 Temperatura do sistema

A temperatura T do sistema, em um certo instante de integracao, €

definida em termos da energia cinética

N
1 2
ENglkBT = <Z§mlvl >n (3-9)

17



onde Ng é o numero de graus de liberdade do sistema, kg é a constante

N
de Boltzmann (kg = 1,38 10-2 J K1 [18]) € <Z
i=1

N =

2
m;v; > representa a
n

P
média da energia cinética sobre um numero np de passos de integracdo

[7,16,19].

Uma simulacido de dinamica molecular normalmente é iniciada
com o sistema em uma conformacido otimizada pela técnica de
minimizacdao de energia. No entanto, para a utilizacdo do algoritmo
leap-frog sdao necessarias ainda informagdes sobre as velocidades
atomicas. Um procedimento usualmente empregado no programa THOR
consiste em atribuir valores nulos as velocidades iniciais, ou entio
obté-las a partir de uma distribuicdo de Maxwell-Boltzmann para uma
temperatura inicial To, com valor préximo a O K. Neste caso, aos modulos

das velocidades atéomicas sdo atribuidos valores

v, = ’% (3-10)
m;

que correspondem ao valor mais provavel da distribuicédo [27], enquanto

as direcoes sao definidas por sorteios aleatorios.

Inicia-se entdo o processo de termalizacdo, onde o sistema é
aquecido de uma temperatura inicial To até uma temperatura final Tr .
Neste processo, em cada passo de integragdo At o sistema sofre um
pequeno incremento na temperatura. Se ATayq € a taxa de aquecimento
por picossegundo, espera-se que no n-ésimo passo de integracdo a

temperatura do sistema seja dada por

18



T, =T, + (nAt) AT, (3-11)

q

O valor de Tpd é comparado com o valor da temperatura Ta
calculado naquele passo (eq. 3-9). Caso Tad ndo tenha ainda sido

alcancada, as velocidades atdomicas sdo reescalonadas :

V. - oV, (3-12)

onde

1
d 2
o ={ ?r J (3-13)

O processo € repetido a cada passo de integracao, até a obtencéo
da temperatura final desejada. A taxa de aquecimento ATaq € estipulada
como parametro de entrada do programa e pode assumir qualquer valor,
determinando o tempo total que o sistema levara para ir de To a Tr . Em
principio, o aquecimento pode ser realizado em um uUnico passo, no
entanto, um aquecimento mais lento é aconselhavel, fazendo com que o
sistema necessite de menos tempo para atingir o equilibrio apés o

alcance da temperatura Tr [19].

A fase seguinte da termalizagdo, a equilibracdo, € a fase em que
ocorre o relaxamento das perturbacdes introduzidas no sistema durante
o aquecimento. O tempo de duracdo desta fase varia de sistema para
sistema e é normalmente determinado pelo acompanhamento das
flutuacdes na temperatura e energias cinética, potencial e total [7].
Durante esta fase, espera-se que a temperatura Tr alcancada no

aquecimento seja mantida constante e, para isto, as velocidades
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atémicas continuam a ter seus valores ajustados (eq. 3-9) com certa
freqiiéncia. Isto deve acontecer sempre que a diferenca entre a
temperatura do sistema e a temperatura desejada for maior do que um
desvio maximo permitido para a temperatura ATmax . Neste caso, o fator

de reescalonamento das velocidades é dado por [28]

—(TF]% 3-14
o=l 5 (3-14)

Mesmo quando atingido o equilibrio, devido a aproximac¢des nos
calculos numeéricos e truncamentos no calculo das interacdes entre
atomos nédo-ligados, € necessario fazer um controle da temperatura para
que esta permaneca constante. Para esta fase, um reescalonamento mais
suave é proposto, com o acoplamento do sistema a um banho térmico
[29], sendo o desvio da temperatura em relacdo a Tr corrigido em um
tempo caracteristico t. Neste caso, o fator de reescalonamento das

velocidades em cada passo de integracdo € dado por

a=[1+~‘3t—t(r£—*"—1”2 (3-15)

A intensidade do acoplamento do sistema ao banho térmico é
definido pelo parametro v . Se 1 = At, entdo a equacao (3-15) é reduzida a
expressao (3-14). Valores de t© da ordem de 0,1 ps resultardo em um
acoplamento fraco, introduzindo, portanto, pouca perturbacdo ao

sistema [29].

20



4 Modelagem do solvente

Neste capitulo sdo descritas as técnicas, a partir das quais
algoritmos foram desenvolvidos e adaptados no programa THOR,
permitindo-o realizar simulacoes de sistemas biomoleculares com

representacao explicita do solvente.

Primeiramente é introduzido o conceito de condi¢cdées de contorno
periddicas, utilizadas para minimizar os efeitos de borda de sistemas
finitos. O efeito de periodicidade, indesejado em simulac¢des de sistemas
liquidos e sistemas constituidos por moléculas em solugao, é eliminado
com a definicdo de um raio de corte para o truncamento das interacoes
entre atomos nao-ligados do sistema. Truncamentos abruptos dessas
interacoes séo evitados com a modificagao do potencial eletrostatico,
tornando-o continuo na regido do corte. Devido ao grande aumento no
numero total de atomos do sistema pela simulacao explicita do solvente,
a técnica da lista de vizinhos € utilizada, reduzindo o tempo gasto com os
calculos das interacdes entre atomos nao-ligados. O método shake,
também adaptado no programa THOR, permite a manutencédo de
vinculos de distancia entre alguns atomos do sistema durante as
simulag¢odes, possibilitando um aumento na velocidade dos céalculos de

dinamica molecular, com o emprego de passos de integracdo maiores.

4.1 Condicdes de contorno periddicas

Em simulagdées computacionais de sistemas moleculares finitos,
condi¢ées de contorno periédicas sdo comumente utilizadas para

minimizar os efeitos de borda [16,30]. Os atomos do sistema que esta
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sendo simulado sdo colocados em uma caixa retangular e, ao redor
desta, sdo colocadas caixas-imagens, isto €, copias da caixa original
transladadas nas trés dire¢des espaciais, formando uma rede. Assim,
cada atomo estard sempre rodeado por outros atomos ou por suas

imagens.

No decorrer da simulacdo, quando um atomo move-se em sua
caixa original, sua imagem peridédica em cada uma das caixas-imagens
move-se da mesma maneira. Além disso, quando um atomo sai da caixa
central, atravessando uma de suas seis faces, uma de suas imagens
entra pela face oposta, com velocidade idéntica. Deste modo, o nuimero
total de atomos na caixa central, e portanto do sistema como um todo, é

conservado.

Uma versao bidimensional de um sistema peridédico é mostrada na

figura 4-1.
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Fig. 4-1 : Sistema periédico bidimensional quadrado. A caixa central
representa o sistema original e as demais sao suas imagens. O movimento
de um atomo na caixa central é repetido em cada uma das

caixas-imagens.

22



4.2 Raio de corte

Aplicacoes de condigoes de contorno periddicas significam que, de
fato, uma rede periédica infinita esta sendo simulada e para o calculo
das interacoes devem ser considerados todos os atomos de todas as
caixas. Esta técnica € ideal para simulac¢oes de sistemas cristalinos, onde
as posi¢oes atéomicas devem ser mantidas préximas as posi¢goes médias,
regularmente espacadas. Para sistemas liquidos ou sistemas constituidos
por moléculas em solugao, a periodicidade representa apenas um artificio
computacional, representando sistemas continuos e evitando efeitos de
borda. Os efeitos da periodicidade nao devem, portanto, afetar os
calculos das forcas interatémicas nesses sistemas. Isto significa que um
atomo nao deve interagir com sua propria imagem ou também com um
outro atomo e, simultaneamente, com imagens periddicas deste atomo.
Deste modo, um raio de corte Rc, menor ou igual a metade do menor
comprimento lateral da caixa retangular, € normalmente definido e
somente sao consideradas as interacoes entre atomos separados entre si

por uma distancia menor ou igual a Rc [30].
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Fig. 4-2 : Sistema peridédico bidimensional quadrado. Siao consideradas
somente as interag¢des entre o atomo “cinza” e aqueles situados dentro do

circulo de raio R. .
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Com a definicdo de um raio de corte, interacoes entre atomos mais
distantes do que Rc sao desprezadas. As interacdes eletrostaticas, no
entanto, proporcionais a rj! (eq. 1-6), apresentam um comportamento de
longo-alcance. Para que o truncamento dessas interagdes, nao provoque
grandes perturbagdes no sistema, a caixa que contém o sistema deve ser
considerada a maior possivel [10,11,30]. O tamanho da caixa e do raio de

corte sdo, entretanto, limitados pela disponibilidade computacional.

4.3 Potencial eletrostatico modificado

Quando o raio de corte é utilizado para o truncamento das
interagdes entre atomos nao-ligados, a descontinuidade do potencial em
r = Rc introduz perturbacgdes no sistema durante simula¢cdes de dinamica
molecular [16]. Essas perturbagoes podem ser reduzidas se um
truncamento mais suave for empregado, obtido por meio de uma
modificacdo do potencial coulombiano, de modo que V — 0 quando

r—->Rc.

Existem varias formas propostas para esta modificacéo
[16,19,31-35]. No THOR, quando condi¢des de contorno periddicas e raio
de corte sdo usados, a interacdo eletrostatica entre dois atomos i e j,
representada pelo potencial coulombiano V. (eq. 1-6), € modificada pela

soma de um termo Vs, resultando no potencial Vmed [35]:

Vo=V +V° (4-1)

c c c

com
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4re e
c, = - SR, - 2r, : (4-2b)
Rc3(Rc - rl)
c, = 4R, - 2rn, ! (4-2¢)
Rc3(Rc - rl)
C, RL -~ %(RC -1)’ - %(Rc r,)’ (4-2d)

Os parametros ri, ci, c2 € c3 estdo relacionados com o
deslocamento do potencial Vcmed em relacdo ao potencial normal V..

Enquanto V,(r,) ocri e VR e a5 V") ocri—c3 e V"R )=0 .

1 c 1

Do mesmo modo, o modulo da forca coulombiana atuando sobre o

atomo i devido ao potencial Vcmed é modificado por

Fci el = Fci + Fcis (4'3)
com
s q:9; 2 3
F ' = 4TCSOJS [ c, (rij - rl) +c, (rij - rl) } (4-4)

A definicao dos parametros c; e c2 faz com que Fci““d (R)=0.

As figuras 4-3 e 4-4 mostram o comportamento do potencial e

forca eletrostaticos normais e modificados.
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Fig. 4-3 : Comportamento do potencial eletrostatico normal e modificado,
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Fig. 4-4 : Comportamento da forca eletrostatica normal e modificada, em

q;9;
4nee

unidades arbitrarias, com =1;Re=9er =4,5.
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Embora pouca diferenca seja observada entre a forca modificada e
a forca normal (fig. 4-4), o mesmo nao acontece para o potencial
(fig. 4-3). Algumas corre¢oes de longo-alcance sdo sugeridas em calculos
de propriedades termodinamicas de sistemas simulados quando raio de

corte e modificacdo do potencial eletrostatico sao empregados [30,35].

4.4 Lista de vizinhos

Em simulagées de dinamica molecular, a maior parte do tempo
computacional é gasto com calculos das interacdes entre os atomos
nao-ligados. Mesmo com a introducédo de um raio de corte, que reduz o
numero de interagdes € causa um decréscimo do tempo utilizado, os
calculos de todas as distancias interatdmicas e posterior comparacao

com R. exigem muito tempo.

A lista de vizinhos é uma técnica bastante utilizada para diminuir
o tempo gasto com esses calculos [30,36|. Ela consiste na definicdo de
uma esfera de raio Ry, um pouco maior do que R¢, tracada ao redor de
cada atomo do sistema. Sdo considerados vizinhos do atomo central

todos os atomos localizados no interior dessa esfera (fig. 4-5).

Uma lista é entdao construida, contendo todos os vizinhos de cada
atomo, a qual é atualizada a certos intervalos de tempo. Entre as
atualizagbes, o programa nao calcula as distancias entre todos os pares
de atomos do sistema, mas somente as distidncias entre cada atomo e

seus vizinhos.
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Fig. 4-5 : Definicdo dos parametros R. € RL usados na técnica da lista de
vizinhos. Sao vizinhos do atomo 1 os atomos 2, 3,4, 5, 6 e 7. No entanto,
somente as interacdées com os atomos 2, 3 e 4 sao computadas. Com o

emprego desta técnica, calculos das distancias ri.g € r1.9 sdo evitados.

O valor de Ry deve ser escolhido com certo critério. Valores grandes
de Ry geram listas grandes, havendo pouca economia no tempo gasto
com os calculos das distancias. Por outro lado, se Ry for muito pequeno,
a lista deve ser atualizada com uma maior freqiiéncia. Um valor razoavel
para Ry € entre 10% e 15% maior do que o valor de R. [30]. Neste caso, a
atualizacao da lista de vizinhos deve ser efetuada com uma freqiiéncia de

10 a 20 passos de integracao [30].

4.5 Método shake para vinculos de distancia

Muitas vezes, quando sistemas moleculares siao estudados por
simulag¢dées computacionais, deseja-se que as distancias entre alguns

atomos sejam mantidas proximas a valores previamente conhecidos.
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Nessas situacgoes, os movimentos atdomicos devem ser vinculados, de

modo a preservar as distancias de referéncia.

Por outro lado, a aplicagdo de vinculos de distédncia em céalculos de
dinamica molecular é também muitas vezes utilizada para reduzir o
tempo computacional. De fato, o valor maximo do passo At empregado
nas integracées numéricas das equagdes de movimento € definido de
modo que os movimentos de mais alta freqtiéncia que ocorrem no
sistema possam ser acompanhados durante a dinamica. Como esses
movimentos sdo devido as vibracoes nas ligacdes entre pares de atomos,
por imposi¢do de determinados vinculos de distancia, o valor de At pode

ser aumentado de duas a quatro vezes [16].

Varios métodos tém sido desenvolvidos para que as equacgdes de
movimento possam ser integradas respeitando os vinculos impostos. No
programa THOR foi adaptado o shake, um dos mais conhecidos métodos

desenvolvidos para esta finalidade [37-40].

A resolugcdo do problema pelo método shake exige que os Ny
vinculos impostos sejam func¢bes somente das coordenadas dos N atomos

do sistema e possam ser escritos na forma

o.(r,x,,...,1y)=0 k=1,2,...,N (4-5)

Mais especificamente, os vinculos devem ser representados pelas
distancias interatomicas fixadas. Por exemplo, se o k-ésimo vinculo é
imposto sobre a distancia entre os atomos i e j , entdo ele deve ser

€XPresso por
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r..-d.? =0 (4-6)

onde r; € o vetor distancia entre os atomos i e j e dij € o médulo da

distancia de referéncia, que deve ser mantida no decorrer da simulacéo.

Formalmente, as equagdes de movimento sujeitas a um conjunto
de vinculos podem ser resolvidas pela aplicacdo do método dos
multiplicadores de Lagrange [41]. Shake ¢ um método alternativo, que
corrige iterativamente as posi¢coes atdmicas apds cada passo de

integracdo, satisfazendo os vinculos impostos.

Se em um determinado instante r*(t+At) for a posi¢do do atomo i
calculada sem a consideragdo do vinculo, entdo a posigdo corrigida

ri(t+At) sera dada por

r(t + At) = 1 (t + At) + 8, (4-7)

onde 8r; representa a correcao devido a todos os vinculos envolvendo o

atomo 1.

Para o k-ésimo vinculo

o = — 2L gy (4-8a)
o =+ rgni" I, () (4-8b)

onde
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dij2 - i.i* ’ i_i’k
gﬁ=[ (7" (£ + A9 r(t+Aﬂﬂ

- (4-9a)
2M, (x;(0) - ;" (¢ + AY)

1

M. =

1
§ m—l + (4-9b)

1
m;

O parametro gj € proporcional a distorcdo da distancia ideal dj :
gij < O significa que a ligacdo i - j esta esticada, enquanto gj > O significa
que ela esta comprimida. Em ambos os casos, as corre¢des nas posigoes
dos atomos i € j sdo feitas em sentidos opostos entre si, aproximando-os

ou afastando-os (eq. 4-8a e 4-8b).

s

or

d -—@
2 (t+at) o OF .%(?mg/
r i
i .—— ) //

2 (t+at)

~ T (t+At ,
\\ /
N ./
7 () d, T (t)

Fig. 4-6 : Representacao esquematica do método shake para correcao das

posicoes atdmicas e manutencao de vinculos de distancia.

Ao fazer com que o k-ésimo vinculo seja satisfeito, em geral outros
vinculos previamente satisfeitos sdo prejudicados. O procedimento é

repetido iterativamente, até que todos os vinculos sejam adequadamente

2 2

r.. —d.

satisfeitos, dentro de uma certa tolerancia n, tal que ———-<n ,
i

com 1 tipicamente da ordem de 104 [37].
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5 Modelagem de biomoléculas em agua

Neste capitulo sdo apresentados os modelos para as moléculas de
agua incorporados ao banco de dados do programa THOR. Sao também
apresentados os procedimentos basicos empregados nos algoritmos para
a geracado dos sistemas constituidos pelas biomoléculas de interesse e
moléculas do solvente. As informacdes conformacionais dos sistemas
gerados sdo armazenadas, em formatos apropriados, em arquivos para

serem utilizados em simulac¢oes realizadas com o programa THOR.

5.1 Modelos para a agua

Devido a fundamental importancia da agua em varios processos
quimicos e bioloégicos, esta tem sido, desde ha muitos anos,
intensivamente estudada por diferentes técnicas, entre as quais, a
modelagem molecular [7,30,42]. Com o emprego desta técnica, o sucesso
das investigacoes depende, essencialmente, da adogdo de um modelo
molecular razoavel e um campo de forca adequadamente parametrizado,
de modo a reproduzir propriedades estruturais e dinamicas observadas

em experimentos.

Varios modelos para a representacdo de moléculas de agua na fase
liquida tém sido propostos, diferindo entre si basicamente em relagédo a
geometria molecular e parametros envolvendo as interacoes
intermoleculares, obtidos por ajustes de dados experimentais e

resultados de calculos quanticos [43-55].

Para a escolha do modelo a ser empregado, além da sua

capacidade de reproducédo de determinadas propriedades de interesse, a
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simplicidade € um importante atributo a ser considerado, representando,
em geral, vantagens quanto a economia do tempo computacional gasto
nas simulagoes. Os modelos mais simples apresentados na literatura sao
os de trés sitios, com as cargas localizadas nas posi¢cdes das massas
atomicas (fig. 5-1). Nesses modelos, as interagdes intermoleculares
requerem o calculo de somente nove distancias para cada par de
moléculas, enquanto este numero pode ser muito maior em modelos

mais sofisticados [51,55].

No banco de dados do programa THOR foram incluidos parametros
de trés modelos de trés sitios: SPC (simple point charge model) [1], SPC/E
(extended simple point charge model) [54] e TIP3P (transferable
intermolecular potential functions) [55]. A diferenca entre eles reside na
distancia bo entre os atomos de oxigénio e hidrogénio da molécula, no
angulo 0o definido pelas ligagcoes dos atomos H - O - H (fig. 5-1), nos
valores das cargas qo € gu € nos parametros de Lennard-Jones Aopo € Boo
(eq. 1-5). A geometria e os parametros que definem cada modelo sao

apresentados na tabela (5-1).

Fig. 5-1 : Modelo de trés sitios para agua, com as cargas localizadas nas

posicoes das massas atdmicas.
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SPC SPC/E TIP3P

bo A) 1,00 1,00 0,9572
0o {grau) 109,47 109,47 104,52
qu (carga eletrénica) +0,41 + 0,4238 + 0,417
qo (carga eletronica) - 0,82 - 0,8476 - 0,834
Aoo (kcal mol-! A12) 629320 629320 582000
Boo (kcal mol-! As) 625,50 625,50 595,00

Tabela 5-1: Geometria e parametros dos modelos SPC, SPC/E e TIP3P.
5.2 A caixa d’agua

Foi desenvolvido um programa para a construcdo de sistemas
formados por moléculas de agua do modelo SPC, SPC/E ou TIP3P

contidas em uma caixa retangular. As moléculas sao posicionadas dentro

da caixa de lados (Lx , L, ,LZ) por sorteios aleatérios, realizados de modo

que o centro da caixa coincida com a origem do sistema de coordenadas,
ou seja, as coordenadas atdbmicas cartesianas (Xi, Vi, zi) so sorteadas no

: Lx Ly Lz :
intervalo | +—=,+ — + —% |, respectivamente.
2 2 2 )’
O numero total de moléculas e a dimensdo da caixa estdo
relacionados entre si pela densidade do sistema, condizente com a

temperatura a ser simulada. Por exemplo, a uma temperatura de 25°C a

densidade da agua é 0,99567 g cm-3 [18].

Durante o sorteio, as sobreposicoes atomicas sdo evitadas com a
definicdo de um parametro dmm , que determina a menor distdncia
interatomica permitida. Assim, uma molécula sorteada s6 é aceita se

seus atomos estiverem a uma distancia maior do que dmin dos atomos de
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todas as outras moléculas previamente sorteadas. Como os sistemas
gerados pelo programa terdao suas geometrias otimizadas pela técnica de
minimizacdo de energia, o valor de dmm parece ndo ser muito critico.
Algumas simulacdes foram realizadas e valores de dmm em torno de 2 A
mostraram-se razoaveis, com os sistemas convergindo rapidamente para

um minimo.

Concluidos os sorteios, a conformacédo gerada é armazenada em

arquivos usados como entrada no programa THOR.

5.3 Biomoléculas em agua

Para a construcdo de sistemas constituidos por biomoléculas em
agua, foi desenvolvido um programa que faz a juncao de dois arquivos:
um contendo a biomolécula e outro as moléculas de agua na caixa. Uma
confrontacao € realizada entre as posi¢oes atdmicas da biomolécula e das
moléculas de agua, sendo excluidas do sistema final todas as moléculas
de agua cujos atomos estao separados da biomolécula por uma distancia
menor do que um valor minimo permitido dmin . Conforme discutido no

item anterior, um valor de dmin €m torno de 2 A parece ser razoavel 2.

A conformacao do sistema final € armazenada em arquivos usados

como entrada no programa THOR.

Uma apresentacdo esquematica do procedimento acima descrito

pode ser apreciada na figura 5-2.

? Procedimento semelhante foi empregado em simulagdes de biomoléculas em agua [56]
realizadas com o GROMOS [1], com mesmo valor adotado para dmin .
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Fig. 5-2 : Esquema utilizado para a geragao de sistemas constituidos por

biomoléculas em agua.
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6 Resultados

Neste capitulo siao apresentados resultados obtidos em estudos de
dinamica molecular realizados com o programa THOR modificado, com
representacdo explicita das moléculas do solvente. Propriedades
estruturais da agua na fase liquida, bem como sua influéncia sobre

propriedades conformacionais dos sistemas simulados sdo analisadas.

6.1 Agua

Um sistema constituido por 216 moléculas de agua do modelo SPC
em uma caixa cubica de lado 18,64 A (fig. 6-1) foi gerado conforme
procedimento descrito no capitulo 5. A geometria do sistema foi
otimizada pela técnica de minimizacdo de energia, com o emprego
consecutivo dos métodos steepest descent e dos gradientes conjugados.
Foram definidos valores nulos para as velocidades atémicas iniciais € a
dinamica molecular foi iniciada com um aquecimento do sistema até
300 K nos primeiros 10 ps. Alcancada esta temperatura, sua
manutencao foi obtida com um reescalonamento direto das velocidades
(eq. 3-12 e 3-14) até 400 ps. A partir dai, o sistema foi acoplado
fracamente a um banho térmico, com tempo de relaxacdo caracteristico
1=0,1 ps (eq. 3-12 e 3-15), e a dinamica prosseguiu até que um tempo
total de 1000 ps fosse completado. O método shake foi empregado e as
distancias entre os atomos de oxigénio e hidrogénio das moléculas de
agua (Ow- Hw e Hw- Hw) foram mantidas constantes, com vinculos
impostos de acordo com o modelo assumido. As equagdes de movimento

(3-6) e (3-8) foram integradas com um passo de tempo de 2 fs.
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Um raio de corte de 9 A foi definido para os calculos das interacées entre
atomos nao-ligados. Variagbes da temperatura e energias cinética,
potencial e total foram registradas a cada 0,1 ps, enquanto as

conformacodes do sistema a cada 1 ps.

O mesmo procedimento foi utilizado para a simulacdo de sistemas

constituidos por moléculas de agua dos modelos SPC/E e TIP3P.

Fig. 6-1 . Sistema gerado por sorteios aleatérios das posicoes de 216

moléculas de agua do modelo SPC em uma caixa ciibica de lado 18,64 A.
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6.1.1 Funcao de distribuicdo radial de pares

As propriedades estruturais de sistemas liquidos sao usualmente

caracterizadas pela funcao de distribuicao radial de pares g(r).

A funcao g(r) da a probabilidade de encontrar um par de atomos
separados por uma distancia r , relativa a probabilidade esperada para

uma distribuicdo totalmente aleatéria e com a mesma densidade [30].

Para dois tipos de atomos A e B do sistema, a funcédo gas(r) é

definida como [7,30,42]

gaslr) =—3 (6-1)

onde p,z(r) € a densidade média de atomos do tipo B a uma distancia

) . N . . . g
entre r e r + dr de atomos do tipo A e pg = 73 é a densidade média de

atomos do tipo B no sistema, sendo Ng o niimero de atomos do tipo Be V
o volume do sistema. A func¢do gap(r) evidencia, portanto, as flutuacoes
na densidade do sistema devido a estruturacéo local dos atomos B em

torno dos atomos A.

A integral de gag(r) calculada para os limites de integracdo ri e 2
resulta no denominado ntiimero de coordenagao, ou seja, o numero médio
de atomos do tipo B ao redor de atomos do tipo A a uma distéancia entre

rrera:

N,y =41py [ gap(r) r’dr (6-2)

n
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Experimentalmente a funcdo g(r) e o nimero de coordenacgdo sao

obtidos por técnicas de difracdo de raios-X, néutrons e elétrons [57-62].

A analise estrutural dos sistemas simulados foi realizada com a
utilizacdo de um programa desenvolvido para a determinacido das

funcoes de distribuicéo radial de pares.

6.1.2 Resultados

Um acompanhamento temporal das energias cinética, potencial e
total foi realizado durante a dinamica dos trés sistemas simulados. A
figura 6-2 mostra o comportamento energético do sistema SPC.
Comportamento semelhante foi apresentado pelos sistemas SPC/E e

TIP3P.

As fases de aquecimento, reescalonamento direto das velocidades
atémicas e acoplamento fraco do sistema a um banho térmico podem ser
distinguidas visualmente na figura 6-2. A coleta de informagées para os
calculos das funcgées de distribuicdo radial foi feita com gravacgbes das

conformacodes dos sistemas obtidas entre 500 e 1000 ps de dinamica.

A figura 6-3 mostra as fun¢des de distribuigcédo radial calculadas
para os pares Ow - Ow , Ow - Hw e Hw - Hw nos trés sistemas estudados.
Os trés modelos apresentam um comportamento estrutural bastante
similar quando simulados com o programa THOR, com pequenas
diferencas quanto as posi¢cdoes e alturas dos picos observados nas

distribuicoes.
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Fig. 6-2 : Acompanhamento temporal das energias cinética (E), potencial

(Ep) e total (E1) durante a dinamica do sistema simulado com agua do
modelo SPC.
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Fig. 6-3 : Fungodes de distribuicdo de pares para os atomos de oxigénio

(Ow) e hidrogénio (Hw) dos modelos SPC (——), SPC/E(----) e TIP3P ().
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As funcdes obtidas para os pares Ow - Ow apresentam pouca
estruturacido além do primeiro pico. Para o modelo SPC/E, um segundo
pico, embora débil, pode ser observado. Esta parece mesmo ser uma
deficiéncia dos modelos de trés sitios para a agua, uma vez que O
segundo e terceiro picos sdo claramente observados em dados de raios-X
[48,55]. Fung¢des mais estruturadas podem ser obtidas com o emprego de
modelos mais sofisticados [42,55]. Como esperado pela analise de
resultados experimentais, as fungdes para os pares Ow - Hw apresentam
dois picos, sendo o primeiro menos intenso e mais estreito que o
segundo. O primeiro pico corresponde a separagdo atdomica devido as
interacdes de ponte de hidrogénio Ow - Hw entre moléculas vizinhas. As
funcoes de distribuicdo radial para os pares Hw- Hw também
apresentam os dois picos observados experimentalmente. Os resultados
encontrados estdo em razoavel acordo com aqueles obtidos
experimentalmente [57-62] e em simulagées de Monte Carlo

[46-48,51,52,55] € dindmica molecular [32,49,50,53,54].

A tabela 6-1 apresenta os valores obtidos para as posi¢coes dos
primeiros e segundos picos das func¢oes de distribuicao radial calculadas.
Nesta tabela também sao apresentados os valores estimados em

experimentos de difracdo de néutrons e raios-X [58,62].

A integral do primeiro pico da funcéo g(r) para os pares Ow - Ow até
a distancia de 3,5 A resulta em um nuimero de coordenagéo (eq. 6-2) de
5,19 para o modelo SPC, 5,02 para o modelo SPC/E e 5,28 para o
modelo TIP3P, enquanto o valor experimental € 5 atomos de oxigénio
[48,55]. Para os pares Ow - Hw, a integral do primeiro pico até a
distancia de 2,5 A resulta em 1,99 para os modelos SPC e SPC/E e 1,98
para o modelo TIP3P, enquanto o valor experimental € 2 atomos de

hidrogénio [55].
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g(r) SPC  SPC/E  TIP3P ref. [58] ref. [62]

Ow - Ow 2,77 2,77 2,81 2,85 2,85
Hw - Ow 1,83 1,79 1,85 1,92 1,86
3,29 3,29 3,25 3,28 3,20
Hw - Hw 2,49 2,37 2,49 2,40 2,29
3,91 3,89 3,73 3,58 3,90

Tabela 6-1: Posicoes (A) dos primeiros e segundos picos das funcées de
distribuicao radial obtidas para os modelos SPC, SPC/E e TIP3P e

estimadas experimentalmente por difracdo de néutrons e raios-X [58,62].

A analise dos resultados obtidos com as simulacdées dos trés
modelos para agua mostrou que eles sdo equivalentes quando simulados
com o programa THOR. Os trés modelos conseguiram reproduzir,
razoavelmente e de maneira bastante similar, a forma e as posi¢ées dos
picos das funcodes de distribuigao radial de pares esperadas. Observando
as trés funcdes para os pares Ow- Ow, Ow-Hw e Hw-Hw (fig. 6-3),
aquelas calculadas para o modelo SPC mostraram, de maneira
sistematica, um comportamento intermediario em relagdo as posicdes e
alturas dos picos, quando comparadas com aquelas obtidas para os
modelos SPC/E e TIP3P. O modelo SPC foi entdo o escolhido para ser
adotado como solvente em simulagdes de biomoléculas em agua
representada explicitamente, apresentadas a seguir. No entanto, pela
similaridade dos resultados, acredita-se que, se outro modelo fosse

empregado, a esséncia dos resultados néo seria modificada.
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6.2 Polialanina

A alanina é um aminoacido fundamental, de cadeia lateral curta,
apolar, sem preferéncia conformacional isoladamente (fig. 6-4). A alanina
apresenta, no entanto, uma propensao helicoidal intrinseca [13,63-66],
de modo que cadeias de alanina comumente sdo encontradas formando
estruturas em hélice-a [14,15,67]. Em estudos de predigao da estrutura
secundaria de polialaninas, conformag¢des em hélice-a sdo encontradas
para cadeias compostas por vinte residuos [68]. Além disso, hélices em
proteinas apresentam, em geral, uma alta concentragcdo de alanina

[14,67].

COO"
|
H—C—CHs
|

NH3"

Fig. 6-4 : Férmula estrutural do aminoacido alanina.

A hélice-o constitui-se no elemento mais abundante presente na
estrutura secundaria de proteinas [14,66]. Mesmo peptidios
relativamente pequenos podem conter substancial carater helicoidal em
solucoes aquosas, conforme evidéncias experimentais obtidas por meio
das técnicas de dicroismo circular e ressonancia magnética nuclear

[64,65,69]. Calculos de energia de interagao eletrostatica entre residuos

45



X

em hélices-a indicam, no entanto, que hélices isoladas sé sio estaveis se

forem formadas por mais do que quatorze residuos [70].

Simula¢dées de dindmica molecular, realizadas com o programa
THOR, com solvente representado como um continuo, mostram que a
estrutura helicoidal de uma cadeia formada por vinte alaninas, com
terminais ndo carregados, & rapidamente desfeita quando £=80 e
permanece estavel quando € = 2 . Simulagdes da mesma cadeia, mas em
conformacédo inicial trans, mostram que esta nao evolui para uma
conformacdo que indique uma possivel formacdo de hélice em um
nanossegundo de dinamica [4]. Ambos os resultados contradizem as

expectativas tedricas e experimentais expostas acima.

6.2.1 Simulacao

Estruturas em hélice-a sdo definidas por padrdes de repeticao
envolvendo pontes de hidrogénio entre o grupo C = 0O do residuo n e o
grupo N - H do residuo n + 4 (fig. 6-5) e valores dos angulos diedros ¢ e
v, definidos respectivamente em torno das ligacées C-N-C,-C e
N - C, - C - N (fig. 6-6), mantidos proximos a - 60° e - 40°, para todos os
residuos envolvidos [14]. O passo da hélice-a mede 5,4 A em média e
cada volta completa contém cerca de 3,6 residuos. Deste modo, os
residuos estdo deslocados entre si por uma translacdo de

aproximadamente 1,5 A ao longo do eixo da hélice [12-14].
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Fig. 6-5 : Pontes de hidrogénio entre o grupo C = O do residuo n e o grupo

N - H do residuo n + 4, mantendo a estrutura em hélice-a da polialanina.

n+

Fig. 6-6 : Definicdo dos angulos diedros ¢ e y do esqueleto peptidico, em
torno das ligacoes C-N-C,-C e N-C,-C-N, respectivamente.
(Fig. adaptada da ref. [14]).
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Um sistema zwitteriénico, com terminais NHz" e COO™, formado
por vinte alaninas em conformacao hélice-a, foi construido com a
imposicao dos valores apropriados aos angulos ¢ e y do esqueleto
peptidico. O sistema foi entdo colocado em uma caixa retangular de lados
18,64 A, 18,64 A e 62,16 A , conforme procedimento descrito no capitulo
5, com 645 moléculas de agua do modelo SPC (fig. 6-7).

f - - ( 3:\
&‘3{" i';} =3¢
i ;*yaw"} ;«,

Fig. 6-7 : Polialanina em conformagéo hélice-a (a) em agua (b).
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A geometria do sistema foi otimizada pela técnica de minimizacgao
de energia, com o emprego consecutivo dos métodos steepest descent e
dos gradientes conjugados. Foram definidos valores nulos para as
velocidades atdémicas iniciais e a dindmica molecular foi iniciada com um
aquecimento do sistema até 300 K nos primeiros 10 ps. Alcancada esta
temperatura, sua manutencao foi obtida com um reescalonamento direto
das velocidades (eq. 3-12 e 3-14) até 50 ps. A partir dai, o sistema foi
acoplado fracamente a um banho térmico, com tempo de relaxacao
caracteristico 1 = 0,1 ps (eq. 3-12 e 3-15), e a dinadmica prosseguiu até
que um tempo total de 300 ps fosse completado. O método shake foi
empregado e as distancias Ow - Hw € Hw - Hw das moléculas de agua e
N - H da polialanina foram mantidas constantes com a imposi¢ao de
vinculos apropriados. O modelo de atomos unidos (ver apéndice A) foi
utilizado para os atomos de hidrogénio ligados aos atomos de carbono C,
e Cy, do grupo metila. As equagdes de movimento (3-6) e (3-8) foram
integradas com um passo de tempo de 1 fs. Um raio de corte de 9 A foi
definido para os calculos das interagdes entre atomos nao-ligados.
Variacoes da temperatura e energias cinética, potencial e total foram
registradas a cada 0,1 ps. As conformacgdes do sistema e os angulos

diedros ¢ e y foram acompanhados e registrados a cada 0,1 ps.

Para uma avaliacdo do efeito do solvente explicito sobre a
conformacdo helicoidal da polialanina zwitteribnica, a mesma
conformacédo inicial foi simulada em solvente representado como um
continuo, caracterizado pela constante dielétrica e = 80.
Complementando o estudo, uma terceira simulacéo foi realizada, com o

sistema em um meio continuo com ¢ = 1, representando o vacuo.
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6.2.2 Resultados

O comportamento energético dos trés sistemas simulados foi
acompanhado durante a dinamica. A figura 6-8 apresenta o resultado
obtido para o sistema polialanina em solvente explicito. As fases de
aquecimento, reescalonamento direto das velocidades atdmicas e
acoplamento fraco do sistema a um banho térmico podem ser

identificadas visualmente nesta figura.

Na figura 6-9 sdo apresentados os diagramas de Ramachandran
[17,71] obtidos para a polialanina modelada em solvente explicito (a), em
solvente representado como um meio continuo, com g =80 (b) € no
vacuo, com & = 1 (c), em diferentes fases da dinamica: de 0 a 100 ps, de
100 a200 ps € de 200 a 300 ps. A evolucao temporal dos angulos
diedros ¢ e y indica uma forte dependéncia com meio. Na simulacdo em
solvente explicito, esses angulos permanecem, durante toda a dinamica,
com valores proximos aos iniciais. Valores meédios de (-60+7)° e
(- 46 £ 7)° sdo estimados, respectivamente, para ¢ e vy, estando em
acordo com os valores (- 57° -47°, que definem as estruturas em
hélice-a [17]. Nos outros dois sistemas, o mesmo nao é observado. Logo
nas primeiras dezenas de picossegundos de dinamica a hélice ja é
desfeita, com as conformag¢des ocupando também o quadrante superior
esquerdo do diagrama, com alto nivel de dispersdao, no meio continuo

com ¢ = 80 , e os quadrantes da direita, no vacuo.
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Fig. 6-8 : Acompanhamento temporal das energias cinética (E), potencial
(Ep) e total (Er) para o sistema composto pela polialanina e moléculas de

agua.

51



0-100ps 100 - 200 ps 200 - 300 ps

180 . r v - 180 : : 180
120 4 4 120 1 120
60 . - 60 - - 60 4
o
S ; ° —— ¢ % (a)
- o
1-‘ . ..,
60 B 60 R o B 60 - 4
e, L]
-120 4 1 120 E -120 4 {
-180 T T T T -180 T T T T -180 T T T T
.80 120 60 O 60 120 180 180 120 60 60 120 180 180 120 -60 60 120 180
180 180 - 180
. .
hj -, 1
. ’ .
120 120 » R 120 " 40 * s E
¢ i : . e B
i - °
s0d oF = 60 E 60+ IA5 ~ 1
. - 8
3 o8
[ [ L] . g!’{.’ 2. - b
> eI (b)
. I- -
60 « -60 N 1 60 ]
'
1204 120 1 120 q
-180 T T T T -180 T T T T -180
-180 120 60 60 120 180 180 120 60 0 60 120 180 -180 120 60 0 60 120 180
180 . . . . 180 . . . . 180 . . .
e Seene r. .
1204 o PR R f 120 . , 1 1204 o .
&;‘ ﬁ - . 3 ‘!
60 % 1 60+ 4 3 1 60 4 )
. & 1
&;-; . ) L] )Y
28 o I -
E D B 5 " ° ° (c)
e o : o, ..t
4 s .
120 - 1 120 1 1204
180 . . . . -180 . . . . 180
-180 120 60 0 60 120 180 -180 120 60 o 60 120 180 180 120 60 60 120 180

Fig. 6-9 : Diagramas de Ramachandran obtidos em diferentes estagios da
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A figura 6-10 apresenta o resultado da monitorizagao da distancia
entre os atomos de nitrogénio do terminal amina e carbono do terminal
carboxila, aqui identificados por Nt e Cr, durante a dinadmica da
polialanina nos trés meios. Para uma hélice-a ideal, composta por vinte
residuos, o valor esperado para essa distancia é 30 A [12-14]. Porém, a
figura 6-10 mostra que, enquanto a distancia Nr- Ct manteve-se
proxima da distancia ideal na simulagdo em solvente explicito, nos
outros dois casos os terminais sofreram uma atracido, de menor ou maior
intensidade, nos meios com & = 80 e g = 1, respectivamente. Distancias
médias Nr - Cr foram calculadas para os trés sistemas, no intervalo de
dinamica entre 100 e 300 ps, sendo obtidos os valores (30 £ 1) A,
(8+3)A e (3,1 +£0,1)A, respectivamente para as simulagées no solvente

explicito, no meio continuo € no vacuo.

A figura 6-11 mostra a conformacao da polialanina apés 300 ps de
dinadmica nos trés meios, evidenciando a desestabilizacido da hélice,
quando simulada nos meios continuos, € a sua manutencdo, quando

simulada em solvente explicito.

A estruturagdo do solvente ao redor da polialanina pode ser
avaliada por meio das fungdes de distribuigao radial de pares. A figura
6-12 apresenta as distribui¢des das moléculas de agua ao redor dos
atomos de carbono C; , hidrogénio Hr do terminal amina e oxigénio Or do
terminal carboxila, calculadas a partir das conformacoes obtidas entre
100 ps e 300 ps de dindmica. E clara a diferenca entre as fungdes g(r)
apresentadas, no que diz respeito a forma e posi¢gdes dos picos. Para os
pares C; - Ow , a distribuigéo € larga, com pico em 3,40 A, caracteristica
da solvatagdo de grupos apolares [7,72,73], enquanto uma forte
estruturagado, caracterizada por picos estreitos € bem definidos, é

evidenciada para as distribuicées da agua ao redor dos terminais.
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As posicoes dos picos em 1,93 A e 1,86 A, respectivamente para os pares
Hr - Ow e Ot - Hw, indicam interacdo por pontes de hidrogénio entre os

terminais € moléculas de agua vizinhas.

Portanto, a analise dos resultados apresentados indica que, na
simulacdo da polialanina em solvente explicito, a estruturacdo da agua
ao redor dos terminais atua no sentido de blindar a interacdo de carater
atrativo entre eles, enquanto a hélice, circundada pela cavidade de
exclusdo hidrofébica, permanece protegida e estavel. A presenca dessa
cavidade, protegendo o esqueleto peptidico, € confirmada pelo calculo das

funcoes de distribuicao radial de pares H - Ow € O - Hw .

A funcdo de distribui¢do radial foi calculada para os atomos de
oxigénio do grupo C = O e hidrogénio do grupo N - H da polialanina em
solvente explicito, apresentando um pico em 1,92 A, correspondente a
ponte de hidrogénio O - H entre os residuos n € n + 4 . Conformagdes
registradas durante a dinamica foram monitoradas com o programa
RASMOL [74], que revelou uma variagcdo entre 15 e 17 pontes de

hidrogénio envolvendo os residuos n e n + 4.

A figura 6-13 apresenta as fung¢des de distribui¢cdo radial para as
moléculas de agua no sistema polialanina em agua. Pouca diferenca é
observada quando essas funcgdées sdo comparadas com as funcoes
apresentadas na figura 6-3, para sistemas compostos por agua pura.
Para os pares Ow - Ow o pico da distribui¢do encontra-se posicionado em
2,77 A , para os pares Ow - Hw as posi¢es do primeiro e segundo picos
sdo 1,79 A e 3,27 A, respectivamente, enquanto 2,43 A e 3,89 A sdo as

posi¢oes do primeiro e segundo picos para os pares Hw - Hw .
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(b)

Fig. 6-11 : Conformacao da polialanina apés 300 ps de dinamica em

solvente explicito (a), em meio continuo, com € = 80 (b) e no vacuo, com

g€=1 (c).
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Fig. 6-12 : Funcoes de distribuicao radial de pares para moléculas de
agua (atomos Ow e Hw) ao redor dos atomos C; (grupo metila), Hr (terminal

amina) e Or (terminal hidroxila) da polialanina.
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Apesar de todos os resultados apresentados e discutidos
apontarem para a estruturagdo da agua ao redor da polialanina como a
principal responsavel pela diferenca entre o comportamento
conformacional dos sistemas estudados, simulacoes em ¢ =80 e e¢=1
foram refeitas, agora com o emprego de um raio de corte, utilizado, até
entdo, somente na simulacdo em solvente explicito. O objetivo foi
esclarecer se o emprego de um corte nas interagdoes entre atomos
nao-ligados nos sistemas modelados em meio continuo também néo
levaria a um bloqueio nas interacoes atrativas entre os terminais e,
conseqientemente, a uma manutencdo da estrutura helicoidal desses

sistemas.

O mesmo procedimento descrito anteriormente foi utilizado para a
otimizagcdo da geometria e dindmica de 300 ps dos dois sistemas. As
conformacodes e os angulos diedros ¢ e y foram acompanhados durante a

dinamica e registrados a cada 0,1 ps.

A figura 6-14 apresenta os diagramas de Ramachandran obtidos,
em diferentes estagios da dinamica, para a polialanina simulada em meio
continuo, com £€=80 (a) € no vacuo, com g=1 (b). Os diagramas
mostram o mesmo comportamento daqueles apresentados na figura 6-9,
obtidos a partir das simulac¢dées sem a adogado de um raio de corte. A
hélice é igualmente desestabilizada nas primeiras dezenas de
picossegundos de dinadmica. No meio aquoso continuo a ocupagdo
adicional do quadrante superior esquerdo, com alto nivel de disperséo, é
imediata, enquanto no vacuo os quadrantes da direita também sé&o

ocupados.
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Conforme exposto no inicio do capitulo € de acordo com referéncias
citadas, espera-se que conformacdes helicoidais de pequenas cadeias de
alanina nao sejam estaveis em solugdes aquosas. Com o objetivo de
verificar a habilidade do programa THOR em reproduzir a relagcido entre
estabilidade helicoidal e tamanho da cadeia, uma cadeia composta por

oito alaninas, em conformacéo inicial hélice-a foi gerada e simulada.

Seguindo o mesmo procedimento descrito anteriormente, um
sistema zuwitteriénico foi construido e colocado em uma caixa retangular
de lados 18,64 A, 18,64 A e 27,97 A, contendo 291 moléculas de agua. A
geometria do sistema foi otimizada e uma dinamica de 300 ps foi
realizada. As conformacgdes do sistema e os dngulos diedros ¢ e y foram

acompanhados durante a dindmica e registrados a cada 0,1 ps.

A figura 6-15 apresenta os diagramas de Ramachandran obtidos
para o sistema, em diferentes fases da dinamica. A figura mostra que, ao
contrario do sistema formado por vinte alaninas em agua explicita, o
sistema helicoidal formado por oito alaninas nao permanece estavel

durante a dinamica.
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Fig. 6-15 : Diagramas de Ramachandran obtidos em diferentes estagios da

dinamica do sistema composto por oito alaninas em solvente explicito.
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6.3 Triptofano

O triptofano € uma importante sonda fluorescente, amplamente
utilizada para monitorar propriedades estruturais € dinamicas de
proteinas e peptidios contendo este aminoacido [75-78]. Um
entendimento detalhado de seu comportamento fluorescente €, portanto,
requerido para uma interpretacdo adequada dos resultados
experimentais [79]. Decaimentos multiexponenciais caracterizam os
espectros de fluorescéncia do triptofano, em diferentes solugdes e pH'’s,
estando ele na forma de mondmeros ou presente na estrutura de
proteinas e peptidios [78,80-84]. Para o triptofano zwitteriénico em agua,
em pH 7, foi observado que uma func¢ao do tipo biexponencial ajusta-se
adequadamente a curva de decaimento fluorescente [80]. Com base
nesse comportamento, foi criado um modelo propondo a presenca de
multiplas conformagdes do triptofano no estado fundamental, que nao se
interconvertem durante o tempo de vida da fluorescéncia [80]. Séo
sugeridas seis conformagoes, obtidas por rotagoes dos angulos diedros
x1 € x2 em torno das ligagbes N-C,-Cy-C, e C,-C4-C,-Cy2,
respectivamente (fig. 6-16). Para y1 sdo sugeridos valores proximos a

60°, 180° e 300°, definindo as conformacgées gauche™ (g'), trans (t) e

gauche (g'), e para y2 valores proximos a 90° e 270° definindo as

conformacgdes perpendicular (perpyz) e antiperpendicular {antiy ).

Embora a heterogeneidade conformacional do triptofano seja
confirmada por analise de resultados experimentais obtidos por técnicas
de ressonancia magnética nuclear [78,85] e espalhamento de raios-X
[86], uma correlagdo direta entre as seis conformagdes propostas € o seu

espectro de fluorescéncia resolvido no tempo néo € ainda clara.
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Estudos de dinamica molecular procuram por estados
conformacionais estaveis, analisando interconversdes dos angulos y1 € ¥2
e tentando encontrar alguma relagcdo com as caracteristicas fluorescentes
do triptofano, porém discrepancias tém sido encontradas [79,87].
Resultados obtidos em simulac¢des tém mostrado forte dependéncia com
o modelo utilizado para o solvente, representado explicitamente ou como
um continuo, bem como com o modelo atémico adotado, com os atomos
de hidrogénio apolar representados um a um ou unidos aos atomos de
carbono (ver apéndice A) [87]. A frequiéncia de interconversées de 1 € 2
é maior para um ou outro angulo, dependendo do modelo adotado.
Resultados de dinamica do triptofano, realizada com o programa THOR,
em solvente representado como um continuo [4], mostram mudancas
conformacionais por interconversées somente do angulo y2 , ndo sendo

observadas interconversdes do angulo y1 .

Fig. 6-16 : Aminoacido triptofano, com representacdo dos angulos y:1 € %2
definidos em torno das ligagbes N-C,-Cs-C, e C,-C5-C,-Cs,

respectivamente.
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6.3.1 Simulacao

Seis modelos para o triptofano zwitteriénico foram gerados a partir
das seis conformacées sugeridas na literatura [79,80], diferenciadas por

valores dos angulos diedros y1 e 2 (tabela 6-1).

conformacéo inicial Y1 (grau) ¥2 (grau)
(@  antiya g 60 270
(b)  antiyat 180 270
(c) antiy2 g 300 270
(d) perpy2 g" 60 90
(e) perpyz t 180 90
() perpyz g 300 90

Tabela 6-1: Conformacodes iniciais do triptofano modelado, definidas por

valores de y1 € %2 , sugeridos na literatura [79,80].

Cada triptofano foi colocado em uma caixa ctibica de lado 15,54 A,
conforme procedimento descrito no capitulo 5, com 110 moléculas de

agua do modelo SPC (fig. 6-17).

A geometria de cada sistema foi otimizada pela técnica de
minimizacdo de energia, com o emprego consecutivo dos métodos
steepest descent e dos gradientes conjugados. Foram definidos valores
nulos para as velocidades atomicas iniciais e a dindmica molecular foi

iniciada com um aquecimento do sistema até 300 K nos primeiros 10 ps.
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Alcancada esta temperatura, sua manutencido foi obtida com um
reescalonamento direto das velocidades (eq. 3-12 e 3-14) até 100 ps. A
partir dai, o sistema foi acoplado fracamente a um banho térmico, com
tempo de relaxacio caracteristico T=0,1 ps (eq. 3-12 e 3-15), e a
dindmica prosseguiu até que um tempo total de 4 ns fosse completado. O
método shake foi empregado e as distancias Ow - Hw € Hw - Hw das
moléculas de agua e N - H do triptofano foram mantidas constantes com
a imposi¢cdo de vinculos apropriados. O modelo de atomos unidos (ver
apéndice A) foi utilizado para os atomos de hidrogénio ligados aos atomos
de carbono alifaticos e aromaticos. As equag¢des de movimento (3-6) e
(3-8) foram integradas com um passo de tempo de 1 fs. Um raio de corte
de 7,77 A foi definido para os calculos das interacées entre Atomos
nao-ligados. Variagdes da temperatura e energias cinética, potencial e
total foram registradas a cada 0,1 ps. As conformag¢des dos sistemas e os
angulos y1 € y2 foram monitorados durante a dinamica e registrados a

cada 0,1 ps.

Fig. 6-17 : Aminoacido triptofano em agua.
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6.3.2 Resultados

O comportamento energético dos seis sistemas simulados foi
acompanhado durante a dinamica. A figura 6-18 mostra o resultado
obtido para o sistema perpy2g . As fases de aquecimento,
reescalonamento direto das velocidades atémicas e acoplamento fraco do
sistema a um banho térmico podem ser identificadas visualmente na

figura apresentada.

A estruturacdo das moléculas de agua ao redor do triptofano foi
avaliada por meio das func¢des de distribuicdo radial de pares, calculadas
a partir de conformacoées registradas entre 0,3 € 2 ns de dindmica. Para
todos os sistemas, as funcdes analisadas apresentaram um
comportamento bastante similar. Como sera visto a seguir, isto é devido
ao fato que, durante a maior parte do tempo da dinadmica, os seis
sistemas modelados assumem as mesmas conformacdes. Deste modo,
funcdes médias foram calculadas a partir das distribuigées obtidas para
cada sistema e sdo apresentadas na figura 6-19. A fungdo para os pares
C-Ow, com C representando os atomos de carbono dos anéis
aromaticos, mostra uma distribuicdo larga, com pico em 3,78 A,
caracterizando o comportamento hidrofébico da regido, enquanto uma
forte estruturacido da agua é observada ao redor dos atomos de
hidrogénio Ht do terminal amina e oxigénio Or do terminal carboxila,
com picos estreitos € bem definidos em 1,97 Ae 1,86 A, respectivamente,
caracterizando interacdes por pontes de hidrogénio entre o solvente e os

terminais.
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Fig. 6-18 : Acompanhamento temporal das energias cinética (Ec), potencial

(Ep) e total (E1) durante a dinamica do sistema (f), definido na tabela 6-1.
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Fig. 6-19 : Fun¢ées de distribui¢do radial de pares para moléculas de agua
(atomos Ow e Hw) ao redor dos atomos de carbono dos anéis aromaticos

(C), hidrogénio do terminal amina (Hrt) e oxigénio do terminal hidroxila (O7).
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As figuras 6-20 e 6-21 apresentam a evolugdo temporal dos
angulos x1 e 2 dos seis sistemas modelados, monitorada durante 4 ns de
dinadmica. A figura 6-20 mostra que, embora os sistemas (a) e (d) tenham
sido iniciados na conformagio g' (y1 = 60°), o sistema (d) abandona-a
definitivamente apés poucas dezenas de picossegundos, enquanto o
sistema (a) se mantém nessa conformac¢do por mais de 400 ps, voltando
a assumi-la ap6s 3 ns de dinamica e ai permanecendo por cerca de uma
centena de picossegundos. Os sistemas (c) e (f), iniciados na conformacao
g (x1=300°), também assumem a conformag¢éo g', mas com pouco
tempo de permanéncia. O sistema (c) a assume pouco antes de completar
2 ns e 4 ns de dinamica e o sistema (f) pouco antes de 4 ns. Os sistemas
(b) e (e), iniciados na conformacgdo t (y1 = 180°, ndo assumem a
conformacio g em momento algum. A figura 6-20 também mostra que,
independentemente da conformagéao inicial adotada, durante a dinamica
todos os sistemas assumem, na maior parte do tempo, a conformacéo g,
com rapidas transi¢oes, da ordem de dezenas de picossegundos, para a
conformacéo t. Em relacdo ao angulo y2 , a figura 6-21 mostra um maior
equilibrio entre as conformacdes perpy> (x2 = 90°) e antiyz (x2 = 270°)
assumidas, com transicées ocorrendo na escala de centenas de

picossegundos.

A partir de um levantamento da freqiéncia de visitagdo dos
angulos x1 e y2 durante os intervalos de tempo de dindmica de O a 2 ns e
de 0 a 4 ns, as distribuigcées angulares parciais e totais foram
construidas para os seis sistemas simulados e estdo apresentadas nas
figuras 6-22 e 6-23. Pouca diferenc¢a € observada entre as distribuicoes
parciais e totais obtidas para o angulo y:1 (fig. 6-22). A relagdo de
proporcionalidade entre as trés conformag¢des definidas por esse angulo

fica, naturalmente, melhor delineada, quanto maior for o tempo de
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dinamica. Para o angulo y2 (fig. 6-23), uma maior diferenca é observada
quando as distribuicdes parciais e totais sdo comparadas, mas, de um
modo geral, elas indicam que todos sistemas caminham para um
equilibrio entre as duas conformacdes definidas por esse angulo, com

uma leve tendéncia para a conformacao perpy_2 .

As tabelas 6-2 e 6-3 apresentam os valores médios e desvios
padrao das distribui¢cdes totais dos angulos y1 € y2 , respectivamente, e a
porcentagem do tempo em que o0s sistemas permaneceram em cada
conformacdo, durante 4 ns de dinamica. A tabela 6-2 mostra que em
todas as simulacdes os sistemas assumiram a conformacido g em mais
do que 70% do tempo de dindmica, com valores de x1 mantidos em torno
de 294°, entre 10% e 20% do tempo os sistemas assumiram a
conformacao t, com valores de 1 mantidos em torno de 194°, € no
tempo restante, menos que 10%, exceto para o sistema (a), os sistemas
assumiram a conformacio g’ , com valores de 1 mantidos em torno de
55° . De acordo com a tabela 6-3, um maior equilibrio foi observado entre
as conformacoes definidas pelo angulo %2 , mantido em torno de 112°, em
cerca de 60% do tempo total de dinamica, e em torno de 265° , no tempo

restante.

Portanto, os resultados das simulacdées de dinamica dos seis
sistemas compostos por triptofano em agua representada explicitamente,
gerados a partir das conformagdées propostas para explicar o
comportamento fluorescente do triptofano, com base na possivel
heterogeneidade do estado fundamental, indicam que em todos os casos
o triptofano assume, durante 70% a 80% do tempo, apenas duas
conformacgées. Deste modo, o decaimento biexponencial observado pode

estar relacionado com as populacées possuindo as conformacoes

perpy2g e antiya g .
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Os resultados encontrados nas simulagbes encontram-se em
acordo com os obtidos por experimentos de ressonédncia magnética
nuclear, que indicam que o triptofano em solucdo assume uma
conformacao predominantemente do tipo perpyz g [85], sendo que outras
conformagdes contribuem com pelo menos 20% ou possivelmente 40% da
populacao. Além disso, medidas feitas por espalhamento de raios-X de
proteinas mostram que S57% do triptofano da amostra apresenta-se na
conformacédo com 1 em torno de 290°, 30% em torno de 190° e 13% em

torno de 61° [86].

Os resultados obtidos nas simula¢des sao também coerentes com
estudos teodricos sobre a desexcitacdo do triptofano por transferéncia de
elétrons [88]. Estes estudos indicam que tal processo de desexcitacao
nao radiativo é dominante para as conformagées g* e t, enquanto para as
conformacdes g a transferéncia de elétrons estd competindo com a
fluorescéncia, e portanto somente essas conformagoées podem estar
relacionadas com o decaimento do estado excitado por emissdo

fluorescente.
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Fig. 6-20 : Evolucao temporal do angulo %: dos seis sistemas apresentados

na tabela 6-1, durante 4 ns de dinamica.
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Fig. 6-21 : Evolucao temporal do angulo y2 dos seis sistemas apresentados

na tabela 6-1, durante 4 ns de dinamica.
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Fig. 6-22 : Distribuicées do angulo %1 dos seis

sistemas modelados,

obtidas durante os intervalos de tempo de dinamica de O a2 ns e O a 4 ns.
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Fig. 6-23 : Distribui¢cdes do angulo y2 dos seis sistemas modelados,

obtidas durante os intervalos de tempo de dindmica de 0 a2 ns e 0 a 4 ns.




sistema <Y1 > c % permanéncia

(@) 54,3 11,1 13,74
193,9 11,9 11,99
294,4 11,5 74,27
b)) e e e
194,8 12,4 12,47
294,0 11,7 87,53
(c) 53,5 10,3 8,08
192,9 11,7 19,73
294,0 11,7 72,12
(d) 56,9 12,7 1,67
195,2 11,9 16,47
294,3 11,8 81,86
e e e e
195,0 13,3 11,56
294,0 11,6 88,44
® 55,9 11,6 2,29
192,6 11,6 15,25
2939 11,6 82,46

Tabela 6-2: Valores médios e desvios padrao (grau) das distribuicées do
angulo y1 e porcentagem do tempo de permanéncia na conformacgao

referida, obtidas para cada sistema, durante 4 ns de dinédmica.



sistema < Y2 > c % permanéncia
(@) 112,0 22,1 59,67
262,8 19,5 40,33
(b) 111,7 23,3 55,57
267,4 17,9 44,43
(c) 111,1 23,4 47,32
264,0 18,9 52,68
(d) 111,0 23,1 58,54
265,6 19,6 41,46
(e) 113,1 24,2 68,29
267,0 19,1 31,71
(f) 110,5 21,8 63,70
260,4 22,1 36,30

Tabela 6-3: Valores médios e desvios padrdo (grau) das distribuicées do

angulo y2 e porcentagem do tempo de permanéncia na conformacao

referida, obtidas para cada sistema, durante 4 ns de dinamica.
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7 Conclusao

Apesar da existéncia de diversos programas académicos e
comerciais de modelagem molecular, a necessidade de ter em maos
ferramentas proprias, que permitissem uma maior compreensido dos
calculos e resultados envolvidos, além de total liberdade de intervencao
em modelagens especificas, levou ao inicio do desenvolvimento do
programa THOR, em 1992, e ao seu continuo aperfeicoamento no

decorrer dos anos.

Esta tese consiste em uma série de implementag¢oes efetivadas no
programa, ampliando sua capacidade de modelar biomoléculas em
solugdo, com a possibilidade de representacao explicita das moléculas do
solvente. Resultados obtidos em simulacdes de alguns sistemas mostram

a habilidade do programa em realizar esse tipo de modelagem.

Para a simulacdo do solvente composto por moléculas de agua,
foram incorporados ao banco de dados do THOR parametros de trés
modelos para a agua: SPC, SPC/E e TIP3P, propostos na literatura. Os
resultados obtidos indicam que os trés modelos sdo equivalentes, quando
simulados com o THOR, apresentando propriedades estruturais bastante
similares entre si e em acordo com resultados experimentais. No entanto,
por apresentar, de maneira sistematica, um comportamento
intermediario em relacdo as posigoes e alturas dos picos das func¢odes de
distribuicao radial de pares analisadas, o modelo SPC foi escolhido para
ser adotado como solvente nas simulacoées de biomoléculas em agua

representada explicitamente.

Uma polialanina zwitteribnica, composta por vinte residuos

aminoacidos, formando uma estrutura inicial em hélice-a, foi simulada

78



em trés diferentes meios: solvente aquoso explicito, meio continuo com
constante dielétrica € = 80, representando a agua, € no vacuo, com € = 1.
Os resultados mostram que a estrutura helicoidal sé6 é mantida estavel
no primeiro caso, desfazendo-se nos dois 1ultimos. A analise dos
resultados aponta para a estruturacdo das moléculas de agua ao redor
da polialanina como a principal responsavel pela sua manutencao,
quando simulada em solvente explicito, com ambos os terminais
envolvidos em interacbes por pontes de hidrogénio com moléculas de
agua vizinhas e os grupos metila imersos em uma regido de exclusao
hidrofébica, protegidos de quaisquer interagoes com o solvente. Por outro
lado, a estrutura em hélice-a de uma cadeia composta por oito alaninas
niao é mantida durante a simulagdo em Aagua representada
explicitamente, em acordo com as previsoes para cadeias helicoidais
pequenas. Deste modo, o programa THOR conseguiu reproduzir, para as
duas cadeias modeladas, a relagao esperada entre estabilidade helicoidal
e tamanho da cadeia. Um estudo mais sistematico, no entanto, devera

ser efetuado, para uma verificagdo mais exata dessa relagao.

Foram realizadas também simula¢des de seis sistemas compostos
por um aminoacido triptofano em agua representada explicitamente. As
conformagées iniciais foram construidas de acordo com um modelo que
sugere a coexisténcia de multiplas conformagdes do triptofano no estado
fundamental para explicar o seu comportamento fluorescente. As
conformacgées sao geradas pela combinacao de trés valores para o angulo
diedro y1 , definindo as conformagdes gauche® (y1 = 60°), trans (x1 = 180°)
e gauche (x1 = 300°), e dois valores para o angulo diedro y2 , definindo as
conformagées perpendicular (x2 = 90°) e antiperpendicular (y2 = 270°). Os
resultados das simulag¢des de dindmica dos seis sistemas mostram que

em todos os casos o triptofano assume, durante 70% a 80% do tempo,
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apenas duas conformagbdes: gauche  perpendicular e gauche
antiperpendicular. Deste modo, o decaimento biexponencial observado no
espectro de fluorescéncia do triptofano pode estar relacionado com as

populagdes possuindo essas duas conformagoes.

De um modo geral, os resultados obtidos nas simulacoes
realizadas indicam que as implementagées das técnicas para
representacdo explicita do solvente composto por moléculas de agua
foram efetivadas com sucesso. Como continuidade deste trabalho, outros
solventes € meios mais complexos, como interface agua/membrana,

deverao ser modelados com o emprego do programa THOR.
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Apéndice A: Arquivos do programa THOR

Neste apéndice sdo apresentados alguns exemplos de arquivos de
entrada e saida do programa THOR, seus formatos e as informacgdes

neles contidas.

Todos os arquivos do programa THOR ficam armazenados em trés

diretorios: data, data-in e data-out.

O diretério data contém o banco de dados do THOR, baseado no
banco de dados do GROMOS, usado para a construcido dos arquivos de
entrada. O arquivo thor-1.dat contém os nomes € as massas dos atomos e
o arquivo thor-13.dat contém as suas cargas em cada residuo
aminoacido. Esses dois arquivos sdo usados na constru¢ido do arquivo
molécula.IN. Os arquivos thor-2.dat, thor-3.dat, thor-4.dat e thor-8.dat
contém informacdes sobre os parametros dos potenciais harmoénicos,
diédricos e torcionais do campo de forca e sdo usados na construcio do
arquivo molécula.TOP. Os arquivos thor-9.dat, thor-10.dat e thor-12.dat

contém informacoes sobre os parametros do potencial de Lennard-Jones.

O diretério data-in contém os arquivos de entrada molécula.IN e
molécula.TOP e o arquivo de saida molécula. NEW, utilizado como arquivo
de entrada em simulacées subsequientes. Este diretério contém ainda o
arquivo DINAMICA.DAT, com os parametros necessarios para os calculos

de dinamica molecular.

O diretério data-out contém os arquivos de saida molécula.OUT,
molécula.DHA, molécula.DBK, molécula.PDB, molécula. DMM e

molécula.XYZ, com os resultados obtidos nas simulacdes.
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A.1 Arquivos IN e NEW

A primeira informac¢do que um modelo molecular deve conter é
sobre os tipos atdmicos do sistema. No THOR, atomos iguais séo
designados por diferentes nomenclaturas, de acordo com sua localizagao
ou funcdo nos diferentes residuos. Por exemplo, atomos de oxigénio
podem ser designados por O (oxigénio da carbonila C = O), OM (oxigénio
da carboxila COO™ ), OA (oxigénio da hidroxila OH) ou OW (oxigénio
pertencente a uma molécula de agua), os atomos de hidrogénio podem
ser designados por H (hidrogénio ligado ao nitrogénio), HO (hidrogénio da
hidroxila), HW (hidrogénio pertencente a uma molécula de agua) ou HS

(hidrogénio ligado ao enxofre), etc.

Além disso, um procedimento comumente utilizado ¢ que leva a
uma grande redugao no numero total de atomos do sistema é o emprego
do modelo de atomos unidos. No THOR, os atomos das ligagbes C - H sdo

considerados como atomos tnicos CH1, CH2, CH3, etc.

O arquivo com extensdo IN é um arquivo de entrada do programa
THOR que contém informagées sobre o tipo de modelagem que sera feito,
os termos do campo de for¢a que serdo considerados, os tipos atémicos
do sistema e suas posigoes, as especificacdes das ligacdes covalentes de
todo o sistema, as cargas € os residuos aminoacidos dos quais cada
atomo faz parte. Este arquivo pode ser gerado manualmente ou com a
utilizacado de programas especificos, como aqueles descritos no capitulo 5
para sistemas constituidos por biomoléculas em agua explicitamente
representada. As duas primeiras linhas do arquivo sdo reservadas para
comentarios. As duas linhas seguintes contém o “menu” de opgdes para
os calculos e informagdes que devem ser guardadas no decorrer da

simulagcdo. OTMZ ou OPT3 indicam que calculos de minimizacdo de
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energia serdo realizados usando o método steepest descent ou dos
gradientes conjugados, respectivamente, € MD indica que calculos de
dinamica serao efetuados. As siglas HOOK, FTHET, FDHI e FDHP
indicam que seréo incluidos no calculo do potencial, respectivamente, o
potencial harmoénico linear, o potencial harmoénico angular, o potencial
diédrico improéprio e o potencial torcional préprio, enquanto as siglas
NBBC e NBCVW determinam a inclusido do calculo das interagcdes entre
atomos nao-ligados, com ou sem utilizagdo de condi¢des de contorno
periodicas. SHAKE indica que o método shake sera empregado para a
manutencdo de vinculos de distdncia, BEREN=0,1 indica que o sistema
sera acoplado a um banho térmico com tempo caracteristico t = 0,1 ps
(eq. 3-15), SLIDE indica que as posi¢does dos atomos serdo gravadas no
arquivo XYZ e WRTDBK as posi¢des e velocidades dos atomos serao
gravadas no arquivo DBK. As duas linhas seguintes contém os
parametros utilizados na minimizacao da energia: o valor do passo inicial
usado no deslocamento das coordenadas atémicas (A) e o valor da
precisao do potencial (kcal/mol), que determina o término da otimizacéo.
As seis linhas consecutivas contém as seguintes informagdes: constante
dielétrica, dimensdo da caixa usada nas condi¢cdes de contorno
periodicas (A), raio de corte (A) e raio para a construcio da lista de

vizinhos (A).

Exemplo:

Comentario
Comentario
MD HOOK FTHET FDHP FDHI NBBC SHAKE BEREN=0,1 WRTDBK

0.1000000 Passo inicial usado na minimizagéo

0.0001000 Precisdo no calculo do potencial

1.0000000 Constante dielétrica ¢
18.64954548 Lado X da caixa para condi¢des de contorno periddicas
18.64954548 Lado Y da caixa para condi¢des de contorno periddicas
18.64954548 Lado Z da caixa para condi¢des de contorno periddicas

9.0000000 Raio de corte
10.0000000 Raio para lista de vizinhos
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As linhas seguintes contém informacgdes sobre o sistema modelado:
identificacdo numérica do atomo no sistema, tipo atémico na
nomenclatura do GROMOS, posicdo cartesiana (x,y,z) dos atomos (A),
especificacdes das ligacdes covalentes, cargas atémicas (unidade de carga
eletronica), tipo atdbmico na nomenclatura PDB (Brookhaven Protein Data
Bank), residuo aminoacido do qual o atomo faz parte e o nimero do

residuo no sistema.

Exemplo:

1 H -09950 1.3920 10200 3 0 O O O O 0248 H TRP 1
2 H -09950 1.3920 26530 3 0O O O O O 0248 H TRP 1
3 NL -0.4180 1.3920 18370 1 2 4 5 0 O 0129 N TRP 1
4 H 0.1500 22080 18360 3 0 O O O O 0248 H TRP 1
5 CH1 0.4310 0.1920 1830 3 6 17 0 0 O 0.127 CA TRP 1
6 CH2 13140 0.1920 0580 5 7 0 O O 0 0.000 CB TRP 1

As posigoes atdmicas também podem ser dadas em coordenadas
internas (rj, Bijk, Oik1), em vez de coordenadas cartesianas. Esta facilidade
¢ bastante itil nos casos em que conformacgoes iniciais especificas devem
ser consideradas. Neste caso, o “menu” deve conter a opcdo INTERNAL, e
as linhas com informacgdes sobre o sistema devem conter o tipo atéomico,
as coordenadas internas (A e grau) e os atomos (i,j,k,l) envolvidos nas
especificacdes das coordenadas internas, as cargas atémicas (unidade de

carga eletronica) e as ligagcdes covalentes.

Exemplo:

H 0.000 000 000 O O O O 0248 3 0 0 0 0 O
H 1.633 000 000 1 O O O 0248 3 0 O 0 0 O
NL 1.000 3525 000 2 1 0 O 0129 1 2 4 5 0 O
H 1.000 10950 12000 3 2 1 0 0248 3 0 O O O O
CH1 1470 109.50 24000 3 2 1 0 0127 3 6 17 0O 0 O
CH2 1530 109.50 18000 5 3 2 0 0000 5 7 0 O O O
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Nos calculos de dinamica, as velocidades atémicas iniciais podem
ser geradas a partir de uma distribuicdo de Maxwell-Boltzmann (eq. 3-
10) ou podem ser definidas no arquivo IN. Neste caso, as linhas seguintes
desse arquivo devem conter a identificag¢do numeérica do atomo no

sistema, o tipo atémico e as componentes da velocidade (vx,vy,vz) (A ps-1).

Exemplo:

1 H 0.00000 0.00000 0.00000
2 H 0.00000 0.00000 0.00000
3 NL 0.00000 0.00000 0.00000
4 H 0.00000 0.00000 0.00000
5 CH1 0.00000 0.00000 0.00000
6 CH2 0.00000 0.00000 0.00000

Quando uma simulacdo de minimizacdo de energia ou dinamica
molecular é finalizada, um arquivo com extensdao NEW ¢é gerado no
mesmo formato que o arquivo IN, contendo as informacodes das novas
posicoes e velocidades alcancadas. Posteriormente a extensdo desse
arquivo devera ser modificada para IN e ele podera ser usado para dar

prosseguimento a simulagao.

A.2 Arquivo TOP

O arquivo com extensao TOP contém os parametros que definem o

campo de forga: Ko , bo, Kq, 60, K¢ , &0, Ko, p € 6 (eq.1-7). Este arquivo

¢]

construido automaticamente pelo programa THOR quando um sistema

€ modelado.

As informacgdes do potencial harménico linear sdo apresentadas no

formato: numeracdo dos pares de atomos ligados covalentemente,
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identificacdo do par por meio de numero e tipo atdmico, constante Ky

(kcal mol-! A-2) e distancia de equilibrio bo (A) (eq.1-1).

Exemplo:

Parametros para o potencial harménico linear (i - j)

1) -- 1 3 H - NL 895.0000 1.0000
2) -- 2 3 H-NL 895.0000 1.0000
3) -- 3 4 NL-H 895.0000 1.0000
4) -- 3 5 NL - CH1 900.0000 1.4700
5) -- 5 6 CH1 - CH2  800.0000 1.5300

As informagdes do potencial harmonico angular sdo apresentadas
no formato: numeracao do conjunto de trés atomos sequencialmente
ligados, identificacdo numérica e por tipo atémico dos atomos envolvidos,

constante K, (kcal mol -1 rad-?) e angulo de equilibrio 6o (grau) (eq.1-2).

Exemplo:

Parametros para o potencial harménico angular (i - j- k)

1) -- 1 3 2 H-NL-H 80.0000 109.5000
2) -- 1 3 4 H-NL-H 80.0000 109.5000
3) -- 1 3 5 H - NL - CH1 90.0000 109.5000
4) -- 2 3 4 H-NL-H 80.0000 109.5000
5) -- 2 3 5 H - NL - CH1 90.0000 109.5000

As informag¢des do potencial diédrico improprio sdo apresentadas
no formato: numeracdo dos diedros improprios, identificacdo numeérica e
por tipo atémico dos quatro atomos envolvidos, constante K,

(kcal mol-! rad-?) e angulo & (grau) (eq.1-3).

Exemplo:

Parametros para o potencial diédrico impréprio (i-j-k-1)

1) -- 3 2 5 1 NL-X-Y-H 80.0000 35.26439
2) -- 3 4 5 1 NL-X-Y-H 80.0000 35.26439
3) -- 17 5 19 18 C-X-Y-OM 40.0000 00.00000
4) -- 5 3 17 6 CH1 -X-Y-CH2 80.0000 35.26439
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As informagodes do potencial torcional proprio sdo apresentadas no
formato: numeracao dos diedros préprios, identificacdo numérica e por
tipo atémico dos quatro atomos envolvidos, constante K, (kcal mol-!), fase

d (grau) e periodicidade p (eq.1-4).

Exemplo:

Parametros para o potencial torcional préprio (i-j- k-1

1) -- 1 3 5 17 X-NL-CHI1-Y 0.9000 0.0000 3 *
2) -- 3 5 17 19 X-CH1-C-Y 0.1000 0.0000 6 *
3) -- 3 5 6 7 X-CH1-CH2-Y 1.4000 0.0000 3 *

O asterisco na ultima coluna indica que aquela ligacdo sera
acompanhada durante a dinamica e o valor do angulo sera gravado no
arquivo DHA em

DINAMICA.DAT.

intervalos de tempo determinados no arquivo

As informag6es usadas na rotina shake para vinculos de distancia
sao apresentadas no formato: numeragdo do vinculo, ntiimero total dos
atomos envolvidos no vinculo, identificacdo dos atomos envolvidos e

quadrado das distancias a serem mantidas.

Exemplo:

Tabela de vinculos para a rotina shake

1) -- 3 1 2 3 1 1.000000000 1.000000000 2,666626495
2) -- 3 4 5 6 4 1.000000000 1.000000000 2,666626495
3) -- 3 7 8 9 7 1.000000000 1.000000000 2,666626495
4) -- 3 10 11 12 10 1.000000000 1.000000000 2,666626495
5) -- 3 13 14 15 13 1.000000000 1.000000000 2,666626495

Os parametros Aj e By referentes ao potencial de Lennard-Jones
nio sado apresentados no arquivo TOP, uma vez que o numero de

parametros, da ordem do quadrado do numero de atomos do sistema,
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poderia gerar arquivos muito grandes. Durante o calculo, esses
parametros sao lidos diretamente do banco de dados thor-9.dat,

thor-10.dat e thor-12.dat.

Em um sistema molecular, os atomos ligados covalentemente sao
designados primeiros vizinhos. Por exemplo, na figura A-1 os atomos C e
E sao os primeiros vizinhos do atomo D. Do mesmo modo, os primeiros
vizinhos dos atomos C e E (atomos B e F, respectivamente) sdo
designados segundos vizinhos do atomo D, € os primeiros vizinhos dos
atomos B e F (atomos A e G, respectivamente) sdo os segundos vizinhos

dos atomos C e E, respectivamente, e terceiros vizinhos do atomo D.

Fig. A-1 : Esquema utilizado para a explicacdo do conceito de primeiros,

segundos e terceiros vizinhos (ver texto acima).

As interacbées entre os primeiros € segundos vizinhos sao
modeladas pelos trés termos harménicos do campo de forca e devem,
portanto, ser excluidas do calculo das interagdées entre atomos

nao-ligados [1,7,35].

Em relacéo as interac¢des entre terceiros vizinhos, os parametros do

termo de repulsdo do potencial de Lennard-Jones assumem, em alguns
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casos, valores muito elevados, que podem estressar algumas ligagoes,
provocando deformagdes especialmente no casos de interagdes

carbono-carbono, levando o sistema a conformacgoes irreais [1].

Para evitar este problema, um conjunto de parametros menos
repulsivos € utilizado nos casos em que os atomos de carbono sdo

terceiros vizinhos de outros atomos do sistema.

O arquivo TOP contém informagoes sobre os primeiros, segundos €
terceiros vizinhos de cada atomo do sistema no formato: numero do

atomo, numero de vizinhos, identificacdo numérica dos vizinhos.

Exemplo:

Primeiros, segundos e terceiros vizinhos

1 6 2 3 4 ) 6 17

2 5 3 4 5 6 17

3 7 4 5 6 7 17 18 19
4 3 5 6 17

5 7 6 7 8 9 17 18 19
Terceiros vizinhos

1 2 6 17

2 2 6 17

3 3 7 18 19

4 2 6 17

5 2 8 9

O arquivo TOP contém ainda informac¢ao sobre as massas atémicas
no formato: nimero do atomo no sistema, nimero do atomo no banco de

dados, tipo e massa atdémicos.

Exemplo:

Massas atomicas

1 18 H 1.00800
2 18 H 1.00800
3 7 NL 14.00670
4 18 H 1.00800
) 12 CH1 13.01900

89



A.3 Arquivo DINAMICA.DAT

O arquivo DINAMICA.DAT, localizado no diretério data-in, contém

informacoes utilizadas nos calculos de dinamica molecular.

As duas primeiras linhas do arquivo podem ser usadas para
comentarios. Nas demais linhas seguem as informacgdes: temperatura
inicial do sistema (K), taxa de aquecimento por picossegundo (K ps-l),
desvio permitido da temperatura em relagdo a temperatura de
referéncia (K), que define a necessidade ou nao de reescalonamento das
velocidades, temperatura final de referéncia (K), valor do passo de
integracdo (ps), numero total de passos da dinamica, nimero de passos
usado para o calculo da média da energia cinética e potencial, freqiiéncia
em passos para a gravagdo dos arquivos XYZ, DBK, OUT e DHA e
parametro que indica se as velocidades atémicas iniciais sdo dadas no
arquivo de entrada IN ou se elas serdo geradas a partir de uma

distribuicdo de Maxwell-Boltzmann.

Exemplo:

Parametros referentes ao calculo da dindmica molecular

1.0000 Temperatura inicial
30.0000 Taxa de aquecimento por picossegundo
3.0000 Reescalona as velocidades quando T-To > que este valor
300.0000 Temperatura final de referéncia
0.0010 Passo de integracao

20000 Numero total de passos para o cdlculo da dinamica
1 Numero de passos para a média da energia cinética
200 Frequéncia (em passos) para escrever XYZ e DBK
200 Frequiéncia (em passos) para escrever OQOUT
200 Frequéncia (em passos) para escrever DHA
1 O sorteia velocidades, 1 1€ velocidades no arquivo IN
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A.4 Arquivo OUT

O arquivo com extensido OUT contém os resultados dos calculos de

minimizacdo de energia e dindmica molecular. No primeiro caso, o

arquivo apresenta, em seqUéncia, o potencial inicial total (kcal/mol), o

numero de ciclos necessarios para a otimizacéo, o potencial final total

(kcal/mol) e as coordenadas cartesianas finais de cada atomo (A). Em

calculos de dinamica molecular,

o arquivo apresenta valores da

temperatura (K), energia cinética (kcal/mol), energia potencial (kcal/mol)

e energia total (kcal/mol) em intervalos de tempo especificados no

arquivo DINAMICA.DAT.

Exemplo:

Tempo
0.1000
0.2000
0.3000
0.4000
0.5000

Temperatura
7,75679
10,05152
12,34465
15,40547
13,42521

A.5 Arquivo DHA

En. Cinética
5,50288
7,13083
8,75763

10,92906
9,52421

En. Potencial
- 1200,77044
- 1222,00539
- 1240,91420
- 1249,94452
- 1248,74991

En. Total
- 1195,26755
- 1214,87456
- 1232,15657
- 1239,01546
- 1239,22570

O arquivo com extensdo DHA guarda informacdo dos angulos

torcionais proprios, especificados no arquivo TOP, durante a dinamica

molecular.

Na primeira coluna fica registrado o tempo da dinamica (ps) e em

cada coluna subsequiente fica registrado o angulo de uma ligacao (grau).
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Exemplo:

0.1000 171.72 294.31 306.56 170.58
0.2000 173.19 295.10 305.53 169.02
0.3000 172.59 295.92 307.90 167.40
0.4000 170.44 295.99 312.57 169.26
0.5000 169.30 294.89 317.24 173.57

A.6 Arquivo DBK

O arquivo com extensdo DBK guarda informagdes das posicoes €

velocidades atdmicas durante a dinamica molecular.

Na primeira linha, o arquivo contém o ntmero do passo € o tempo
de integragédo correspondente e, nas linhas seguintes, o ntmero do
atomo, as coordenadas cartesianas (x,y,z) (A) e as componentes da
velocidade (vx,vy,vz) (A psl). O formato é repetido com a gravacio
consecutiva dessas informagdes em intervalos de tempo especificados no

arquivo DINAMICA.DAT.

Exemplo:

PASSO =0 TEMPO = 0.0000 ps

1 0.54404 0.25227 -1.07890 -12.86776 10.27376 5.58859
2 2.08911 0.47444 -1.82734 -17.41174 -10.85154 21.91892
3 1.53634 0.44335 -0.98478 1.39805 -5.25211 -7.21711
4 1.65911 -0.57407 -1.14865 14.97235 -11.87848 14.05578
5 2.17299 0.44031 0.33366 -5.17509 -3.39699 4.56353
PASSO = 100 TEMPO = 0.1000 ps

1 0.73307 0.27358 -1.36906 8.35133 -11.91490 1.63196
2 2.35620 0.79512 -1.72638 -2.31704  -30.59404 -6.10033
3 1.73488 0.43890 -1.06095 -2.63692 0.35045 -0.32706
4 2.03609 -0.48918 -1.39998 4.62534 -4.66542 -9.64228
5 2.22581 0.26352 0.31664 -0.13348 1.39527 6.43125
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A.7 Arquivos PDB, DMM e XYZ

Os arquivos com extensdo PDB e DMM contém a conformacao final
do sistema apds o calculo de minimizagcdo de energia ou dinamica
molecular. O arquivo PDB segue o formato do banco de dados
Brookhaven Protein Data Bank e pode ser lido por programas como o
RASMOL para visualizagdo molecular [74], enquanto o arquivo DMM
pode ser lido pelo programa DTMM (Desktop Molecular Modeller) para
visualizagdo em microcomputadores padrao IBM-PC [89]. O arquivo com
extensao XYZ contém informagdes conformacionais guardadas durante a
dinamica e seu formato pode ser lido pelo programa XMOL [90], que

permite o acompanhamento visual da dindmica molecular.

O formato PDB contém o numero do atomo, a nomenclatura PDB,
o residuo do qual o atomo faz parte, o numero do residuo no sistema, e

as coordenadas cartesianas (x,y,z) (A).

Exemplo:

ATOM 1 H TRP 1 - 0.995 1.392 1.020
ATOM 2 H TRP 1 - 0.995 1.392 2.653
ATOM 3 N TRP 1 -0.418 1.392 1.837
ATOM 4 H TRP 1 0.159 2.208 1.836
ATOM 5 CA TRP 1 0.431 0.192 1.836
ATOM 6 Cb TRP 1 1.314 0.192 0.586

O arquivo DMM contém, nas trés primeiras linhas informacoes
usadas para o funcionamento do programa e o numero total de atomos
do sistema. As linhas subseqiientes contém o numero do atomo, a
nomenclatura DMM, as coordenadas cartesianas (x,y,z2) (A) e as

especificacoes das ligagdes covalentes.
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Exemplo:

1.000 1.000 1.000
90.000 90.000 90.000

49
- 0.99500 1.39200 1.02000
- 0.99500 1.39200 2.65300
- 0.41800 1.39200 1.83700
0.15900 2.20800 1.83600
0.43100 0.19200 1.83600
1.31400 0.19200 0.58600
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eNoNoNoNaNe)
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O arquivo XYZ contém, na primeira linha, o ntmero total de
atomos do sistema e, nas linhas seguintes, o tipo atomico e as
coordenadas cartesianas (x,y,z) (A). Este bloco de informacées é gravado
repetidamente em intervalos de tempo especificados no arquivo

J DINAMICA.DAT.

Exemplo:

? 349

H 0.54404 0.25227 -1.07890

i H 2.08911 0.47444 -1.82734

N 1.53634 0.44335 -0.98478
349

i H 0.73307 0.27358 -1.36906
H 2.35620 0.79512 -1.72638
N 1.73488 0.43890 -1.06095
349
H 0.76471 0.07260 -1.14875
H 2.43519 0.17521 -1.63199
N 1.72747 0.09695 -0.89281
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Apéndice B: Computadores utilizados

O programa THOR, escrito em linguagem FORTRAN - 77, foi

desenvolvido para operar em diferentes plataformas.

As simulacoes descritas neste trabalho foram realizadas no
computador CRAY J916 do Laboratério de Computacdo Cientifica
Avancada (LCCA/USP), na estacao de trabalho HP-9000 série 700 e em

um microcomputador pentium II - 266 MHz do Grupo de Biofisica.

A seguir é feito um resumo dos sistemas estudados, os

computadores utilizados e o tempo de processamento consumido.

Na dindmica dos sistemas formados somente por agua, as
equacoes de movimento (3-6) e (3-8) foram integradas com o emprego de
um passo de 2 fs, enquanto nos outros casos foi utilizado um passo de

1 fs.

e Trés modelos para a agua - 648 atomos.

Para cada sistema foi realizada uma dindmica de 1 ns, dividida em 10
etapas de 100 ps. No CRAY, o tempo médio de processamento de cada

etapa foi de 7 horas.

e Cadeia de 20 alaninas em agua - 2058 atomos.

Foi realizada uma dinamica de 300 ps, dividida em 30 etapas de 10 ps.

No CRAY, o tempo médio de processamento de cada etapa foi de 8 horas.
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e Cadeia de 20 alaninas em solvente continuo e no vacuo - 123 atomos.

Para cada sistema foi realizada uma dinamica de 300 ps. Na estacdo da

HP, o tempo médio de processamento foi de 6 horas.

e Cadeia de 8 alaninas em agua - 924 atomos.

Foi realizada uma dinamica de 300 ps, dividida em 3 etapas de 100 ps.
No CRAY, o tempo meédio de processamento de cada etapa foi de

26 horas.

¢ Seis conformagées para o triptofano em agua - 349 atomos

Para cada sistema, foi realizada uma dinamica de 4 ns, dividida em 40
etapas de 100 ps. Cada etapa utilizou um tempo médio de
processamento de 6 horas, quando realizada no CRAY, 15 horas na

estacdo da HP e 3 horas no microcomputador pentium.
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