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RESUMO

A capacidade de prever a estrutura nativa de uma proteina € um problema ainda
sem solucéo. A predicdo da estrutura final ou nativa de uma proteina -, ou seja, partir
da estrutura primaria (sequéncia de aminoacidos linear) de um polipeptideo tentar
prever qual sera a estrutura terciaria (arranjo de hélices alfa, folhas beta e grampos)
- tem sido um desafio para diversos pesquisadores desde o século passado.
Atualmente existem diversos modelos que se propdem a executar essa tarefa, mas
poucos que de fato partem de principios fisicos basicos para realiza-la. A grande
maioria baseia-se em estruturas ja conhecidas de proteinas com sequenciamento ou
funcdo similares para prever a estrutura terciaria. Neste trabalho, no entanto,
propde-se o desenvolvimento de um campo de for¢as coarse-grained para aplicacao
em simulacdes de dinamica molecular a fim de prever a estrutura de proteinas sem
que seja necessaria a comparacdo com estruturas ja conhecidas. O fator de forma é
um importante indicativo da estrutura de uma molécula em solucdo. Apesar de se
tratar de uma grandeza que fornece informacdes de baixa resolucdo, ou seja, ndo
fornece pormenores a respeito da posicdo dos atomos na estrutura da molécula, é
uma estimativa inicial do espaco ocupado pela molécula e também da maneira com
a qual ela interage com outras moléculas em solucdo. Isso é decorrente das
operacfes matematicas necessarias para que o fator de forma seja acessado a
partir de dados de experimentos de espalhamento de raios X. Os resultados
mostram que o método consegue prever uma estrutura condizente com os dados de
espalhamento de raios X das estruturas cristalograficas e com os dados

experimentais utilizados.

Palavras-chave: Fator de forma. Espalhamento de raios X. Campo de forcas.

Simulacdo molecular. Proteinas.



ABSTRACT

The prediction of the final structure of a protein (also called native structure) has
been addressed by many research groups since the last century. This problem can
be understood as how to predict the tertiary structure that a protein molecule
assumes after the folding process from just the primary structure (the sequence of
amino acids). Nowadays there are several models aiming at solving this problem, but
very few of them are based on physical principles. Most of these models are
template-based ones that search for similar amino acids sequences or analogous
biological functions to predict the native structure. In the present work, however, we
propose the development of a force field predict the form factor of proteins that does
not entail the knowledge of any other model or template to do so. The form factor is
an important aspect of the structure of a molecule in solution. Despite being a low-
resolution method of analysis, in the sense that it does not provide details about the
exact positions of the atoms inside the molecular structure (because of the
mathematical operations needed to retrieve informations from the scattering data), it
is an initial estimative of the volume occupied by this molecule and also a good initial
path for uncovering how these molecules interact to each other in solution. The
results show that the method presented here can predict a structure that agrees with
the scattering data of the crystallographic structure and with available experimental

data of x-ray scattering of proteins in solution.

Keywords: Form factor. Small-angle X ray scattering. Force field. Molecular

simulation. Proteins.
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Parametro geométrico do potencial de Mie

Potencial de Buckingham



A, Be
C

Uligagéo

ke

Ke

Bijk
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Parametros do potencial de Buckingham

Potencial de ligacdo quimica

Constante harmoénica do potencial de ligacdo quimica

Vetor posicao de equilibrio

Potencial angular

Constante harmonica do potencial angular

Angulo formado entre as particulas i,j e k

Angulo de equilibrio entre as particulas i,j e k

Potencial de Mie

Constante de equilibrio da dissociacao acida

Constante de equilibrio da ionizacdo da base

Concentracao

Cologaritmo da constante de equilibrio de dissocia¢éo acida
Cologaritmo da constante de equilibrio de ionizacédo da base
Cologaritmo da concentracdo de ions H*

Cologaritimo da concentracdo de ions OH"

Parametro da equacéo de Henderson-Hasselbach



Qj Frac&o de grupos ionizados na equacao de Henderson-Hasselbach

Hj Fator H de hidrofobia
hi Hidropatia do residuo i
u Velocidade da particula
m Massa da particula
k Constante de Boltzmann
T Temperatura
Rc Raio de giro
Ng Numero disponivel de dados
Tem Vetor posicao do centro de massa
Er Erro quadratico
Kce Dado da proteina coarse-grained

Kcr Dado da proteina cristalografica
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1. INTRODUCAO

1.1. Justificativa

Um dos problemas que mais desafiou grupos de pesquisa no ultimo século foi
o de prever a estrutura terciaria de proteinas a partir de sua estrutura primaria
(Zhang, 2008). Apesar da técnica que permite 0 acesso a estrutura primaria
(sequenciamento de aminoacidos) de um polipeptidio ja estar bastante
dominada, o processo de folding (ou dobramento) dessa biomolécula ainda

guarda muitas lacunas para serem estudadas e desvendadas.

Neste ambito, um primeiro passo, apesar de ainda apresentar baixa resolucéo,
seria 0 de conseguir prever o fator de forma dessas moléculas em solucdo. O
objetivo em um experimento de espalhamento de raios X €, a partir dos dados
de intensidade de espalhamento no espaco reciproco, recuperar informacdes
do espaco real. Por conta de o experimento ser realizado em um dominio
limitado e da transformada entre o espaco real e o reciproco ser tomada de 0 a
infinito, existe uma perda de resolucdo. Nao obstante, o fator de forma néao so
fornece informacdes a respeito da forma, mas também da maneira com que
todas as moléculas presentes na solucdo interagem umas com as outras
(Svergun & Koch, 2003). Neste sentido, ha diversas tentativas e modelagens
para executar a tarefa oposta, ou seja, a partir de dados de espalhamento de
raios-X, ou do fator de forma, os algoritmos recriam uma estrutura que seja
condizente com aqueles dados. Dessa forma, a motivacdo deste trabalho foi
propor um método que possuisse algum embasamento fisico para que essa
previsdo da estrutura fosse realizada e os dados de espalhamento

funcionassem como um passo verificador, ndo como entrada do algoritmo.



1.2. Objetivos

O objetivo deste trabalho é propor a construcdo de um campo de forcas
coarse-grained que traduza como os aminoacidos interagem entre eles com
base em principios fisicos, e verificar, por meio de simulacbes moleculares, a

eficicia deste campo na predi¢do da estrutura de proteinas em solucao.

1.3. Estrutura do trabalho

O presente trabalho foi dividido de forma a abranger os fundamentos da
estruturacdo de proteinas, do fator de forma e da utilizacdo da simulagéo

molecular para a previsao desejada.

O trabalho esta dividido da seguinte maneira:

1. Revisdo bibliografica: sera apresentado o panorama atual dos
avancos cientifico tecnolégicos a respeito do tema;

2. Materiais e métodos: sera apresentado todo desenvolvimento
tedrico do campo de forcas proposto justificando as escolhas e decisdes
tomadas ao longo do processo a partir de resultados preliminares;

3. Resultados e discussdo: serdo apresentados o0s resultados
obtidos com a aplicacdo do campo de forcas desenvolvido e as conclusdes de

sua aplicacao;



2. Revisao Bibliografica
2.1. Estrutura proteica

Proteinas sdo cadeias polipeptidicas formadas por residuos de aminoacidos
gue podem ou nao possuir modificagdes pos traducionais, como a glicosilacao
e a formacdo de pontes dissulfeto. Diz-se residuo, pois, ao formar a ligacéo
amidica, como é exibido na Figura 1, é produzida uma molécula de &gua,
alterando sutilmente os aminoacidos que se conectaram. Portanto, neste
panorama, chamamos entdo cada aminoacido dentro da cadeia proteica de

residuo.

R C‘) R O
|

NHy —CH—C —NH—CH—C

OH

Figura 1 - Ligagdo amidica (peptidica) destacada em vermelho entre dois aminoacidos
arbitrarios. A ligagdo ocorre por meio da reagdo quimica entre um grupo amina e um grupo
acido carboxilico.

N&o é mais um mistério que a sequéncia de aminoacidos de uma proteina é
determinada pelo gene que codifica esta biomolécula no DNA. Apesar de ainda
restarem algumas questdes a respeito da degeneracdo do processo
traducional, uma vez que um mesmo aminoacido pode ser identificado por mais
de um cddon (sequéncia de trés bases nitrogenadas), o sequenciamento de

uma proteina ja é obtido mais facilmente. Um fato interessante que se especula



a respeito da degeneracédo é que talvez ela possua relacdo com 0 processo
subsequente, nomeado folding ou dobramento da proteina (Hu et al., 2013). A
este processo serd dada especial atencdo por conta dos objetivos aqui

propostos.

A estruturacdo, ou folding ou dobramento de uma proteina € didaticamente
caracterizada por quatro fases. Essas fases sao, por sua vez, identificadas a
partir das conformagfes assumidas pela cadeia polipeptidica:

e Estrutura primaria: sequéncia linear ordenada de aminoéacidos traduzida

a partir de um gene.

R O R o] R O R O
] !

NHy—CH—C—NH—CH—C—NH—CH—C-—NH—CH—C

OH

Figura 2 - llustracéo da estrutura primaria de um polipeptidio. A estrutura primaria é
caracterizada pela sequéncia linear de aminoéacidos. Na figura séo colocados 4 aminoacidos
conectados por meio de 3 ligagdes peptidicas.



e Estrutura secundaria: a cadeia da biomolécula assume estruturas

caracteristicas como alfa hélices e folhas beta (Pauling & Corey, 1951).

Figura 3 - llustracdo com o desenho de duas estruturas secundarias formadas a partir do
estabelecimento de liga¢des de hidrogénio. A esquerda a estrutura comumente chamada de
alfa hélice e a direita a estrutura chamada folha beta.

Fonte: FREEMAN, S.; HARRINGTON, M.; SHARP, J. Biological Science. Pearson Education
Canada, 2°ed., 2012.



e Estrutura terciaria: a cadeia proteica jA com as estruturas secundarias

formadas passa a se dobrar sobre si mesma

Figura 4 - Figura representando a estrutura terciaria de uma proteina. E possivel observar a
presenca das estruturas secundarias, alfa hélices e folhas beta dobradas umas sobre as
outras, caracterizando a estrutura terciaria de uma proteina. Na figura trata-se da proteina
BA2930 sintetizada pelo microrganismo Bacillus anthracis.

Fonte: KLIMECKA, M. M.; CHRUSZCZ, M.; FONT, J.; SKARINA, T.; SHUMILIN, I,
ONOPRYIENKO, O.; POREBSKI, P. J.; CYMBOROWSKI, M.; ZIMMERMAN, M. D.; HASSEMAN,
J.; GLOMSKI, I. J.; LEBIODA, L.; SAVCHENKO, A.; EDWARDS, A.; MINOR, W. Structural analysis
of a putative aminoglycoside N-acetyltransferase from Bacillus anthracis. Journal of Molecular

Biology, v. 410, p. 411-423, 2011.



e Estrutura quaternaria: unido de estruturas terciarias para formar
complexos proteicos. Um exemplo de estrutura quaternaria € a
hemoglobina, proteina responsavel pelo transporte de oxigénio no corpo
humano (Lukin et al., 2003).

Figura 5 - llustrac&o representando a estrutura quaternaria de um polipeptidio. E possivel
observar na figura 4 estruturas terciarias conectadas. Uma em azul, uma em amarelo, uma em
vermelho e uma em rosa. A conexao entre estruturas terciarias forma o complexo proteico de

estrutura quaternaria. A ilustracdo apresenta a estrutura quaternaria da hemoglobina.

Fonte: SAVINO, C.; MIELE, A. E.; DRAGHI, F.; JOHNSON, K. A.; SCIARA, G.; BRUNORI, M,;
VALLONE, B. Pattern of cavities in globins: The case of human hemoglobina. Biopolymers, v.
91, p. 1097-1107, 2009.

A despeito da fina caracterizacdo estrutural, o processo em si e como ele
ocorre ainda se mantém nebulosos quanto a completa descri¢do e investigacdo
de alguns porqués. Por conta de algumas doencas ja serem reconhecidamente
causadas por falhas no processo de folding de algumas proteinas, muito se
estuda a respeito da estruturacdo dessas biomoléculas visando a entender o
motivo para essas falhas ocorrerem (Agorogiannis, 2004). Ademais, no ambito

da engenharia, conhecer este processo fornecera ferramentas para que se



consiga controla-lo e manipula-lo de acordo com as demandas tecnoldgico

cientificas, permitindo que avancos sejam feitos no campo da biotecnologia.

Por conta da busca por essa compreensdo, durante o século XX diversos
grupos de pesquisa envolveram-se com este problema (Zhang, 2008; Clementi,
2008; Levitt & Warshel, 1975). Na primeira metade daquele século, muito era
discutido a respeito da funcao das pontes dissulfeto, estruturas formadas entre
cisteinas, que provocam o dobramento de algumas proteinas. No entanto,
quando Anfinsen, no ano de 1973, publicou sua hipdtese termodinamica a
respeito do folding, o foco dessas investigagcbes mudou da bioquimica para a
fisica de polimeros em conjunto com a computacdo (Compiani & Capriotti,
2013).

A hipétese é de simples compreensdo. Anfinsen afirmou que, dadas as
condic0es fisioldgicas de atuacdo de uma proteina, ou seja, pH, solvente, forca
iGnica, presenca de outros componentes, temperatura e outros, a forma nativa
desta proteina é caracterizada pela estrutura que minimiza a energia do
sistema, ou seja, a conformacéo final € determinada pelas interacdes entre os
atomos presentes na cadeia polipeptidica e, portanto, pela sequéncia de

aminoé&cidos que caracterizam a biomolécula (Anfinsen, 1973).

Com isso, abriu-se um novo campo para a investigagdo do dobramento de
proteinas e, neste novo campo, espaco para a inser¢cdo das técnicas
computacionais baseadas na termodinamica, ou seja, passou-se a, a partir de
uma funcdo da energia, simular o processo virtualmente para que o minimo de

energia fosse atingido.

No entanto, quatro anos antes da hipo6tese termodinamica ser formulada e
publicada, foi formulado o que hoje é chamado de paradoxo de Levinthal
(Levinthal, 1969). Seria estranho imaginar que a superficie do espaco
configuracional do processo de folding, espaco onde se caracterizam o0s
estados energéticos da proteina ao longo do processo de dobramento, fosse
composta de apenas um Unico minimo global e que ele fosse atingido

puramente pelo controle termodinamico do processo, ou seja, como a hipbétese



termodinamica apontaria. Imaginou-se, portanto, que alguma influéncia cinética

existiria também.

Se for considerada, por exemplo, uma proteina com 4000 atomos, teriamos
12000 graus de liberdade, um para cada direcdo do espaco tridimensional caso
nao existissem restricbes. Conquanto, sabe-se que ha limitacbes para o
movimento desses atomos. E estimado que, para um polipeptidio que contém
150 residuos, existam 450 graus de liberdade, 300 devido a rotagBes e 150
devido a angulos relativos de ligacdo (Levinthal, 1969). Isto posto, a
desconfianca de um controle e/ou influéncia cinética torna-se ainda mais
provavel, uma vez que é possivel imaginar, dada a grande quantidade de graus
de liberdade, que existam diversos minimos locais ao longo do espaco

configuracional.

Dessa forma, a hipétese termodinamica e o paradoxo de Levinthal parecem ser
conflitantes, ja que propdem diferentes controles para o mesmo processo. O
controle cinético determinaria que, durante o processo de estruturacdo da
proteina, a sequéncia de estados ou o caminho percorrido, e nesse sentido faz-
se referéncia ao caminho trilhado no espaco configuracional, seria
determinante para atingir o estado nativo. Por outro lado, o controle
termodindmico determinaria que apenas o0s estados inicial e final seriam
determinantes e o caminho percorrido entre os dois ndo seria decisivo para que
0 estado nativo fosse atingido. Contudo, de acordo com a teoria de folding
proteico, esses dois controles podem existir concomitantemente neste
processo, resolvendo assim a aparente contradicdo (Onuchic & Wolynes, 2004;
Onuchic et al., 1997; Bryngelson et al., 1995).

O processo de folding de uma proteina €, sem davida, complexo. E esperado,
por exemplo, que este processo envolva uma complexa rede de reacles
elementares, no entanto, relagdes simples, como uma relagéo linear, ja foram
observadas empiricamente na modelagem do processo cinético. Essa
simplicidade é caracteristica ndo de qualquer polimero com qualquer sequéncia
de aminoacido, mas um resultado do processo de evolugdo (Onuchic &
Wolynes, 2004).
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E colocada a hipétese de que, baseada na teoria da evolugdo das espécies,
ocorreu um afunilamento da funcdo matematica que caracteriza a energia das
diferentes conformacdes que a molécula de proteina pode assumir. A diferenca
energética associada com o diferente posicionamento dos residuos de
aminoacido ou pelo posicionamento do solvente permite que algumas
estruturas sejam mais estaveis do que outras. No entanto, apesar do
afunilamento, a especificidade da estrutura em relacéo a energia ainda € muito
baixa, ou seja, existe uma grande variedade de estruturas que também sao
minimos da funcdo da energia. Portanto, essas estruturas agem como
armadilhas cinéticas, trazendo ao processo uma complexidade cinética muito
grande. Para exemplificar isto, observemos na Figura 6 o gréfico simplificado

da funcdo energética do processo de folding proteico.

Beginning of helix formation and collapse

2 Unrelated Structures
- Q=27
| Molten Globule
> Q
o Local States
a', Signals
| =
w
@
w
3]
Tertiary
2| signals Transition Region Q=.6
o
> mm----[- Glass Transition Q=.71
g — W
2
w
Nonspecific
Hydrogen nonds Discrete Traps
\ | J
Enative 1— ’ — 1.0

Native Structure

Figura 6 - Possivel configuracdo da funcéo energética do processo de folding de uma proteina.
O eixo a esquerda, E, representa a energia média e o eixo a direita, Q, representa a fragédo de
interacdes da estrutura nativa e descreve a posi¢éo de um conjunto de estados na funcao
energética. As flutuagdes AE e o intervalo de estabilidade 8Es entre um estado ndo nativo, um
estado globular e 0 estado nativo sao funcdes de E e Q. Apesar da evolugao ter levado a um
afunilamento da fung¢éo energética, em decorréncia da influéncia cinética no processo existem,
no fundo, armadilhas cinéticas (discrete traps),
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Fonte: Onuchic et al., 1997.

Nota-se que, apesar da possibilidade de existéncia de um minimo global,
existem minimos locais proximos, as chamadas armadilhas cinéticas. Este fato
levou a uma complicacdo bastante grande para a modelagem teérica do
processo, afinal, torna-se uma tarefa bastante dificil modelar um processo com

armadilhas cinéticas.

Diferentemente dos processos e sistemas mais comuns € menos complexos
que atingem o equilibrio termodindmico a partir da minimizagdo da energia,
sistemas proteicos ndo podem ser definidos com essa simplicidade, uma vez
gue o processo de folding ndo apresenta controle puramente termodinamico
nem puramente cinético. E postulado que a energia relacionada ao contato
entre dois residuos que, na forma nativa, ndo estdo em contato na estrutura
molecular da proteina ou a energia de um residuo e uma estrutura secundéria
gue ndo esta presente na forma nativa podem ser tomadas como variaveis
aleatérias, ou seja, as interacdes que nao fazem parte da forma nativa da
proteina remetem a uma estrutura aleatéria de um heteropolimero. Em um
segundo postulado, afirma-se que quando uma estrutura que ocorre na forma
nativa é formada, a energia dessa estrutura deve contribuir para a estabilidade
da molécula. (Bryngelson et al., 1995). A partir destes dois postulados,
Bryngelsol e Wolynes formularam o principio da minima frustracéo, que afirma
que proteinas, por meio da evolucdo, foram aprimoradas de modo a minimizar
a energia de suas formas nativas e também minimizar a quantidade de
armadilhas cinéticas. Este principio auxiliou na melhoria das funcbes
construidas para traduzir perfil energético do processo de folding (Onuchic &
Wolynes, 2004).

A minimizacéo da frustragdo, ou teoria da minima frustracdo, fornece um meio
de modelar o processo através de algoritmos e também ajuda a melhorar as

funcdes de energia para o processo de folding.

Com este aparente conflito fora de questdo, passa-se ao desafio de formular e

implementar métodos que consigam abarcar esse fenbmeno para reproduzi-lo,
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torna-lo previsivel e, talvez, controlavel. Em decorréncia do alto numero de
graus de liberdade e da grande complexidade que um sistema proteico
apresenta, a primeira, e arrisca-se dizer, Unica op¢do para tal tarefa, é que se
direcionem os esforcos para ferramentas computacionais. Neste sentido, com o
objetivo de observar fenbmenos mecanicos, ou seja, o dobramento de uma
molécula, espera-se que entre em cena a ferramenta da dinAmica molecular
(MD na sigla em inglés). Apesar disso, além das técnicas de simula¢ao por MD,
surgiram algumas tentativas de maquinas de aprendizado ou inteligéncia

artificial também.

Dentre os modelos teéricos desenvolvidos pode-se citar: o colapso hidrofébico
(HC na sigla em inglés) (Dill, 1985); mecanismos hierarquicos, como o modelo
de difusdo-colisdo (DC na sigla em inglés) (Panchenko et al.,, 1996) e o
posterior modificado de foldon difusdo-colisdo (FDC na sigla em inglés)
(Compiani et al., 2004); mecanismo de nucleacéo-condensacao (NC na sigla
em inglés) (ltzhaki et al., 1995); modelo de ndcleo estendido (EN na sigla em
inglés) (Fersht, 2000); entre outros.

J& para aplicacdo computacional, podem-se encontrar dois grandes grupos de
métodos para a previsdo da estrutura proteica: os métodos que utilizam
estruturas ja conhecidas para servir de moldes para as ainda ndo conhecidas,
chamados de modelos de template, e os métodos que utilizam principios fisicos
somente para tentar prever a estrutura proteica partindo apenas da sequéncia
de aminoéacidos do polipeptidio, nomeados de modelagem livre (Zhang, 2008).
Em tempo: nos modelos de template encontramos ainda uma subdivisdo entre
os que utilizam a funcéo biolégica da molécula como um possivel indicador da
estrutura nativa e os que nao utilizam. Chamada de busca homodloga, baseia-se
na conservacdo evolutiva da estrutura proteica atrelada a sua funcdo no
organismo. Apesar de a evolucéo alterar as espécies e suas caracteristicas, as
proteinas de espécies proximas parecem manter a estrutura molecular similar,
uma vez que a funcdo que desempenham esta intimamente conectada a esta
estrutura e, portanto, podem ser uma boa forma para estimativas iniciais
(zhang, 2008).
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Aqui, no entanto, propde-se um campo de forcas para ser utilizado em
simulagbes de dinamica molecular, com o objetivo de prever a estrutura de
proteinas e, a partir desta estrutura, calcular o fator de forma, uma grandeza
que caracteriza algumas particularidades estruturais dessas moléculas, sem

serem necessarios templates.

A vantagem aqui é a ndo necessidade da existéncia de uma proteina homéloga
com sua estrutura cristalina ja determinada, ou seja, o0 método pode ser
aplicado independentemente da existéncia ou ndo de proteinas homodlogas ja
estudadas. Ademais, por se tratar de um método que utiliza simulacdo de
dindmica molecular, foram propostos potenciais de interacdo entre as
moléculas presentes em solugdo, fornecendo assim um embasamento fisico
para 0 processo que pode, eventualmente, ser refinado a partir de modelos
mais complexos e que representem de maneira mais satisfatéria essas

interacdes intermoleculares.

2.2. Espalhamento de baixo angulo de raios-X

O fator de forma é uma grandeza que surge da teoria de espalhamento de
radiacdo de baixo angulo. Dessa forma, retomemos brevemente o0s
fundamentos deste fendmeno. Todas as equacbGes e fundamentos aqui
apresentados estdo baseados nos textos apresentados por Guinier e Feigin
(Guinier & Fournet, 1955; Feigin & Svergun, 1987).
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Flgura 7 - Esquema do experimento de espalhamento de radiacéo de baixo angulo. Na figura

ko é o ntimero de onda da onda incidente, k é o nimero de onda da onda espalhada, g é o
vetor de espalhamento e 26 o dngulo de espalhamento.

Na Figura 7 podemos identificar algumas grandezas importantes para a

modelagem. S&o elas: K, EO, g e 6. k e kg sdo os chamados niimeros de onda
para a onda espalhada e para a onda incidente respectivamente, |G| € o
mddulo do vetor de espalhamento e 8 é metade do angulo de espalhamento.

Define-se o vetor ¢ da seguinte maneira:

G=k-Kq (2.2.1)
Sabe-se que, por definicdo, o numero de onda, k, € escrito como:

[k|== (2.2.2)
em que A € o comprimento de onda. Aplicando a lei dos cossenos e algumas

modificacdes algébricas, consegue-se obter a conhecida equac¢do para o

modulo do vetor espalhamento:
|ﬁ|=47"sen(e) (2.2.3)

Dadas as defini¢cdes preliminares acima, pode-se prosseguir para a avaliacao

propriamente dita do espalhamento de onda. Para simplicidade das equacoes,
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considerou-se, sem perda de generalidade, a dispersdo de uma onda plana

monocromaética.

Antes de prosseguir para 0 equacionamento, € importante que entendamos o

gue ocorre na esfera microscopica do fendbmeno de espalhamento de onda.

A onda incidente, ao atingir a matéria, interage com particulas carregadas
(prétons ou elétrons). Essas particulas, por sua vez, passam a vibrar com a
mesma frequéncia da onda incidente, tornando-se, assim, fontes secundérias
de ondas esféricas. A interferéncia entre a onda incidente e as ondas esféricas
geradas pelas particulas carregadas constr6i um padrdo caracteristico. E
esperado, claro, que as ondas secundarias também interajam com particulas
carregadas, criando um efeito dominé na excitacdo dessas particulas e um
padrdo de interferéncia bastante complexo. Apesar disso, para simplicidade,
considera-se para 0 equacionamento apenas a interferéncia entre a onda
incidente e as ondas secundarias, essa aproximacdo € valida para fracas
dispersodes (Landau & Lifshitz, 1985).

Retomando o equacionamento, considera-se uma onda plana monocromatica e
a aproximacdo acima, em que apenas a onda incidente e a secundaria sdo
responsaveis pelo padrdo de interferéncia, pode-se escrever que a onda
resultante é traduzida pela seguinte expressao:

Il Anb s
p=Age o'+ ( |§| ) ekt (2.2.4)
em que Ap e Agb/r sdo as amplitudes das ondas incidente e secundaria,
respectivamente, r € a grandeza espacial, i € a unidade imaginaria e b € uma
constante nomeada amplitude de espalhamento. Quanto mais forte for a

interacdo entre a onda e o material, maior sera a constante b.

O calculo da onda espalhada, ou seja, a soma da superposi¢cdo das varias
ondas esféricas geradas pela formagdo de fontes secundarias de onda no
material, € baseada na teoria de perturbacGes. A onda espalhada w(r) é a

solugéao da equacao de onda seguinte:
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em que V2 é o operador laplaciano, v € um parametro que especifica a
intensidade da interagdo com o campo @ e ¢(r) € um campo escalar definido
como densidade de dispersdo. Essa funcdo, um campo potencial, €
determinada dentro de um espaco finito e em alguns casos pode também
depender do tempo. No caso do espalhamento de raios X, por exemplo, esse
campo representa a densidade de distribuicho de cargas elétricas

negativamente carregadas no material, conforme exibido na Figura 8.

Figura 8 - Esquema do campo de espalhamento. Na figura, L € o ponto de observacdoe O € 0

chamado centro de espalhamento. O vetor 7 indica a posi¢éo de L em relagio a O e o vetor r
indica a posi¢édo de uma carga negativa da amostra. O campo potencial ¢(r) representa, no
caso do espalhamento de raios X, a densidade eletrénica de cargas negativas do material.

A solucédo da equacéo 2.2.5 é feita por meio de uma série de poténcias em v. O
termo independente desta série € a onda incidente e o termo subsequente é a
primeira aproximacdo da onda dispersa, considerando apenas uma interacao

com as particulas carregadas do material. Quando restringimos a solugcdo a
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primeira aproximacdo, a amplitude em um ponto L é igual & soma das duas

componentes:

eiE(F-?)

-

W@ @) +y® () =Ageior+ ’% i © (F) eikor' gt (2.2.6)

O ponto L de observacdo, mostrado na Figura 8, é usualmente posicionado de
maneira que |F—r'| seja grande quando comparado com as dimensdes da area

dispersada. Este é o0 caso da difracdo de Fraunhofer, chamada de
espalhamento de baixo angulo. Com esta hipétese, conseguimos simplificar a
equacgao 2.2.6 para obtermos:

o iRQ - R
p© (F)+W(1)(F)=Aoe'k0r+ A::la%lrf(p (I‘) erldr gy (2.2.7)
Comparando entdo as equacdes 2.2.7 e 2.2.4 conclui-se que a constante b,
anteriormente chamada de amplitude de espalhamento, pode ser entéo
calculada da seguinte forma:

b=A(@)=- [ o(He ¥ dr (2.2.8)

Sendo assim, A(Q) é a amplitude de espalhamento provocada pelo campo ().
Trata-se da primeira aproximacéo de Born (Born, 1926), em outras palavras, a

aproximacédo de um unico espalhamento.

Em um experimento de dispersédo de radiacdo, entretanto, consegue-se medir
apenas o fluxo de particulas dispersadas (fétons ou néutrons) por unidade de
angulo sdlido. Escrevemos entdo, que a intensidade do espalhamento é

proporcional ao quadrado do médulo da amplitude de espalhamento:
dw _, — 12
S=@=A@) (2.2.9)

em que W é o fluxo de particulas, Q é o angulo solido.
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Contudo, quando tratamos de uma solugcdo, como € o caso de experimentos
com proteinas, deve-se descrever um conjunto de atomos em fase liquida, ou
seja, sem disposicdo ordenada de particulas. Comegcamos modelando um
sistema que consiste de N moléculas idénticas com comprimento de
espalhamento f(q). Podemos, portanto, escrever que a intensidade de

espalhamento pode ser calculada da seguinte forma:
I@=2; I fi@F (@ e (2.2.10)

em que ?ij € a distancia entre as moléculas i e j. Separando os termos nos quais

i = j e tomando a média configuracional sobre todas as moléculas, temos:

|(Q) Z f (q)+ZZI¢jf(q)f(q) Cos(qr”) Nf (q)+f(_>)222|¢1 cos(qr”) (2-2-11)

O valor médio de N é escrito na expressado porque no caso geral, 0 nimero de
moléculas pode variar. Para que consigamos calcular o valor da soma dupla na
equacdo 2.2.11, uma funcdo de probabilidade, p, é conveniente. A funcdo dara
a probabilidade de encontrar uma particula em um volume dv; na posicdo T e,

simultaneamente outra particula em um volume dv; na posicéo ?J Tomando a

média da funcao cosseno sob todas as orienta¢gdes produz:

cos(gr) = J," cos[qrcos(¢)] Senz(q’) do= Se:(rqr) (2.2.12)

em que ¢ € o angulo entre os vetores ger e

Se“(z‘")d"’ representa a probabilidade

do angulo estar no intervalo entre ¢ e ¢+d¢. Logo obtemos que:

sen(qr;j)

% Xig cos(afy) = [f, pdvidy, (2.2.13)

rij
em que Vj é 0 volume total da amostra sendo irradiada.

E mais conveniente utilizar em lugar de p uma funcio de probabilidade
normalizada & = p/2 , em que v = Vyg/N € o volume molecular médio por

particula. Substituindo na expressao, tem-se:
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I(q) Nf (Q)+f(CI)2 ﬂ sen ?ru dvi va f(_’)Z ff [1 S( U)] sen(ari) dv; dvj (2.2.14)

i' vV Vv

Examinando a expressdo 2.2.14 € possivel notar que o primeiro termo
corresponde ao espalhamento da particula com volume V, e densidade

constante. Este termo é negligenciavel quando q>2 = /Dy, situagdo em que

1
Dy=V3. Com respeito a segunda integral deve-se perceber que por conta da
normalizacgéo, F,(rij) tende para a unidade quando r; tende para o infinito.
Portanto, podemos escrever:

va fvo[ g( ”)] sen(qru) dvI Nf [1 ﬁ( )] sen(qr) 41'rr ¢ (2.2.15)

Vov

em que a primeira integral é Vy/v e coordenadas esféricas foram usadas na

segunda.

Se ainda o comprimento de dispersdo da molécula for considerado

esfericamente simétrico, entéo @2#2(6), portanto escrevemos:

(@)=NF*(q) {1- [;"[1- & (r)]%f””#dr} (2.2.16)

em que 1(q) e F3(q) representam as intensidades médias de espalhamento do
sistema e de cada molécula respectivamente. A expressao 2.2.16 representa a
intensidade de espalhamento em funcdo do fator de forma de uma particula,
assim como da funcdo estatistica que governa o arranjo das particulas na
amostra, o chamado fator de estrutura. Ela é frequentemente escrita da

seguinte forma:
1(@)=KP(@)S(q) (2.2.17)
em que P(q) é o chamado fator de forma e S(q) o fator de estrutura.

De maneira simplificada, o fator de forma caracteriza o formato de uma Gnica

particula, enquanto o fator de estrutura caracteriza a distribuicdo dessas
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particulas em solucdo. Quando unimos estes dois conceitos ao aparato tedérico
desenvolvido na termodindmica estatistica, observamos que é possivel estudar
0s potenciais de interacdo entre moléculas a partir de informacdes sobre a
intensidade de espalhamento pelo conjunto de particulas. (Svergun & Koch,
2003).

Diversos parametros caracteristicos podem ser obtidos diretamente da curva
de intensidade de espalhamento como: massa molecular, volume excluido de
particula, que é o volume inacessivel a outras particulas por conta da presenca
de uma particula, e raio de giro. Este Ultimo é o mais classico e conhecido
parametro extraido diretamente dos dados de espalhamento. O raio de giro
fornece uma medida do tamanho da proteina e do grau de compactagédo dos
residuos de aminoacido ao redor do centro de massa da proteina, dependendo

de como o raio de giro é calculado (Kikhney & Svergun, 2015).

Este parametro pode ser estimado a partir da aproximagédo de Guinier, que
considera uma aproximacao para o grafico do logaritmo da intensidade de
espalhamento contra q*. Essa aproximacao consiste em dizer que para valores
baixos de q, a intensidade depende unicamente de q e do raio de giro. Neste
mesmo gréfico ainda é possivel calcular a intensidade de espalhamento para
g=0. Este valor, frequentemente caracterizado por 1(0) é proporcional a massa
molecular da proteina e a concentracdo de proteina na solucao (Kikhney &
Svergun, 2015).

Ademais, por meio da transformada inversa de Fourier, conseguimos calcular a
funcdo de distribuicdo de distancias, ou a comumente chamada p(r). Essa
funcdo é um histograma das distancias entre todos os possiveis pares de
particulas em relacdo a uma particula. A funcéo de distribuicdo se relaciona
com a intensidade de espalhamento por meio da seguinte equacéo (Kikhney &
Svergun, 2015):

2

p(r)=ﬁf°°wdq (2.2.18)

0 qr

Por definicdo essa funcéo é identicamente nula em g=0 e é ndo negativa.
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O calculo da intensidade de espalhamento de radiacéo para solucdes proteicas
foi proposto segundo diversas modelagens. Os primeiros modelos usavam
metodologias de tentativa e erro, comparando diferentes padrdes de dispersao
de radiacdo com dados experimentais. Os modelos sempre tentavam associar
a forma das moléculas com formas geométricas regulares como prismas,
elipsoides ou entdo com conjuntos de contas (pequenas esferas empacotadas

de maneira regular).

De maneira cronoldgica, o primeiro modelo que avancou de maneira
significativa em relacdo a tentativa e erro foi o modelo desenvolvido por
Stuhrmann (Stuhrmann, 1970). Nele, o formato da molécula era representado
por uma funcdo que desempenhava o papel de um envelope. Este, por sua
vez, descrevia os limites da forma das particulas em coordenadas esféricas. A
este modelo da-se o nome de modelo envelope e, pode-se dizer que ele
contribuiu significativamente para o progresso dos métodos que buscavam
solucionar a interpretacdo dos dados gerados pela dispersédo de radiacéo
(Svergun & Koch, 2003).

O uso deste método, no entanto, era limitado a formas geométricas simples.
Avancando na linha do tempo nos deparamos com os modelos de contas
(Chacon et al., 1998; Svergun, 1999), que se utilizam do grande poder de
processamento dos computadores para reviver as ideias de tentativa e erro.
Neste método, usualmente um volume esférico com um didmetro maximo
estipulado era preenchido com pequenas contas (esferas muito pequenas com
raio fixo). A partir de uma configuracdo inicial, a disposicdo das pequenas
esferas era alterada por meio de simula¢cdes Monte Carlo, que sao estocasticas
e, portanto, pouco se considera a respeito dos aspectos fisicos envolvidos no
processo, uma vez que nao é considerado um potencial de interagdo, mas uma

fungéo estocastica.

A principal limitacdo para este método era a hipétese de que todas as
particulas teriam a mesma densidade. Um modelo mais versatil e recente é o
dos pseudo-residuos (Svergun et al., 2001). Neste, a proteina pode ser

representada por um conjunto de pseudo-residuos. O numero de residuos €&
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conhecido, jA que o sequenciamento de um polipeptidio € uma técnica
dominada atualmente. A tarefa, portanto, € encontrar as coordenadas destes
residuos para que os dados de dispersédo de radiacdo estejam de acordo com

as posicoes de cada um.

Os pseudo-residuos séo alocados de maneira aleatoria e sédo reposicionados
por meio de algoritmos genéticos, até que estejam de acordo com os dados
experimentais. Novamente, por conta da falta de informacdes fisicas e da
multiplicidade de possiveis respostas dadas pelas simulacdes Monte Carlo,
seria interessante adicionar conceitos fisicos aos modelos para que tenhamos
algum respaldo tedrico em relagdo aos resultados obtidos. A proposta neste
trabalho é justamente construir um modelo tedrico que leve em conta alguns

conceitos fisicos para a previsao do fator de forma de proteinas.

Mais recentemente, Zhang e colaboradores (Zhang et al.,, 2011) uniram a
modelagem coarse-grained ao calculo da intensidade de espalhamento de
raios X. No trabalho, os autores se baseiam em estruturas cristalograficas do
banco de dados PDB e, a partir de simulagdes de flexibilidade, calculam a
intensidade de espalhamento de raios X para melhorar a etapa de threading

dos algoritmos de selecédo de templates.

No entanto, os modelos até aqui construidos dependem de dados existentes de
espalhamento de raios X para entdo calcularem uma estrutura condizente com
estes dados. A vantagem do método aqui proposto € a necessidade apenas do
modelo de interagdo entre os aminoécidos e da sequéncia priméria da proteina.
A partir destas duas informacfes propusemos um campo de forca coarse-
grained para ser utilizado em simulagcfes de dinamica molecular classica para a
previsdo da estrutura terciaria de uma proteina. No modelo proposto, os dados
de espalhamento de raios-X séo utilizados como verificacdo da forma atingida
pela biomolécula na simulacéo de dinamica molecular, diferente dos algoritmos
citados anteriormente que se baseiam nos dados de espalhamento para entado

calcularem uma estrutura condizente com esses dados.
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Vale ressaltar que o campo de forgcas proposto utiliza modelos né&o
estocésticos, ou seja, ndo se trata de uma reorganizagcdo dos residuos a partir
de uma funcdo estocastica, mas sim da tentativa de, a partir da sequéncia
primaria, atingir estrutura terciaria com base em um modelo de interacao

intermolecular e intramolecular.

Dessa forma unimos o poder de amostragem computacional atual com
principios fisicos, explorou-se a técnica de simulagdo de dinAmica molecular
em conjunto com o software CRYSOL (Svergun et al.,, 1995), que calcula a
intensidade de espalhamento com base na configuracdo molecular atingida ao

final da simulagéo (Svergun & Koch, 2003).

O célculo do espalhamento de radiacdo poderia ser conduzido utilizando-se

apenas a formula de Debye:
(ORI (2.2.19)

em que f € o comprimento de espalhamento, caso utilizdssemos a estrutura
cristalografica da proteina. No entanto, deseja-se chegar a essa estrutura a

partir da estrutura primaria por meio de simulacdo molecular.

Em um experimento de SAXS, considerando uma solucao diluida com proteina,
sal e solvente, a intensidade de espalhamento é medida em funcdo do angulo
de espalhamento. Por conta das diversas configuracbes, posicbes e
orientacdes das particulas, a intensidade é isotropica e proporcional a média da
intensidade de espalhamento de uma Unica particula sobre todas as
orientacdes possiveis. Pode-se escrever entdo o seguinte (Svergun et al.,
2001):

1(Q) = |Aa@) + p,A@) + 50, A0 @)|° (2.2.20)

em que A, € a amplitude de espalhamento da particula no vacuo, As é a
amplitude de espalhamento do volume excluido e A, é a amplitude de

espalhamento da camada de hidratacdo. Como a densidade eletrbnica da
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camada de hidratacdo pode ser diferente da densidade eletronica do solvente,

mesmo apos subtrair o espalhamento causado pelo solvente € importante
considerar essa diferenca entre as densidades.

A principal vantagem em utilizar o CRYSOL, neste caso, € a possibilidade de
estabelecer uma densidade diferente para a camada de solvatacéo préxima ao
soluto que se deseja estudar (Svergun et al.,, 1995) tornando o célculo do

espalhamento mais acurado.

Por fim, € importante ressaltar que a resolucéo € inversamente proporcional ao
modulo do vetor . Escrevemos, pois, que a minima distancia analisada por

meio de um experimento de SAXS é (Svergun et al., 2001):

2
d=?” (2.2.21)
em que d é a distancia e g o mdédulo do vetor transferéncia de momento.
Ademais, como é medida a intensidade de espalhamento, para acessar a
funcdo de probabilidade que rege as interacBes no sistema ou a densidade
eletrdnica da molécula estudada sdo necessarias operacdes matematicas que

fazem com que essa medicdo perca resolucao.

Por conta disso, a técnica de espalhamento atraiu menor atencdo para o
campo da previsdo de estrutura proteica, principalmente por conta da baixa
resolucao fornecida por um experimento de SAXS (10-50 Z\). A técnica fornece
apenas informacfGes sobre a forma de moléculas de proteina através de
histogramas de distancia, sem conseguir fornecer informacdes a respeito da

posicdo exata dos atomos na molécula (Zhang et al., 2011).
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2.3. Simulacédo molecular

Quando tratamos das ciéncias da natureza classicas, grande parte de seus
escopos e estudos embasam-se na chamada hipétese do continuo. Essa
hipotese trata de estabelecer uma maneira para que interpretemos, nestes
dominios, como o proprio nome sugere, a matéria como um continuo, sem

espacos vazios.

N do obstante, desde que grandes nomes da ciéncia como Daniel Bernoulli,
Rudolf Clausius, James Clerk Maxwell, Ludwig Boltzmann, Josiah Willard Gibbs
dentre outros, passaram a estudar a ciéncia que procurava compreender os
aspectos dinamicos e, porque nao dizer, comportamentais da matéria,
avancou-se para a descri cdo atdbmica e ndo mais continua (Pathria & Beale,
1996).

Em 1738, Daniel Bernoulli publicou Hydrodynamica, que estabeleceu a base
para o desenvolvimento da teoria cinética dos gases. Em 1859, apos a leitura
sobre difusdo molecular de Rudolf Clausius, Maxwell formulou a distribuicdo de
velocidades moleculares de Maxwell, que € considerada a primeira lei da
mecéanica estatistica (Basil, 2002). Nos anos de 1870, Boltzmann inicia os
trabalhos e avanca consideravelmente a mecéanica estatistica com o teorema
H, a teoria de transporte, o equilibrio térmico e a equacéo de estado de gases.
Gibbs, em 1884, cunha o termo mec anica estatistica (Gibbs, 1884) e em 1902

a formaliza com seu livro Elementary Principles in Statistical Mechanics.

A partir da abordagem estat istica da mecéanica e da teoria de ensembles, o
problema dos muitos corpos torna-se trabalhdvel do ponto de Vvista
computacional, permitindo que possamos explora-lo com base no
comportamento atémico. Posto isto, conseguimos traduzir, dessa forma,
propriedades observadas no continuo como consequéncia de observacdes e

interacdes entre &tomos, ou seja, no discreto. (Alder & Wainwright, 1959).
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Na entdo fusdo entre o aspecto estatistico colocado por Gibbs na teoria de
ensembles (Gibbs, 1902), consolidando assim, a mecanica estatistica, com 0s
computadores, nasce a modelagem de simulacdo de dindmica molecular. Em
particular, no escopo deste trabalho, fez-se uso da técnica de simulacdo
molecular classica, uma vez que € a Unica opcdo, em dinamica molecular,

capaz de representar sistemas proteicos (Meller, 2001).

Os problemas que podem ser enfrentados com essa ferramenta computacional
sao diversos. Dentre eles pode-se citar o estudo da dinamica de moléculas, o
estudo de estabilidade com ligantes (Alavi et al., 2017; Walker et al., 2017), o
estudo de possiveis ligantes (Suganya et al., 2017), o desenvolvimento de
novas moléculas ou farmacos (Nandy et al., 2017) e o estudo a respeito da
energia relacionada com ligacbes ou metaestados configuracionais
(Matubayasi, 2017). E notavel a expansdo do nivel exploratério que se atingiu
com dinamica molecular. Em esséncia, alterou-se a relacdo entre o
experimental e o tedrico, apesar de os computadores executarem os calculos
com base em um modelo, sendo assim um método tedrico, grandezas fisicas
podem ser medidas, justificando o uso da expressdo “experimento

computacional” (Meller, 2001).

A técnica de simulagdo molecular consiste na idealizagdo ou na tentativa de
reproduzir o bulk do material que se deseja estudar. Apesar disso, ja existem
aplicacdes que procuram reproduzir interfaces e sistemas em confinamento
(Franco et al., 2016). Em suma, estabelece-se um volume limite, que pode ser
cubico, dodecaédrico, ortorrbmbico e etc. e, dentro deste volume, séo
colocados modelos de moléculas e/ou particulas que interagem segundo um
campo de forcas. Com o0 objetivo de garantir que se reproduza o bulk, as
condic¢des de contorno do volume idealizado, usualmente, sédo consideradas ou
periodicas ou refletivas, ou seja, no primeiro caso, idealizam-se outros volumes
ao redor do principal que simulam o mesmo sistema. Logo, quando uma
molécula ultrapassa a barreira do volume central, a mesma molécula entrara no
dominio central de maneira diametralmente oposta, por conta dos volumes
secundarios que rodeiam o principal. No segundo caso, os limites funcionam

como anteparos de colisbes perfeitamente elasticas ou, fazendo uma analogia
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com a radiacdo, como espelhos perfeitos. Desse modo, moléculas que se

aproximam dos limites sao rebatidas de modo perfeito (Allen & Tildesley, 2009).

A técnica classica, por sua vez, fundamenta-se na resolugdo, por meio de
métodos numeéricos, das equacdes de movimento de Newton equa cédo 2.3.1
(Allen & Tildesley, 2009). A cada iteracdo, uma nova disposicdo dos atomos na
simulagdo é calculada a partir da configuragdo anterior e da avaliagdo das
forcas a que estes atomos estdo submetidos. Essas forcas, por sua vez, sao
calculadas por meio de um potencial de interacdo, também chamado de campo

de forcas (Berendsen et al., 1995).

=5 2.3.1)

em que F é a forca, p o momento linear e t o tempo.

Este campo de for cas, por sua vez, € uma funcdo potencial conservativa que

permite o céalculo da forca (E) a qual est & submetida cada particula na
simulacdo (Berendsen et al., 1995). Em decorréncia da propriedade
conservativa deste campo, podem-se calcular as forcas de maneira imediata a

partir do gradiente desta fungéo potencial, como mostra a equagéo 2.3.2:
F=-VU (2.3.2)

Dentre as situa ¢des que podem ser tratadas com essa técnica, encontram-se
o calculo de propriedades termodindmicas e de equilibrio da estrutura
molecular. Com o desenvolvimento da mecéanica estatistica e a teoria dos
ensembles, notou-se que essas propriedades eram médias estatisticas
independentes da dinamica do sistema, logo, poderiam ser calculadas por
qualguer método de amostragem, dentre eles a simula ¢cdo de dinamica
molecular ou a simulacdo Monte Carlo (Meller, 2001). Podemos também citar o
estudo de mudancas na estrutura proteica ao redor do dominio da estrutura
nativa, mudancas que podem explicar, por exemplo, a forma com que um
ligante opera em uma mol écula proteica, ou a razdo de um ligante causar a

disfun ¢do do polipeptidio, como quando uma molécula de monodxido de
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carbono liga-se a hemoglobina (Kuczera, 1996). Ademais, abre-se o campo
exploratorio a respeito do processo de folding dessas biomoléculas, uma vez
que, a partir de um potencial de interacéo, pode-se estruturar a simulacdo para
que a proteina parta da estrutura primaria e dobre-se com base nas intera ¢des
propostas pelo modelo de interacdo (Brooks, 1998). Em tempo, conseguiu-se
uma maior compreensdo do problema de ancoramento (em inglés, the docking
problem), ou seja, encontrar a geometria e a afinidade do ligante (Rosenfeld et
al., 1995).

Tratando de simulacdo de proteinas, no entanto, cujo tamanho pode variar
muito (encontram-se proteinas com dezenas a centenas de amino&cidos)
(Bradley et al., 2005), deve-se tomar cuidado com a carga computacional
exigida. Nao apenas isso, mas € importante ter em mente que devemos ser
capazes de reproduzir a realidade: portanto, n 4o teremos apenas a proteina,
mas também algum solvente a envolvendo, fazendo com que a quantidade final
de particulas seja muito maior do que apenas a quantidade de particulas que
representa a biomolécula. Por esta razéo, é interessante ter em maos técnicas
que possibilitem a modelagem computacional destes compostos, dado que a
capacidade de processamento pode vir a ser uma limitagcdo, mesmo nos dias
de hoje (Blanco et al., 2013).

Essa carga computacional € medida ndo s6 em namero de particulas contidas
na simulacdo, mas também na escala de tempo do fenbmeno que se deseja
estudar (Blanco et al., 2013). Quando a capacidade computacional € um fator
limitante, um modo de reduzir a demanda computacional, mas ainda assim
conseguir reproduzir a realidade, é substituir o modelo atomistico (AA — all
atom), onde cada atomo na simulacdo é representado por uma particula, por
modelos coarse-grained (CG) (Blanco et al.,, 2013; Takada, 2012; Tozzini,
2005). Nestes modelos convertemos, por exemplo, um res iduo de aminoacido
em apenas uma particula (Saunders & Voth, 2013; Takada, 2012; Tozzini,
2005). Desse modo, reduzimos a quantidade de particulas e, portanto, a
quantidade de equacdes de movimento que o simulador deve calcular a cada
passo numérico. E importante ressaltar, no entanto, que mesmo para

simulagcbes que envolvem prote inas, ou seja, moléculas que contém um
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namero grande de atomos, existem problemas que ja sdo enfrentados com
simulacdo molecular atomistica, ou seja, considerando cada particula como um

atomo.

Com a simula ¢do de dinamica molecular, portanto, possuimos uma ferramenta
que, a partir de um potencial de interacdo, consegue amostrar diferentes
configuracbes da proteina. E importante notar que, diferentemente das
simulagées Monte Carlo sem restricbes, que conseguem alterar a posi¢cao dos
resi duos sem respeitar a estrutura primaria da proteina, assim gerando
multiplas configuracdes que conseguem traduzir os dados de dispersédo de
radiacao (Svergun & Koch, 2003), a simulacao de dindmica molecular mantém
as ligacOes estabelecidas na estrutura linear do polipeptidio. Logo, em conjunto
com o software CRYSOL (Svergun et al., 1995), gera-se configuracdes de
equilibrio diversas baseadas no potencial de interacdo para o célculo do fator
de forma que respeitam as ligacdes primarias da biomolécula. Assim sendo,
conseguimos introduzir diversos aspectos fisicos para o método que queremos

desenvolver para a previsdo do fator de forma de proteinas.

Diferentemente dos métodos citados na secao tedrica sobre espalhamento de
raios-X, em que dados de espalhamento s&o utilizados para o calculo de
estruturas proteicas, tarefa oposta do m étodo proposto neste trabalho, ha m
étodos que se utilizam da simplificacdo de campos de forca coarse-grained
para prever a estrutura de prote inas. Apesar destes métodos nao
necessariamente utilizarem a técnica de espalhamento de raios-X para a
comparacao de seus resultados, como sera utilizado neste trabalho, estes
métodos sdo apropriados para que consigamos comparar os resultados obtidos

a partir do método aqui proposto.

Dentre os m étodos que se utilizam de simulagcdo computacional com campos
de for ¢a coarse-grained para a previs ao de estruturas de proteinas, podemos
citar o CABS (na sigla, em ingl és, significa carbono alfa — carbono beta —
modelo de grupo funcional lateral) (Kolinski, 2004; Kolinski et al., 2013), que
utiliza-se de simula ¢des Monte Carlo e a representacdo coarse-grained para

prever a estrutura de prote inas; e o UNRES (na sigla, em ingl és, significa
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residuos unidos) (Liwo et al., 2005; Liwo et al., 2010) que utiliza simula ¢bes de
din amica molecular e otimiza ¢des por meio do m étodo simulated annealing
para encontrar o m inimo da funcéo de energia do processo de folding proteico

para prever a estrutura de prote inas.

A vantagem do m étodo aqui proposto em relacdo ao CABS é a utilizacdo de
simula¢gBes de dinamica molecular, ou seja, um método que se baseia em
potenciais de interacdo e parametros com significado fisico ao invés de
simulacbes estocasticas, além de o CABS possuir a limitacdo de boas
previsdes p ara proteinas com n umero menor ou igual a 120 residuos de
aminoacidos, enquanto o método aqui proposto, a priori, ndo possui limitacdes
neste sentido. Em relacdo ao UNRES, propusemos um campo de forgas
coarse-grained com um grau de simplifica ¢cdo maior, que sera explicitado e
caracterizado na secdo do desenvolvimento tedrico do campo. Deste modo,
propusemos um campo de forgcas para simulacdes de dindmica molecular com

menos particulas na simulagdo o que acarreta em menor carga computacional.

Pela facilidade de acesso aos servidores do CABS, utilizaremos os resultados
da previsdo dele para comparacdo com os resultados obtidos pelo método

proposto neste trabalho.

Ja possuimos, desse modo, a ferramenta de amostragem que restringe e
respeita a estrutura primaria dessas moléculas e dois m étodos ja consolidados
na literatura cientifica para que consigamos estabelecer comparacdes com o
método aqui proposto. Falta estudarmos de que maneira se da a interacdo
delas em fase liquida para que consigamos reproduzir da maneira mais
proxima do real possivel a estrutura final desses polipeptidios. Para tanto
passaremos agora a estudar os possiveis campos de forcas para estes

sistemas.
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2.4. Campos de forca

Antes de abordarmos os campos de for ¢a focados na aplicagédo de dinamica
molecular, € interessante que entendamos a teoria e o embasamento fisico

destas ferramentas.

A din amica, ou mais geralmente a mecanica, € a parte da fisica que estuda o
comportamento dos corpos e seus movimentos. Existiram diversas abordagens
para descrever este comportamento, desde o tempo dos grandes fil 6sofos
gregos (Heilbron, 2016). No entanto, as abordagens que desejamos atingir aqui
para que o conceito de campo de forca torne-se mais claro séo as formulagdes

gerais da mecanica classica.

Dessa forma, € de bom grado revisarmos alguns conceitos da chamada
mecanica Newtoniana e entender os motivos que levaram ao desenvolvimento

das formulagdes gerais.

Na modelagem Newtoniana temos o estabelecimento das trés leis de Newton
e, por conta do aparato matematico envolvido, uma abordagem dependente do
sistema de coordenadas adotado e da identificacdo das forcas envolvidas na

situacao que se deseja estudar (Lemos, 2007).

Portanto, torna-se interessante, para que as resolucdes facam-se mais gerais,
que se determinem o que sdo as hoje chamadas de coordenadas
generalizadas. Com elas, o problema fica independente do sistema de
coordenadas. Com isso ndo € mais necessario que se pré-estabeleca um
sistema de orientacdo, basta adotar um que seja capaz representar de maneira
univoca o vetor posicdo de cada particula e que consiga satisfazer

identicamente todos os vinculos presentes no problema (Lemos, 2007).

Unindo as coordenadas generalizadas ao principio de D’Alembert, consegue-se
chegar a duas novas abordagens da mecanica classica que ndo sdo mais

dependentes do sistema de orientacdo nem da identificacdo das forcas
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envolvidas no problema: a mecanica Lagrangeana e a mecanica Hamiltoniana.
De modo sucinto, a principal alteracdo de modelagem entre a mecanica
newtoniana e as duas formulacfes gerais citadas é a nao mais dependéncia na
identificacdo das forcas, mas a percepcdo da existéncia de uma funcédo
potencial de interacdo que origina as forcas. Nesse sentido, basta que sejam
apontadas as interagc0es para que as forcas surjam na modelagem do
problema (Lemos, 2007).

Com essas formulacdes gerais, portanto, ndo é mais necessario que saibamos
calcular e identificar cada forca envolvida, basta que sejam apontados os
potenciais de interaco. A vista disso, a modelagem de sistemas atdmicos, por
exemplo, torna-se mais simples e geral. E necessario apenas que
identifiquemos quais sdo as interacfes que ocorrem entre os atomos para

conseguirmos estudar a dinamica destes sistemas.

Podemos ent do considerar, por exemplo, um sistema contendo N particulas
interagentes. Neste caso, de maneira simplificada e geral, assumimos que as
interacbes se deem entre conjuntos de atomos no sistema, de forma que

podemos escrever a equa ¢ao 2.4.1:
U=Z U@ +ZZ U () + X 2 Us (7.5, F) +... (2.4.1)

em que s o considerados potenciais de interacdo que agem em uma particula,
por exemplo a acdo de um campo externo, pares de particulas, trios de
particulas e assim em diante (Allen & Tildesley, 2009).

Apesar de a equa ¢ao 2.4.1 sequir infinitamente até que sejam considerados
todos os possiveis arranjos de particulas que se traduzem em um potencial, o
termo mais importante desta expressao € o potencial de pares de particulas.
Este potencial depende apenas da distancia entre os atomos considerados no
par (Allen & Tildesley, 2009). De maneira geral, ele pode ser separado em trés
parcelas: o potencial eletrostatico, o potencial de van der Waals e o potencial

de ligagao.
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O potencial eletrostatico € resultado do campo elétrico gerado pelas particulas
eletricamente carregadas. De maneira geral seguimos o modelo de Coulomb
(Jorgensen et al., 1996) para representar esta parcela. A equa ¢éo 2.4.2 abaixo

denota este modelo:

99
4mege|f|

(2.4.2)

el

em que q € a carga da particula, €y € a permissividade do vacuo e ¢ é a

constante dielétrica relativa ao vacuo.

O potencial de van der Waals, mais comumente chamado de forca de van der
Waals, traduz as interacbes de dipolo. Este é geralmente estudado com
experimentos envolvendo argbnio em decorréncia da auséncia de carga liquida
nos atomos, assim anulando a contribuicéo eletrostatica. Desse modo, diversos
modelos ja foram propostos para traduzir essa interacdo. Os dois mais comuns
sdo o potencial de Lennard-Jones 12-6 (Jones, 1924) e o potencial de
Buckingham (Buckingham, 1938), ambos traduzidos pelas expressdes
apresentadas abaixo:

(7)) 243

Ug=AeBlfl. = (2.4.4)

il

No potencial de Lennard-Jones, o é a distancia para a qual o potencial é nulo
e ¢ traduz a profundidade do po ¢o de energia. E possivel identificar essas
duas informacgbes a partir da interpretacdo grafica do potencial de Lennard-
Jones. J& para o potencial de Buckingham A, B e C séo constantes ajustaveis

sem significado fisico.

Ainda na parcela que considera os potenciais de pares, resta o potencial de
liga ¢do qu imica. Existem diversos modelos que tentam reproduzir o
comportamento de uma ligacdo (van Gunsteren et al., 1996; Morse, 1929;

7

Ferguson, 1995; Warner, 1972). Dentre eles, o mais comum €& o potencial
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harménico, seguindo a classica lei de Hooke. A equacao 2.4.5 a seguir mostra

este modelo:
s N2
Uigagao= % = ([fy|-[For;|) (2.4.5)

em que k. € uma constante arbitraria, Ty é a posicdo de equilibrio e ¥ € a

posicao atual da particula.

Seguindo adiante na equacgao 2.4.1 encontra-se o termo que considera triplas
de &tomos para o potencial. Nele € contemplado o chamado potencial angular,
ou seja, dados trés atomos ligados em sequéncia, o angulo formado entre eles
apresenta um potencial de interacdo que é traduzido pelo potencial de angulo.
Assim como o potencial de ligacdo quimica, o potencial angular também possui
diversos modelos para descrevé-lo, ndo obstante o mais comum é também um
potencial de harménico (Bulacu et al., 2013; Brooks et al., 1983). A equacao

2.4.6 a seguir denota este modelo:
—v ke 2
Ug=27 (Bik-60,i) (2.4.6)

em que kg € uma constante arbitraria, 6o € o angulo de equilibrio e 8 o angulo

formado entre as trés particulas.

Por fim, apesar da equacdo 2.4.1 ndo se limitar apenas até o termo de
quadruplas, o ultimo termo comumente considerado € a parcela que leva em
conta a interacdo entre quatro atomos, também chamada de potencial diédrico
(Bulacu & van der Giessen, 2013). Trata-se da interacdo angular que é formada
entre esses quatro atomos, como mostra a Figura 9. A imagem dos outros dois
potenciais anteriormente apresentados, existem diversos modelos que tentam

produzir bons resultados para essa interacao.



35

Figura 9 - Angulo diédrico (€) indicado por meio da projecdo construida na figura. A posicéo
dos atomos é indicada pelos quatro vértices presentes na figura. A posicao relativa entre os
quatro forma o angulo diédrico e é considerada para o célculo do potencial diédrico.

A unido de todos estes potenciais até agora apresentados formam o que
chamamos de campo de forca. Existem diversos exemplos na literatura de
campos de forca: AMBER (Sorin & Pande, 2005; DePaul et al., 2010),
CHARMM (Vanommeslaeghe et al., 2010), Gromos (Oostenbrink et al., 2004),
OPLS (Jorgensen et al., 1996) dentre outros. Todos estes citados compartilham
uma mesma caracteristica: todos sdo campos de forca atomisticos. Isso
significa que estes campos de forca foram modelados considerando que cada

particula na simulagéo corresponde a um atomo.

Contudo, existem limitagbes operacionais, ou seja, simulacbes que
ultrapassam a capacidade computacional atual, tanto em decorréncia do
grande numero de particulas na simulacdo quanto por conta da extensédo do
tempo de simulacdo. Desse modo, algumas medidas podem ser tomadas para
tornar essas simulacdes possiveis (Blanco et al., 2013; Takada, 2012; Tozzini,
2005).

Conforme apresentado anteriormente, simulagbes moleculares que envolvem
moléculas proteicas séo fortes candidatas a utilizagdo dessas medidas, uma
vez que envolvem um grande numero de particulas. Uma das possiveis
medidas € justamente alterar a forma de representacdo das moléculas na

simulagdo. Essa alteracdo é, como ja apresentado, o chamado campo de
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forcas coarse-grained. Nesses campos de for¢a substituimos a representacao
atomistica, onde cada particula representa um atomo, pela representacdo em

contas, onde cada particula representa um grupo de &tomos (Clementi, 2007).

Neste aspecto, existem diversos niveis de agrupamento possiveis. O menor
nivel € o que considera de 4 a 6 contas para representacdo de um aminoacido.
A cadeia lateral é representada por uma conta enquanto os atomos pesados da
estrutura principal (backbone) sédo representados cada um por contas
individuais (Smith & Hall, 2001; Urban et al., 2004; Nguyen et al., 2004).
Avancando em relacdo a aglutinacdo de atomos em uma Unica conta existem
os modelos de duas contas. Nestes, a cadeia lateral é representada por uma
enquanto a estrutura principal (backbone) é representada por outra (Bahar &
Jernigan, 1997). E por ultimo existe o modelo da rede elastica (ENM na sigla
em inglés) onde a proteina € substituida por um arranjo de contas conectadas
por molas e, usualmente, cada conta representa um aminoacido (Kundu et al.,
2004; Wu et al., 2003; Burioni et al., 2004).

Por fim, um ultimo questionamento valido para campos de forca que utilizam a
representacdo coarse-grained € se a capacidade de mimetizar a realidade é
mantida. Uma vez que mesmo modelos atomisticos sdo modelos, ou seja,
tentativas de reproduzir a realidade, qual seria o limite para os campos que se
utilizam da simplificacdo coarse-grained? Diversos testes e desenvolvimentos
ja foram realizados, e comparaces com resultados experimentais
comprovaram gue essa modelagem é capaz de representar 0 comportamento
de alguns sistemas mesmo com as diversas simplificagbes que sao

consideradas (Clementi, 2007).

Deste modo, a proposta é parametrizar um campo de forcas coarse-grained
nos moldes ENM, ou seja, com apenas uma conta por aminoacido, que seja
capaz de representar a estrutura nativa da proteina a partir de sua estrutura

primaria de forma a permitir o calculo do fator de forma dessas biomoléculas.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Desenvolvimento teérico

O objetivo deste trabalho, como dito, € propor um campo de forcas para
utilizacdo em simulacdes de dinamica molecular com o intuito de predizer a
estrutura de proteinas. Com o propdsito de tornar a experiéncia da leitura deste
desenvolvimento tedrico menos arida e mais proveitosa, tomou-se a liberdade
de apresentar as ideias de maneira cronolégica, da mais simples até a final,

considerada mais complexa.

Para entendimento do panorama, deseja-se, por meio de simulacbes de
dindmica molecular, aplicar um campo de forcas, ou seja, um potencial de
interacdo entre particulas, com a finalidade de prever, a partir da sequéncia de
aminoé&cidos de uma proteina, sua estrutura nativa. E comparar essa estrutura
nativa de baixa resolucdo, por conta do campo de for¢cas desenvolvido ser
coarse-grained, por meio de curvas de espalhamento de raios X. Para isso, s&o
organizadas configuragcbes iniciais do sistema com a sequéncia de
aminoacidos. Estas configuracbes iniciais sdo compostas de diversas
particulas e, ao longo do desenvolvimento do campo de forcas, a
caracterizacdo das particulas alterou-se. No entanto, de modo geral, tem-se a
molécula de proteina, caracterizada pela sequéncia de aminoacidos, particulas
coarse-grained de agua, de modo a representar o solvente, e particulas
representando ions. Nas simulagfes realizadas foram utilizados cétions de
sédio ou anions de cloro. Esses ions atuam como neutralizantes da carga da

molécula de proteina na simulagdo molecular.

Inicialmente estudou-se a escolha entre formular um campo de forcas
atomistico, ou seja, considerando cada atomo sendo representado por uma

particula, ou um campo de forcas coarse-grained, onde a deciséo a respeito da
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aglutinacéo seria ainda um segundo passo, ou seja, quantos e quais grupos de
atomos seriam representados por uma particula e como esses grupos seriam
representados. Diversos autores (Blanco, 2013; Tozzini, 2005; Meller, 2001)
afirmam a impossibilidade da capacidade computacional atual de executar
simulac6es moleculares atomisticas quando se tratam de biomoléculas. Nao sé
moléculas proteicas sdo grandes, mas também ndo podem ser simuladas
isoladas, essas cadeias polipeptidicas estdo sempre em solugdo em condi¢cdes
normais, necessitando uma grande quantidade de moléculas de solvente e, por
vezes, de contra ions, uma vez que a carga liquida da simulacdo deve ser
sempre nula em decorréncia do algoritmo de calculo das forcas eletrostéaticas
de Coulomb (Darden et al., 1993). Ademais, o tempo requerido de simulacéo
para que a proteina processe o folding tornou a escolha do campo de forcas
atomistico impraticavel. Em decorréncia dessas razdes, optou-se por seguir 0

caminho de um campo de for¢as coarse-grained.

Posto isso, passou-se para um segundo momento em que deveria ser tomada
a decisao a respeito do grau de aglutinacdo dos atomos em particulas. Existem
diversas formas de realizar a transformacao de representacdo atomistica para
a representacao coarse-grained (Tozzini, 2005). Para a primeira idealizac&o
tedrica, considerou-se que cada aminoacido seria representado por uma
particula e existiiam trés tipos de particulas para a representacdo dos
aminoacidos. Esses trés tipos seriam distinguidos pelas cargas que
apresentariam, a saber: um positivamente carregado, nomeado de HIS como
mencao ao residuo histidina, que geralmente € positivamente carregado, um
negativamente carregado, nomeado GLU como mencdo ao residuo acido
glutamico, que geralmente é negativamente carregado e um neutro, nomeado
MET como mencdo ao residuo metionina, que geralmente ndo possui carga

liquida.

Com essa configuragdo do campo de forgas, ainda simplificada, os parametros
da expressao de Lennard-Jones para as interagOes de van der Waals foram
escolhidos com base na grandeza que permitiria uma melhor predi¢cao do fator
de forma. Por conta da relacéo entre o fator de forma e o raio de giro de uma
molécula (Svergun & Koch, 2003), esta grandeza foi escolhida para servir de
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guia na parametrizacdo das constantes 0 e € que aparecem na expressao
2.4.3. A priori escolheu-se como base para a parametrizacdo a proteina
albumina sérica bovina (BSA na sigla em inglés). Essa escolha deveu-se a
grande quantidade de dados j& medidos e estudos j& realizados para esta
biomolécula, permitindo a validacdo do campo de forcas com evidéncias

experimentais sélidas.

Ainda no aspecto da interacdo ndo ligada, ou seja, que nao envolve
caracterizacdo de ligacdes quimicas, optou-se por utilizar, além de uma
representacdo coarse-grained para a biomolécula, fazer uso desse mesmo tipo
de representacdo molecular para a agua que solvata a cadeia polipeptidica.
Dessa forma, adotou-se o modelo de agua desenvolvido por Shinoda et al.
(Shinoda et al.,, 2006). No modelo desenvolvido por estes autores, cada
particula representa trés moléculas de agua. E importante pontuar que houve a
preocupacdo em desenvolver um modelo proteico compativel com um modelo
de &gua, visando, assim, aplicacdes futuras para, por exemplo, o estudo da

interacdo entre duas moléculas de proteina.

Por conta da conclusdo dos autores responsaveis pelo modelo de agua
utilizado, em um primeiro momento, alterou-se a forma da interacéo de van der
Waals no campo de forcas desenvolvido. Como foi percebido que a interagcéo
de Mie 12-4 representava melhor as propriedades da agua, essa forma da
expressao foi considerada. A expressdo de Mie 12-4 é exibida na equacdo
3.3.1:

3v3 i\'"? i\
UMie=T€ij (lgl_jl) '(i)l (3.1.1)

Ifi ]

Considerando entdo as cargas, parametros da interacdo eletrostatica, e as
constantes da expresséo de Mie 12-4, calcularam-se as constantes de todas as
possiveis interagfes entre todas as particulas presentes na simulagdo: HIS,
MET, GLU, W (4gua), NA+ (cation de sodio) e CL- (anion cloreto). Os
parametros dos contra ions considerados para as simulacdes foram retirados

do ja consolidado campo de forgas atomistico OPLS (Jorgensen et al., 1996).
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Apesar da dinamica de particulas atomisticas ser diferente da dinamica de
particulas coarse-grained, existem trabalhos ja publicados com simulaces
mistas (Rzepiela et al., 2011; Shi et al., 2006) e ndo foram observados desvios
nos resultados obtidos em decorréncia deste fato, inclusive, por combinar a
maior acuracia do modelo atomistico com a rapidez do modelo coarse-grained
algumas vantagens em relagdo a velocidade computacional sdo observadas.
N&o obstante, a mistura dos dois modelos em simulacdo deve ser feita com
cautela. O célculo dos parametros de interagcdo ndo ligada foram feitos com
base nas regras de mistura de Lorentz-Berthelot (Reis et al., 2007) exibidas
abaixo nas equacodes 3.3.2 e 3.3.3:
—0i*0j

Oij_T (312)

€=/ Ei§j (313)

Deste modo, a partir dos parametros para os compostos puros foi possivel
calcular os parametros para as interacbes entre estes compostos. Os
parametros das particulas de agua foram retirados do trabalho de Shinoda
(Shinoda et al., 2006), os parametros dos ions presentes na simulagdo foram
retirados do campo de forcas atomistico OPLS (Jorgensen et al., 1996) e os
parametros iniciais dos residuos de aminoacido foram ajustados para que o
raio de giro da albumina sérica bovina correspondesse ao resultado
experimental de cerca de 2,9 nm. Os resultados para estes valores sao

apresentados abaixo na Tabela 1 para cada par presente na simulacao:

Tabela 1 - Parametros de interacéo de van der Waals e eletrostaticos para a primeira verséo
do campo de forgas. Os parametros da particula de 4gua coarse-grained séo do trabalho de
Shinoda et al. (Shinoda et al., 2006), os parametros dos ions sdo do campo de forca OPLS

(Jorgensen et al., 1996) e os parametros dos residuos de aminoacido foram ajustados para que

o raio de giro da albumina sérica bovina correspondesse ao experimental de cerca de 2,9 nm.

Particula i Particula j aij (nm) &ij (kd/mol) 0ig; (e?)

w w 0,4371 3,745 0,0

HIS HIS 0,5000 2,479 +1,0
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GLU GLU 0,5000 2,479 +1,0
MET MET 0,5000 2,479 0,0
NA+ NA+ 0,3333 0,012 +1,0
CL- CL- 0,4417 0,493 +1,0
W HIS 0,4686 3,047 0,0
W GLU 0,4686 3,047 0,0
W MET 0,4686 1,523 0,0
wW NA+ 0,3852 0,208 0,0
wW CL- 0,4394 1,358 0,0
HIS GLU 0,5000 2,479 -1,0
HIS MET 0,5000 2,479 0,0
HIS NA+ 0,4167 0,170 +1,0
HIS CL- 0,4709 1,105 -1,0
GLU MET 0,5000 2,479 0,0
GLU NA+ 0,4167 0170 -1,0
GLU CL- 0,4709 1,105 +1,0
MET NA+ 0,4167 0,170 0,0
MET CL- 0,4709 1,105 0,0
NA+ CL- 0,3875 0,076 -1,0

Apenas uma modificacdo é feita em relac@o a interagdo entre agua e o residuo
MET. Para tentar reproduzir for¢as hidrofobicas o parametro g; € dividido pela
metade, diminuindo assim a intensidade da interacdo entre estas duas

particulas na simulagéo.
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As interacOes ligadas, ou seja, o potencial que representa a ligacdo quimica
(equacdo 2.4.5) e o potencial que representa o potencial angular (equacao
2.4.6), foram baseadas no trabalho de Angelescu et al. e Voicescu e lonescu
(Angelescu et al., 2007; Voicescu & lonescu, 2012). Alguns ajustes foram feitos
para evitar o colapso da estrutura ao longo da simulacdo, e as constantes
utilizadas aqui sd&o um pouco maiores que as encontradas nos trabalhos
citados. Abaixo, na Tabela 2, estdo referenciados os valores que séo utilizados

para os potenciais ligados:

Tabela 2 - Parametros para as interagdes que consideram o potencial de ligagdo quimica e o
potencial &ngular. Na tabela sdo apresentadas as constantes destes potenciais retiradas do
trabalho de Angelescu et al. e Voicescu e lonescu (Angelescu et al., 2007; Voicescu & lonescu,

2012).
kr (kd.molt.nm?) ko (kJ.mol™.rad™) ro (A) 0o
100000,0 100,0 8,0 180°

Em um segundo momento a ideia foi desvincular, em algum grau, o campo de
forcas da parametrizacdo em funcdo da BSA. As interacdes ligadas foram
mantidas as mesmas, no entanto, modificou-se a quantidade e a natureza das
particulas da proteina. Ao invés de ajustarmos a biomolécula apenas com trés
tipos de particulas, cada aminoacido agora seria representado por uma
particula especifica.

Sendo assim, precisariamos reparametrizar as constantes que aparecem no
potencial de interacdo de van der Waals e rever a distribuicdo de cargas para a
interacdo eletrostatica. No entanto, como desejamos formular um campo de
forcas que seja 0 mais independente possivel, ao invés de agora utilizar uma
proteina e seu raio de giro para deduzir as constantes, partiu-se no sentido de
interpretar  fisicamente as constantes de Lennard-Jones. Como ja
mencionamos, a constante ¢ atua como um parametro dimensional da
particula, podendo, por exemplo, ser interpretado como o didmetro da particula,
considerando, claro, a extenséo de sua nuvem eletrénica. Desse modo, a partir

dos volumes moleculares de cada aminoacido (Richards, 1977) e,
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considerando que cada um deles comporta-se como uma esfera, calculou-se o
didmetro para todos eles. O diametro calculado foi entdo assumido como o

valor da constante ¢ para cada aminoacido e foi apresentado na Tabela 3.

Tabela 3 — Volume molecular e constante de Lennard-Jones dos residuos de amino &cido
utilizados nas fungdes que caracterizam o campo de forgas. Os residuos séo assumidos como
esferas e o parametro ¢ de Lennard-Jones é entdo o diametro da esfera.

Amino &cido i Volume i (nm?®) ci (nm)
Alanina 0,092 0,560
Arginina 0,225 0,755

Asparagina 0,135 0,636
Acido Aspartico 0,125 0,620
Cisteina 0,106 0,587
Acido Glutamico 0,155 0,666
Glutamina 0,161 0,675
Glicina 0,066 0,501
Histidina 0,167 0,683
Isoleucina 0,169 0,686
Leucina 0,168 0,685
Lisina 0,171 0,689
Metionina 0,171 0,689
Fenilalanina 0,203 0,729
Prolina 0,129 0,627
Serina 0,099 0,574

Treonina 0,122 0,615
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Triptofano 0,240 0,771
Tirosina 0,203 0,729
Valina 0,142 0,647

Ja para a constante ¢, é delicado encontrar uma interpretacéo fisica. E possivel
inferir que ela esta intimamente ligada a intensidade da interagéo, ja que é o
valor do poco energético de Lennard-Jones. No entanto, por se tratar de um
conceito abstrato, manteve-se o valor inicialmente considerado para todos os
aminoacidos presentes na proteina, ou seja, o valor de 2,479 kJ/mol. Neste
segundo caso, nada foi considerado em relacdo a hidrofobicidade dos

residuos.

Finalmente, para a consideracdo a respeito das cargas de cada residuo, foi
estudada a relacéo entre o pK, de cada secdo do amino acido em relacao ao
pH da simulacdo. De acordo com os valores de pK,, apresentados na Tabela 4,
€ possivel concluir se existe ou ndo protonacdo dos terminais e/ou das cadeias
laterais de cada amino acido a partir da equacédo de Henderson-Hasselbach.
Considerando a reacdo de desprotonacdo de um &acido, tem-se o0 seguinte

equilibrio:
Acido+H,0 =Base Conjugada+H;0O"
Pode-se entéo escrever a equacédo para a constante de equilibrio:

_ [Base Conjugada][H30"]
Ka= Thcido] (3.1.4)

Considerando a reagdo de protonagdo de uma base, tem-se 0 seguinte

equilibrio:

Base+ H,0=Acido Conjugado+OH

Pode-se entdo, novamente, escrever a equacao para a constante de equilibrio:
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[Acido Conjugado] [OH"]

o= o (3.1.5)
E possivel concluir a partir das expressdes 3.3.4 e 3.3.5 que:
KaKe=[H;0"] [OH| (3.1.6)

Tomando o cologaritmo da expressao 3.3.6 e aplicando a propriedade da
funcdo logaritmica onde o logaritmo do produto € a soma dos logaritmos,

obtém-se:

pKa+pKg=pH+pOH (3.1.7)

Retomando as expressdes 3.3.4 e 3.3.5 pode-se calcular o cologaritmo das
constantes de equilibrio:

oK, =- |Og(H+) -log ([Base Conjugada]) =pH- log ([Molécula Desprotonada]) (3.1.8)

[Acido] [Molécula Protonadal

oKg=-log (OH_) _log ([Acido Conjugado]) =pOH- log ([ [Molécula Protonadal ) (3.1.9)

[Base] Molécula Desprotonadal

Assumindo a hip6tese de que os equilibrios estabelecem-se
independentemente uns dos outros, ou seja, ndo se afetam entre si, define-se a
razdo dentro do logaritmo das expressdes 3.3.8 e 3.3.9 a partir das
concentracfes percentuais. Além disso, para que seja utilizada apenas uma

expressao, as expressoes 3.3.7, 3.3.8 e 3.3.9 sdo combinadas e o parametro v;

passa a compor a expressdo assumindo o valor 1 para bases e -1 para acidos.
Dessa forma chega-se a expressao de Henderson-Hasselbach (Po & Senozan,
2001):

PKa =pH+*vjlog (%) (3.1.10)

J

em que q; € a fragao de grupos ionizados na molécula j.
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Considerou-se, para este desenvolvimento, que a carga parcial de todos os
aminoacidos do tipo j dentro da molécula de proteina € numericamente igual a
concentracdo percentual de grupos ionizados deste amino&cido, portanto, o

valor a;.

Com essa analise era entdo atribuida carga a cada particula de residuo de
aminoacido dentro da molécula de proteina. O valor da carga era calculado a
partir da equacdo 3.3.10 e, caso fosse, em moédulo, inferior a 0,1, era
considerada nula. Caso fosse, em modulo, superior a 0,9, era considerada
unitaria. Estes valores foram atribuidos ap6s alguns testes de sensibilidade
para essa distribuicdo de cargas na molécula. Uma normalizacéo é feita apos a

atribuicdo das cargas para que a molécula possua um valor de carga inteiro.

Seria possivel calcular, iterativamente, a carga de cada residuo com base nas
alteracdes estruturais da molécula ao longo da simulacdo de dinamica
molecular. Existem ferramentas que levam em consideragdo a posicao do
residuo dentro da molécula de proteina para calcular as variacdes de pKa que
ocorrem nesses aminoacidos devido a posicdo que assumem dentro da
estrutura proteica (Dolinsky et al., 2004; Dolinsky et al., 2007). No entanto, para
determinar essas alteracdes nos valores de pKa sdo assumidas hipoteses,
como a de que a carga se comporta como uma funcdo continua para a
utilizacao da equacao de Poisson-Boltzmann, que acarretam erros na ordem de
60% para a variacdo do pKa (Davies et al., 2006). Por conta dos erros altos
incorridos no uso dessas ferramentas, optou-se por utilizar a abordagem

simples e pratica exibida anteriormente.

Os valores de pH considerados nas simulacdes eram condizentes com 0s
dados experimentais que seriam usados para a validacdo do campo e 0s
valores de pK, foram retirados do trabalho de Kenndler et al. (Kenndler et al.,
2004).
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Tabela 4 - Valores de pK, para os terminais carboxila e amina dos amino acidos e para as
cadeias laterais, quando ionizaveis que foram utilizados com a equacéo de Hendersson-
Hasselbach no célculo da carga de cada residuo na molécula de proteina.

Amino acido pK, - Carboxila pK, - Amina pK, — Cadeia Lateral
Alanina 2,33 9,71 -
Arginina 2,03 9,00 12,10

Asparagina 2,16 8,76 -
Acido Aspartico 1,95 9,66 3,71
Cisteina 1,91 10,28 8,14
Acido Glutamico 2,16 9,58 4,15
Glutamina 2,18 9,00 -
Glicina 2,34 9,58 -
Histidina 1,70 9,09 6,04
Isoleucina 2,26 9,60 -
Leucina 2,32 9,58 -
Lisina 2,15 9,16 10,67
Metionina 2,16 9,08 -
Fenilalanina 2,18 9,09 -
Prolina 1,95 10,47 -
Serina 2,13 9,05 -
Treonina 2,20 8,96 -
Triptofano 2,38 9,34 -
Tirosina 2,24 9,04 10,10
Valina 2,27 9,52 -
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Ao testarmos essa nova configuracdo, obtivemos resultados inesperados que
serdo logo apresentados na préxima secdo. Nao obstante, estes resultados
motivaram a formulacdo de algum parédmetro que, ao contrario do proposto
anteriormente, considerava alguma alteracdo para levar em conta o fator
hidrofébico de cada residuo. Na busca de algum modelo que mimetizasse as
forcas hidrofébicas surgiu a ideia de propormos um modelo proprio que
consideraria como parametro principal a hidropatia de cada amino acido (Kyte
& Doolittle, 1982). A hidropatia, apresentada na Tabela 5, funciona como um
indice que traduz a hidrofobicidade de um amino &cido, a saber: quanto maior

for a hidropatia de um amino acido, mais hidrofébico ele é.

Tabela 5 - Hidropatia dos amino acidos baseadas na escala construida por Kyte e Doolittle
(Kyte & Doolittle, 1982). As hidropatias sdo consideradas nos modelos a fim de mimetizar as
forcas hidrofébicas. Um parédmetro foi adicionado na intera¢éo de van der Waals com base na
hidropatia de cada aminoacido.

Amino &cido Hidropatia
Alanina 1,80
Arginina -4,50

Asparagina -3,50
Acido Aspértico -3,50
Cisteina 2,50
Acido Glutdmico -3,50
Glutamina -3,50
Glicina -0,40
Histidina -3,20
Isoleucina 4,50
Leucina 3,80

Lisina -3,90
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Metionina 1,90
Fenilalanina 2,80
Prolina -1,60
Serina -0,80
Treonina -0,70
Triptofano -0,90
Tirosina -1,30
Valina 4,20

Com o objetivo entédo de alterar a intensidade da interacdo de um amino &cido

com a agua, formulou-se um parametro que interferiria no valor da constante ¢;
quando i ou j fossem a agua. Estabeleceu-se que a constante ¢;; seria dividida

pela metade nos casos em que a hidropatia fosse menor que 1 e ndo seria
alterada nos outros casos. A escolha por dividir pela metade é arbitraria. Outros
valores e modelos foram testados, no entanto, este foi 0 que apresentou
melhores resultados. Com base nos valores de hidropatia entdo foi proposto o

seguinte modelo:

1, se hi=1

Hi(hi)= 2, se h>1

(3.1.11)

em que Hj; € o fator resultante e h; € a hidropatia do amino acido em questéo

na interacdo considerada. Dessa forma, a expressdo de Lennard-Jones que
deveria ser considerada para o célculo das forcas de van der Waals precisa de
alteragcbes também. Além da incorporacdo do fator hidrofébico H; proposto
acima, aproveitou-se para que outro refinamento tomasse forma. Como o0s
autores que propuseram o0 modelo de &gua que estamos utilizando
consideraram que as interacdes com a agua deveriam ser da forma 12-4, na

altima versdao do campo de forcas aqui proposto apenas as interacbfes com a
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agua seguem a forma 12-4. Todas as outras interacdes seguem a forma de
interacdo 12-6, que é a mais classica em dindmica molecular. E interessante
notar que o potencial de interagdo intermolecular pode ser obtido a partir da
mecanica quantica; no entanto, este € um problema extremamente complicado
do ponto de vista numérico. Apesar disso, € possivel mostrar, a partir da teoria
de perturbacdes, que o potencial intermolecular tende assintoticamente para
uma fungdo inversamente proporcional a sexta poténcia da distancia entre
particulas, como considera o potencial de interacdo de Lennard — Jones.
Portanto, temos entédo as seguintes equag¢des modelando as interacdes de van

der Waals:

B 6 \'12 [0\
BT

Unio= 22 (;—’J) l(ﬁ)m i (%)41 (3.1.13)

Todos o0s outros parametros e modelos considerados para o campo

mantiveram-se como na proposta inicial.

Por fim, interacbes especificas para a formacédo das ligacdes de hidrogénio e
pontes dissulfeto ndo foram consideradas. Apesar dessas ligacdes serem muito
importantes para a conformacdo final de proteinas, um dos objetivos era
manter o campo de for¢cas simples, como as interagbes consideradas foram
capazes de prever estruturas que produziram intensidades de espalhamento de
raios X condizentes com as produzidas pela estrutura cristalografica ou com
dados experimentais, as interagcdes para ligacdes de hidrogénio e pontes

dissulfeto ndo foram consideradas.

Ainda neste topico, é importante ressaltar que, como o objetivo é prever a
estrutura das proteinas por meio de simulacdo molecular e utilizar curvas de
intensidade de espalhamento de raios X para a verificacdo desta previséo, a
baixa resolugcdo de um campo de forgcas coarse-grained deve bastar para esta
tarefa, uma vez que a curva de intensidade de espalhamento fornece

informagdes de baixa resolucao quando tratamos de solugdes. Por se tratar de
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uma solucéo, néo existe ordem entre as moléculas, por isso, os resultados do
experimento de espalhamento sdo de baixa resolugdo, uma vez que os dados
sdo dependentes das orientacdes e configuracdes das moléculas em solucéo e
também por conta das operacfes matematicas necessarias para que tenhamos
acesso a funcdo p(r) perde-se ainda mais em resolucdo. Deste modo,
comparar as estruturas coarse-grained por meio de curvas de espalhamento &

adequado (Yang et al., 2011).

3.2. Meétodo para as simulacdes

As simulacdes de dinamica molecular foram executadas no software
GROMACS (Berendsen et al., 1995) versdo 5.0.7. Além deste software foram
escritos quatro codigos de programacdo principais para a organizacdo do
campo de forcas proposto. As proteinas escolhidas para o teste do campo de
forcas foram a lisozima e a albumina sérica bovina, uma vez que ambas ja sao

muito conhecidas e possuem diversos estudos na literatura.

O primeiro codigo, GENINP, gerava, a partir do arquivo estrutural de uma
proteina (PDB — protein data bank), um arquivo apenas com a sequéncia de
aminoacidos para que a estrutura coarse-grained proposta pelo campo de
forcas desenvolvido pudesse comecar a tomar forma. Este arquivo gerado foi
considerado um arquivo input para que os outros fossem escritos. Um exemplo
de arquivo input que foi gerado para a lisozima é apresentado na Figura 10

seguinte.
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TITLE Input file generated by GENINP.
129 9.01 4.48

LYS VAL PHE GLY ARG CYS GLU LEU ALA ALA ALA MET LYS ARG HIS
GLY LEU ASP ASN TYR ARG GLY TYR SER LEU GLY ASN TRP VAL CYS
ALA ALA LYS PHE GLU SER ASN PHE ASN THR GLN ALA THR ASN ARG
ASN THR ASP GLY SER THR ASP TYR GLY ILE LEU GLN ILE ASN SER
ARG TRP TRP C¥5 ASN ASP GLY ARG THR PRO GLY SER ARG ASN LEU
CY¥S ASN ILE PRO CYS5 SER ALA LEU LEU SER SER ASP ILE THR ALA
SER WAL ASN CYS ALA LYS LYS ILE VAL SER ASP GLY ASN GLY MET
ASN ALA TRP VAL ALA TRP ARG ASN ARG CYS LYS GLY THR ASP VAL
GLN ALA TRP ILE ARG GLY CYS5 ARG LEU

Figura 10 - Exemplo de arquivo input gerado pelo cédigo GENINP. Na figura observa-se o
titulo gerado pelo codigo na primeira linha, a quantidade de residuos de aminoéacido, o
tamanho da aresta da caixa que sera utilizada na simulagéo e o pH que sera considerado na
simulacdo. Abaixo da segunda linha a sequéncia de aminoacidos de acordo com a abreviacdo
em trés letras de cada um.

A partir do exemplo conseguimos identificar que trés informacdes sao
impressas na segunda linha, respectivamente: o niumero total de residuos da
biomolécula, o lado de uma caixa de simulacé@o cubica e o pH da simulagdo. O
namero de residuos € calculado por contagem simples, e o tamanho da caixa €
calculado por meio de uma funcdo empirica construida a partir da experiéncia
nas simulacbes feitas. E importante notar aqui que lidamos com um problema
de balanceamento, a caixa ndo pode ser muito grande, pois ao encolher para
gue o sistema assuma a densidade correta, a simulacdo pode incorrer em
desestabilidades numéricas e parar, mas também ndo pode ser pequena
demais a ponto das particulas que queremos ndo caberem no volume que ela
delimita. Dessa forma, testes foram realizados e chegou-se, de maneira

empirica, a seguinte funcao para o célculo do tamanho da caixa:
C=0.0088NR+4.8634 (3.2.1)

em que C é a aresta do volume cubico e NR é o numero de residuos de

aminoacido presentes na molécula proteica.

O pH é um valor de entrada para o codigo. Este valor é utilizado por outros
codigos para que consigam calcular a carga de cada residuo na cadeia
polipeptidica.
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Seguindo na cadeia computacional, o arquivo de input gerado serve de entrada
para o cédigo CF_LRP, que é o codigo nucleo do campo de forcas. Este codigo
€ responsavel por gerar todos 0s arquivos que serdo usados pelo software de
simulacdo para calcular as interacdes entre todas as particulas presentes na
simulacdo. Como saida, o CF_LRP gera os arquivos de topologia e de tabelas
para a diferenciacdo entre as interacdes 12-4 e 12-6 mencionadas
anteriormente. Além disso, ele também escreve os arquivos que contém as
instrucbes basicas para a simulacdo, tanto para a primeira etapa de
minimizacdo de energia quanto para a segunda etapa de producdo no
ensemble NPT, estas etapas serdo exploradas, explicadas e justificadas no

final desta secéo.

Partindo para o terceiro codigo, o STR, vamos agora tratar de organizar o
arquivo de configuracdo inicial para a simulacdo. Além dos arquivos de
topologia, que contém as informacdes a respeito das interacdes entre as
particulas, e os arquivos de instru¢cdes, que contém a receita para a simulacéo,
devemos também fornecer um arquivo com uma configuracdo inicial das
particulas dentro da caixa de simulacdo. Por se tratar de simulacdo molecular
classica, ou seja, apoiada na teoria Newtoniana da mecanica, é necessario que
entreguemos ao simulador uma estrutura inicial, ou seja, as posi¢des iniciais de
cada particula, e a velocidade inicial de cada particula. Este terceiro cédigo
trata, entdo, de gerar esse arquivo com as posicoes iniciais de cada particula,
ja que as velocidades estdo ja colocadas nos arquivos de instrucdes gerados
pelo CF_LRP. As velocidades iniciais de cada particula serdo geradas por meio
de uma distribuicAo de Maxwell-Boltzmann calculada pelo software de
simulacdo GROMACS. A distribuicdo € dependente da temperatura, que é
colocada como 300 K, ja que as simulacdes sédo realizadas a 300 K e da massa
de cada particula, que € dada nos arquivos gerados pelo CF_LRP. A
distribuicdo de Maxwell-Boltzmann € caracterizada pela seguinte expressao
(Zhigilei & Garrison, 1997):

3 mu?
— m “ALT
A(u)= (ﬁ) 4TTU?€ KT (3.2.2)
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em que m € a massa, k € a constante de Boltzmann, T € a temperatura e u a

velocidade.

Por estarmos tratando de um modelo que pretende estudar o processo de
folding de uma proteina, a estrutura inicial pode apresentar alguma influéncia.
Para que essa influéncia possa ser mapeada, foram propostas trés estruturas
iniciais. Essas trés foram desenvolvidas para que coubessem na caixa inicial e
para que a caixa inicial ndo tomasse um tamanho muito grande. Por tamanho
muito grande queremos dizer um volume que nédo permitisse uma densidade ao
menos proxima da densidade da agua. Isso se justifica pelo fato da
instabilidade que a simulacdo molecular apresenta quanto ao encolhimento
brusco da caixa. Para evitar que a simulacdo nao consiga proceder por conta
deste encolhimento brusco, foram entdo desenvolvidas trés estruturas que

estivessem de acordo com uma densidade inicial proxima de 1000 kg/m3.

As trés estruturas propostas, exibidas na Figura 11, sdo as estruturas
helicoidal, intestino e zig-zag. Os nomes foram escolhidos com base nos

formatos propostos.

Figura 11 - Estruturas iniciais da molécula de proteina propostas para as simulagdes de
dindmica molecular. Da esquerda para a direita: helicoidal, intestino e zig-zag. As estruturas
propostas ndo tem relacao fisica com a estrutura primaria da proteina, sdo estruturas propostas
com o objetivo de caberem na caixa de simulagdo sem que a caixa seja grande demais a ponto
de encolher bruscamente no inicio da simulagao e causar uma parada no algoritmo de
dindmica molecular.
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Ademais, depois de gerar as estruturas iniciais, o STR solvata e equilibra
eletricamente as caixas de simulacdo adicionando agua e contra ions

respectivamente.

Com estes trés codigos conclui-se, entdo, a preparacdo dos arquivos
necessarios para a simulacdo molecular. Um fluxograma do procedimento é
exibido na Figura 12. Retomemos, portanto, as duas fases ja citadas que séo
executadas na simulacdo propriamente dita que ocorre no software
GROMACS.

PDB pH

GENINP

l

Arquivo Input
- Sequenciamento — =
- Tamanho da caixa

|

Arquivos de configuragéo
—> - Configuragéo inicial
- Solvatagéo

Arquivos de interag&o

, - Interagdes intermoleculares
- Topologia
- Instrugbes da simulagdo

Figura 12 - Fluxograma representando a sequéncia de codigos de programacao utilizados para
a preparacao dos arquivos necessarios para a simulacao de dinAmica molecular. No
fluxograma sao apresentadas as informag6es requeridas pelos codigos e as informacdes
fornecidas pro eles.

A primeira etapa para a simulacdo é a minimizacdo de energia. Por vezes a
configuracédo inicial possui uma energia potencial grande, o que significa que
algumas particulas podem estar submetidas a forcas muito intensas. Se a
simulacéo partir de uma configuragao inicial com essa caracteristica, € possivel
que a caixa da simulagao “exploda”, ou seja, que o simulador perca de vista

algumas particulas por conta do deslocamento muito brusco a que serdo
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submetidas na primeira iteracdo. Isto posto, realiza-se a minimizacdo de

energia para que este tipo de problema seja evitado.

A segunda etapa para a simulacdo € a chamada etapa de producéo. Nesta é
selecionado um ensemble e entdo o algoritmo de integracdo da equagédo de
Newton, leapfrog (Allen & Tildesley, 2009), atualiza posi¢cdes e velocidades de
cada particula dentro da caixa. Com o objetivo de mimetizar as condi¢des de
laboratorio, 0 ensemble escolhido para a etapa de producéo foi o NPT, ou seja,
0 numero de particulas, a presséo e a temperatura sdo mantidos constantes ao
longo da simulacdo. O numero de particulas é mantido constante a partir das
condicdes periddicas de contorno, ja a pressdo € mantida constante a partir de
um algoritmo de barostato, no caso especifico, o barostato de Berendsen
(Berendsen et al.,, 1984). Para a temperatura ser mantida utiliza-se um
algoritmo de termostato, no caso, o termostato de Berendsen modificado
(Berendsen et al., 1984; Parrinello et al., 2007). Apesar desses algoritmos para
a manutencdo da temperatura e da pressdo serem antigos e ja terem sido
substituidos por algoritmos mais eficientes, a utilizacdo deles é devida a um
motivo especifico do simulador utilizado e diz respeito as interacdes
intermoleculares que sao utilizadas nas simulagcées. Para que o GROMACS
faca uso de diferentes interacdes e para que consigamos utilizar o potencial de
Mie 12-4, é necessario que se utilize a opg¢ado group do simulador, permitindo
que as interacdes desejadas sejam inseridas manualmente, uma vez que 0
simulador ndo possui essas interagcbes como padrdo. Para isso apenas o
barostato e termostato de Berendsen estdo disponiveis. E importante ressaltar
que o uso de ambos produziu bons resultados quando a intensidade de

espalhamento de raio X foi calculada.

A etapa de producdo € realizada considerando um tempo de 10,0
nanossegundos, um passo de 2,0 fentossegundos totalizando 5000000 de
passos para o calculo. A pressado é mantida em 1,0 bar e a temperatura em 300
K. As velocidades iniciais sdo calculadas a partir de uma distribuicdo de

Maxwell-Boltzmann considerando a temperatura de 300 K.
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Com a conclusdo da simulacdo, € necessario que, inicialmente, verifique-se
como evoluiu a densidade da caixa. Por estarmos no ensemble NPT, o volume
€ um grau de liberdade existente durante a simulacao, portanto a verificacdo do
volume especifico, ou o inverso da densidade, é importante para verificarmos
se atingimos a densidade da agua. Como o sistema esta bastante diluido, para
garantirmos que o ensemble tenha conseguido reproduzir um sistema real,
devemos ter conseguido atingir um valor de densidade préximo a 1000 kg/m3.

Em seguida entra em acéo o ultimo cédigo escrito, 0 TRAJ.

Este dltimo codigo trata e avalia os dados que retiramos da simulagéo. A partir
deste tratamento conseguimos calcular e verificar se o fator de forma da
proteina é condizente com os dados experimentais. A partir desta comparacao

conseguimos fazer ajustes e/ou verificar inconsisténcias na metodologia.

O TRAJ ignora os 1,5 nanossegundos iniciais da producdo, que sao
considerados como tempo de equilibracdo para a pressao, para a temperatura
e para densidade. Esse valor de 1500 picossegundos foi avaliado depois da
realizacdo das simulacdes e era checado a partir da estabilidade da densidade,
da estabilidade da temperatura e da estabilidade do raio de giro. Como as
simulacbes sdo feitas no ensemble NPT, o grau de liberdade dentre as
variaveis PVT é o volume. Com a variacdo do volume existe a variacdo da
densidade e, portanto, com a estabilidade dela e da temperatura podemos
considerar que o equilibrio foi atingido. Para verificar se o processo de folding
havia chegado ao equilibrio dindmico da estrutura verificou-se a estabilidade do
raio de giro. Por se tratar de simula¢cdo de dinamica molecular, diz-se equilibrio
dindmico da estrutura porque a biomolécula ndo atingira uma Unica forma final,
mas oscilara entre diversas estruturas. Este valor, 1,5 nanossegundos, foi
estipulado depois de observar algumas simulacbes e verificar que era o
suficiente para a estabilizacdo da densidade, da temperatura e do raio de giro.
Com os ultimos 8500 picossegundos é realizada a andlise dos dados
produzidos pela simulag&o. A trajetéria € quebrada de um em um picossegundo
e cada um deles € analisado. Ao final, € feita a média dessas 8500 andlises e
entdo essa média € comparada com os dados experimentais e com os dados

calculados a partir das estruturas cristalograficas das proteinas.
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As simulacdes feitas a partir do método CABS foram realizadas a partir de um
servidor do grupo de pesquisa responsavel por esse método. O servidor fica
disponibilizado na internet e pode ser acessado a partir do seguinte endereco:
<http://biocomp.chem.uw.edu.pl/CABSfold/>. Para utiliza-lo, deve-se selecionar
a opcao de novo, para que a previsdo seja feita apenas com base na
sequéncia de amino &cidos, e adicionar a sequéncia de amino acidos segundo
0 codigo padrdo de uma letra para amino &cidos. Esse é um cédigo padrao,
além do codigo de uma letra, existe também o codigo de trés letras, ambos

estipulados pela IUPAC (International Union for Pure and Applied Chemistry).

Com isso, a submissdo da simulacdo é realizada e os resultados da simulacéo
sdo disponibilizados em aproximadamente quatro dias. As simula¢des do
método CABS sédo simulacbes Monte Carlo e, a partir da sequéncia de amino
acidos e de maneira estocastica, minimizam a energia da estrutura da
biomolécula de proteina a fim de encontrar a estrutura nativa a partir dessa
minimizag&o. Os resultados obtidos a partir do método CABS foram utilizados
para comparacao com os resutlados obtidos pelo método desenvolvido neste

trabalho.

Concluida a apresentacao do desenvolvimento tedrico, passamos entdo para a

apresentacao dos resultados.
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4. RESULTADOS

Antes de apresentar propriamente os resultados obtidos, relatemos alguns
pontos importantes ao longo do desenvolvimento deste trabalho para que fique

mais claro o porqué da apresentacao de cada resultado.

O campo de forcas proposto comecou com uma ideia simples e, de algum
modo, rudimentar, envolvendo trés tipos de particulas para a composicdo da
proteina, divergindo apenas na carga elétrica de cada uma. Com a intencdo de
tentar reproduzir o efeito das interagBes hidrofébicas/hidrofilicas, dividiu-se o
parametro energético do potencial de interacdo de Mie pela metade no residuo

hidrofébico, quando a interacéo se dava com a agua.

Como o objetivo era tornar o célculo da intensidade de espalhamento de raio X
mais fenomenoldgico, com bases fisicas e ndo heuristicas, tornamos o campo
um pouco mais refinado ao criar uma particula para cada aminoacido. Aqui,
bases fisicas significam o uso de um campo de forcas que advém da fisica
para a previsdo da estrutura da proteina, ao invés da parametrizacdo a partir
de uma estrutura jA conhecida ou do processo de tentativa e erro citado
anteriormente. No entanto, no primeiro teste ndo adicionamos nenhuma
modificacdo aos parametros energéticos do potencial de interacdo de Mie,
mantivemos todos os valores idénticos para todos os residuos. Essa escolha
gerou um resultado esperado, mas ainda assim interessante para ser exibido

aqui.
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4.1. Hidrofobicidade

Ao visualizarmos a forma ao final da simulacdo molecular da lisozima, proteina
utilizada nesta simulacgéo, verificou-se que a estrutura atingida néao era globular,
como sabe-se ser a estrutura nativa desta proteina. Ao contrario, a biomolécula

assumiu a forma de um lago, como exibido na Figura 13 abaixo.

Figura 13 - Estrutura ao final da simulacdo molecular da lisozima sem levar em consideracéo a
modificacdo para as for¢cas hidrofébicas indicada na equacédo 3.1.13. O fator H considerado
para as forcas hidrofébicas reduz o parametro energético do potencial de Mie, deste modo

diminuindo a intensidade da interacédo entre os residuos hidrofébicos e a agua.

A forma assumida ndo era esperada, uma vez que a lisozima € uma proteina
globular, ou seja, possui a estrutura nativa semelhante a uma esfera ou um

elipsoide de revolucéo.
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Inicialmente tentou-se investigar se o problema estaria no modelo utilizado para
a 4dgua. Foram alterados diversos parametros da simulagdo, como o raio de
cut-off, para verificar se estes parametros exerceriam alguma influéncia neste
resultado. Nenhuma dessas alteracfes produziu resultados significativos na
estrutura, e a cadeia polipeptidica sempre finalizava a simulagdo em uma forma

de laco similar a apresentada anteriormente.

Em um segundo momento, decidiu-se por modificar o campo de forcas para
levar em conta as interacGes devidas a hidrofobicidade de cada residuo, que foi
negligenciada nessa versao inicial do campo de forcas. Com isso, foi proposto
o modelo apresentado na secdo anterior, no qual a hidropatia € utilizada para
calcular o fator H que, por sua vez, altera o parametro energético do potencial
de interacdo de Mie quando a interacdo for calculada entre a agua e um

residuo de amino acido.

Ao testarmos essa versao, a lisozima apresentou a seguinte estrutura ao final

da simulacéo, apresentada na Figura 14.
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Figura 14 - Estrutura ao final da simula¢éo molecular da lisozima levando em consideragdo a
modificacdo para as forgas hidrof6bicas indicada na equacgéo 3.1.13. O fator H considerado
para as forcas hidrofébicas reduz o parametro energético do potencial de Mie, deste modo

diminuindo a intensidade da interacao entre os residuos hidrofébicos e a agua.

Verifica-se que a estrutura passou a apresentar a forma globular esperada para

a estrutura nativa dessa biomolécula.

Conseguiu-se mostrar que, ao adicionarmos uma modificacdo na interagdo que
os residuos tém com a agua, a forma globular da proteina foi assumida, ou
seja, que a interacdo com a agua é um fator importante no processo, como ja é
sabido. E, diferentemente das ligacdes de hidrogénio e pontes dissulfeto, ndo
pode ser negligenciada, mesmo em um método de baixa resolucdo como o
proposto neste trabalho.

Com o campo de forcas permitindo atingir a estrutura globular, avancamos
entdo para o célculo da intensidade de espalhamento de raios X da lisozima e

da albumina soro bovina. A escolha destas duas € justificada por conta da
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grande quantidade dados disponiveis para ambas na literatura, permitindo

comparacoes e avaliagbes do campo de forgcas proposto.

4.2. Influéncia da estrutura inicial

Em decorréncia da complexidade do processo de folding de uma proteina,
dados os controles cinético e termodindmico concomitantes, é esperado que
existam influéncias da estrutura inicial da biomolécula na simulacdo molecular
no processo de dobramento da estrutura e, consequentemente, na estrutura

atingida ao final da simulagéo de dinamica molecular.

A primeira verificagdo feita foi a checagem da densidade atingida ao final da
simulacdo em todas as simulagcdes. Como o ensemble escolhido foi o NPT
(numero de particulas, pressédo e temperatura constantes) a variavel canénica
que se torna dependente é justamente o volume, portanto € necessario avaliar

se a densidade, inverso do volume especifico, atingiu o valor esperado.

Foram realizados testes com as proteinas lisozima e albumina sérica bovina
(BSA). Ambas foram simuladas partindo das trés estruturas iniciais propostas.
As simulacbes foram realizadas considerando as interacfes entre particulas
descritas anteriormente pelo campo de forcas coarse-grained. A duracao total
das simulacdes foi de 10,0 nanossegundos com passos de 2,0 picossegundos
no ensemble NPT. A temperatura foi mantida em 300 K e a pressao foi mantida
a 1,0 bar. Os resultados para a densidade das simula¢cées moleculares com

lisozima séo apresentados na Figura 15.
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Figura 15 — Densidade da caixa de simula ¢do ao longo da simulacdo de dindmica molecular
para a lisozima. As simula¢des foram feitas durante 10,0 nanossegundos com passos de 2,0
fentossegundos no ensemble NPT a temperatura de 300 K e press do de 1,0 bar.

Para avaliar o regime transiente da simulacdo, ou seja, 0S primeiros
picossegundos de equilibracdo, é apresentado o grafico para a densidade no

inicio da simulacao na Figura 16:
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Figura 16 - Evolu ¢&o das densidades para as simulagdes de dindmica molecular com a

lisozima. S&0 apresentados os primeiros picossegundos da simulacdo para avaliacdo do

periodo de equilibracdo da simula ¢&o. As simulacdes partindo das trés estruturas iniciais
propostas séo exibidas.

Os resultados para as densidades das simula¢cdes moleculares com albumina s

érica bovina sédo apresentados na Figura 17:
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Figura 17 - Densidade da caixa de simula ¢&o ao longo da simulac¢é@o de dindmica molecular

para a albumina sérica bovina. As simulacdes foram feitas durante 10,0 nanossegundos com

passos de 2,0 fentossegundos no ensemble NPT a temperatura de 300 K e press do de 1,0
bar.

Assim como para o caso da lisozima, a evolucdo da densidade no inicio da
simulacdo para avaliacdo do periodo transiente no caso da albumina sérica

bovina também é mostrado na Figura 18:
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Figura 18 - Evolu ¢&o das densidades para as simula¢des de dindmica molecular com a

lisozima. S&o0 apresentados os primeiros picossegundos da simulacdo para avaliagéo do

periodo de equilibracdo da simula ¢&o. As simulacdes partindo das trés estruturas iniciais
propostas séo exibidas.

A partir dos resultados para as densidades conseguimos observar que a
estrutura inicial ndo interfere na densidade final da simulacdo. Observa-se que
tanto nas simula¢des com lisozima quanto albumina a densidade final assume
aproximadamente o valor de 990 kg/m?3 apresentando um desvio padrdo de 1,2
kg/ms.

Apesar de estarmos utilizando diversos modelos coarse-grained observamos
gue os resultados s do bastante satisfatérios. A densidade encontrada ao final
das simulacdes € ndo s6 proxima a da agua, que de acordo com a base de
dados do NIST (National Institute of Standards and Technology) vale 996,56
kg/m3 nessas condi¢cOes de pressdo e temperatura, como muito semelhante em
todas as simulacdes. Desvios da ordem de 0,66% em relagdo ao valor
experimental da densidade da agua pura sdo observados nos resultados
obtidos.

A partir da observacéo dos transientes conseguimos notar que o equilibrio, em

relacdo a densidade da caixa de simulacdo de dindmica molecular, para ambos
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0S casos é atingido de maneira rapida, com 10 picossegundos a densidade ja

esta estabilizada para todos os casos nas duas proteinas testadas.

A segunda an alise realizada foi verificar a influéncia da estrutura inicial na
estrutura final da biomolécula por meio do raio de giro. Como j a apresentado,
foram propostas trés estruturas iniciais para as simulacdes: helicoidal, intestino
e zig zag. Em decorr éncia da natureza do processo de folding, como | &
discutido anteriormente, existe um controle cinético em conjunto com um
controle termodinamico. Imaginando que, in vivo, 0 processo de produ ¢éo de
uma proteina ocorre com a adicdo de um aminoacido por vez na cadeia em
construcdo, espera-se que exista forte influéncia cinética, por conta da forma
como € construida a cadeia, mas também forte influéncia termodindmica, uma
vez que se espera alguma estabilidade na conformacéa o nativa da biomolécula.
E esperado, portanto, que exista influéncia, ao menos cinética, em relacéo a
estrutura inicial da biomolécula na simulacdo. Sao propostas diferentes
estruturas para verificar se essa influéncia cinética serda significativa para a
previsibilidade do método. Esper a-se que, mesmo com a mudanca de
estrutura inicial da biomolécula, os dados de espalhamento de raios X sejam
proximos, uma vez que se trata de dados de baixa resolucdo, assim como a
estrutura coarse-grained. Foram simuladas, entdo, as duas proteinas, lisozima
e albumina sérica bovina, partindo, a cada simulacdo, de uma estrutura inicial
diferente, mas mantendo todas as outras variaveis inalteradas. Ao final das
simulagdes, foram comparados tanto a evolucao do raio de giro da estrutura ao
longo da simulacdo quanto o raio de giro médio dos ultimos 500 picossegundos

das simulacgdes.

O raio de giro € uma propriedade geométrica que pode ser calculada a partir da
equacdo 4.4.1 e também por meio da curva de espalhamento com a
aproximacao de Guinier:
|2

Rg= < 24 [F-Fom (4.2.1)
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em que Ng € o nimero total de residuos de amino acido e 7., € a posi¢do do
centro de massa da molécula. Ele representa a distribuicdo dos residuos ao
redor do centro de massa da molécula. Fisicamente, o raio de giro pode ser
interpretado, em uma proteina globular, como o grau de compactacdo dos
residuos, ou seja, quanto menor o raio de giro, mais compacta a proteina. No
entanto, essa propriedade ndo nos diz muito a respeito da estrutura, afinal, ela
reduz toda a estrutura a uma unica medida. Muitas vezes o raio de giro €
utiizado também como forma de avaliar as metaestruturas, estruturas
assumidas pela proteina durante o processo de folding, ou estruturas de

proteinas denaturadas.

Para o teste com lisozima, as estruturas, ao final das simulagdes de dinamica
molecular, atingidas para as trés diferentes estruturas iniciais séo apresentadas

na Figura 19.

Figura 19 - Estruturas ao final das simulages moleculares para a lisozima. Nessas simulacdes
variou-se a estrutura inicial da biomolécula para que fosse avaliada a influéncia dessa estrutura
inicial, uma vez que é sabido existir influéncia cinética no processo de folding de uma
biomolécula. Respectivamente, da esquerda para direita: helicoidal, intestino e zig zag.

Apesar de algumas diferengas visuais entre as estruturas, a analise do raio de
giro nos fornece uma base de comparacdo melhor para a verificacdo da
eficacia do campo de forgas proposto. Abaixo, na Figura 20, € exibido como o
raio de giro das trés estruturas evoluiu ao longo dos 10,0 nanossegundos da

simulacdo molecular.
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Figura 20 - Evolugé&o do raio de giro para a lisozima nas trés simula¢des de dindmica molecular
partindo cada vez de uma estrutura inicial diferente. O raio de giro € uma propriedade
geomeétrica que traduz o quao compacta é a estrutura. O raio de giro da lisozima medido
experimentalmente vale a 1,43 nm.

A partir da analise do grafico consegue-se verificar que todas as estruturas
iniciais propostas atingem um valor para a lisozima de aproximadamente 1,5
nm, como apresentado na Tabela 6. Os valores anotados na Tabela 6 S840 as
médias calculadas para os ultimos 8500 picossegundos de simulagdo de
dindmica molecular. O valor relatado na literatura para o raio de giro desta
proteina é 1,43 nm (Krigbaum & Kugler, 1970). Nota-se, no entanto, que as
estruturas helicoidal e zig zag atingem o valor estavel mais rapidamente
engquanto a simulacdo que parte da estrutura inicial intestino oscila em torno do

valor médio.
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Tabela 6 - Raio de giro da Lisozima calculado a partir da média dos ultimos 8500
picossegundos das simulacdes de dinamica molecular para as trés estruturas iniciais
diferentes. O valor relatado na literatura para o raio de giro da lisozima é de 1,43 nm. O desvio
percentual é calculado sobre esse valor.

Estrutura Raio de giro (hm) Desvio (%)

Helicoidal 1,416 0,95
Intestino 1,421 0,60
Zig Zag 1,429 0,08

Para as simulagdes feitas com BSA, as estruturas, ao final das simulac¢des de
dindmica molecular, atingidas para as trés estruturas iniciais sdo apresentadas

na Figura 21 abaixo:

Figura 21 - Estruturas ao final das simulag6es moleculares para a albumina sérica bovina.
Nessas simulacdes variou-se a estrutura inicial da biomolécula para que fosse avaliada a
influéncia dessa estrutura inicial, uma vez que é sabido existir influéncia cinética no processo
de folding de uma biomolécula. Respectivamente, da esquerda para direita: helicoidal, intestino
e zig zag.

Novamente, apesar de algumas diferencas visuais a analise do raio de giro das
estruturas nos fornece uma melhor base comparativa entre as trés. Abaixo, na
Figura 22, é exibido o grafico que mostra a evolu¢do do raio de giro dessas
estruturas ao longo dos 10,0 nanossegundos da simulagcdo de dinamica

molecular
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Figura 22 - Evolucéo do raio de giro para a albumina sérica bovina nas trés simulagfes de
dindmica molecular partindo cada vez de uma estrutura inicial diferente. O raio de giro é uma
propriedade geométrica que traduz o quao compacta é a estrutura. O raio de giro da albumina

medido experimentalmente vale a 2,98 nm.

Observa-se que, apesar da maior concordancia entre as trés estruturas, no
caso da albumina o raio de giro obtido a partir da simulacdo molecular desvia
aproximadamente em 0,3 nm do experimental, que vale 2,98 nm (Anderegg et
al., 1955). Os resultados finais sdo apresentados na Tabela 7:

Tabela 7 - Raio de giro da albumina sérica bovina calculado a partir da média dos ultimos 8500
picossegundos das simulagdes de dindmica molecular para as trés estruturas iniciais
diferentes. O valor relatado na literatura para o raio de giro da albumina é de 2,98 nm. O
desvio percentual é calculado sobre esse valor.

Estrutura Raio de Giro (nm) Desvio (%)
Helicoidal 2,804 59

Intestino 2,775 6,9

Zig Zag 2,756 7,5
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Como o raio de giro € uma importante grandeza que pode ser calculada a partir
do experimento de espalhamento de raio X e os resultados sdo muito proximos
aos experimentais, pode-se imaginar que, a0 menos a parte inicial da curva de
intensidade de espalhamento, o chamado regime de Guinier, que pode ser
utilizado para a determinacdo do raio de giro, sera calculada em boa
correspondéncia com a estrutura cristalografica. Nao s isso, como também se
pode inferir que a proteina simulada estd assumindo, ao menos
aproximadamente, uma forma tdo compacta quanto a real, ja que o raio de giro

pode ser interpretado como o grau de compactacao da proteina.

4.3. Célculo daintensidade de espalhamento de raios-X

Para o calculo da intensidade de espalhamento de raios-X foi utilizado o
software CRYSOL (Svergun et al., 1995). Ao final da simulacdo de dinamica
molecular tem-se um arquivo de trajetéria com 10 nanossegundos. Como foi
observado anteriormente, pode-se dizer que o equilibrio dinamico, aqui
colocado desta forma, pois a estrutura da biomolécula na simulacdo ndo se
torna fixa em nenhum momento, € atingido antes dos 8500 picossegundos
finais da simulacdo. Portanto, para o célculo da intensidade de espalhamento

sao considerados esses ultimos 8500 picossegundos.

Para que a média da intensidade de espalhamento destes ultimos 8500
picossegundos seja calculada, a trajetéria é particionada de um em um
picossegundo por meio do comando editconf do simulador GROMACS. Essa
particdo gera 8500 arquivos com cada um contendo a estrutura que a
biomolécula apresentava naquele picossegundo respectivo. A partir destes
arquivos, o software CRYSOL (Svergun et al., 1995) foi utilizado para o calculo
da intensidade de espalhamento considerando que cada residuo de
aminoacido presente na molécula de proteina se comporta como um atomo de

carbono, representando aqui uma estrutura de carbonos alfa.
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Para o0 caso da lisozima n&do comparamos com dados, no entanto,
estabelecemos essa comparagdo com o célculo da curva de intensidade de
espalhamento realizado a partir de uma simulagdo atomistica com a estrutura
cristalografica da lisozima. Para a lisozima a curva de intensidade de
espalhamento foi calculada até o valor g = 1 A™. Isso equivale dizer que a
resolucéo da curva é d = 6,28 A aproximadamente. Este valor foi escolhido,
pois € a maxima resolucéo disponivel pelo software CRYSOL utilizado para o

calculo desta curva. Os resultados séo exibidos na Figura 23 a seguir:
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Figura 23 — Curva de intensidade de espalhamento de raios-X para a molécula de proteina
lisozima. Sao apresentadas no grafico as trés curvas correspondentes as simulagdes de
dindmica molecular sendo iniciadas por cada estrutura inicial proposta, a curva da estrutura
cristalografica e a curva de intensidade de espalhamento calculada a partir da estrutura
prevista pelo método CABS.

A partir da analise do grafico acima, observa-se que a intensidade de
espalhamento de raios X das trés estruturas oriundas das simulacdes de
dindmica molecualr com o campo de forcas proposto neste trabalho estdo
bastante concordantes com a intensidade de espalhamento da estrutura

cristalografica. Nota-se uma melhor concordancia, no entanto, para o fator de
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forma calculado a partir da estrutura que iniciou a simulacdo em intestino.
Mesmo na parte final da curva € possivel observar a tendéncia que é percebida
na curva da simulacdo atomistica com a estrutura cristalografica. Com relagéo
a curva da estrutura prevista pelo método CABS, observa-se que a intensidade
de espalhamento desvia substanciamelnte da curva da estrutura cristalogréfica.
De modo a quantificar o quao concordante estdo as curvas em relacao a curva
da estrutura cristalografica, calculou-se o erro quadratico médio para as trés
simulacdes de dinamica molecular realizadas, cada uma partindo de uma

estrutura inicia distinta. O erro é calculado da seguinte maneira:

Ng _ 2
Er= et (K;G ) (4.3.1)
B

em que Er € o erro, N € o numero de dados disponiveis, kcs € 0 valor da curva
de alguma das estruturas coarse-grained utilizada nas simulacoes de dinamica
molecular com o campo de for¢cas desenvolvido neste trabalho e xcg € 0 valor
da curva para a estrutura cristalografica. Os erros calculados sdo apresentados

na Tabela 8 abaixo:

Tabela 8 - Erro quadratico calculado para as trés curvas de intensidade de espalhamento para
a proteina lisozima previstas pelo método aqui proposto e o erro calculado para a estrutura
prevista pelo método CABS. Cada curva de cada simulac¢do de dindmica molecular comegando
de uma estrutura distinta foi comparada com a curva calculada para a estrutura cristalografica.
O erro é calculado de acordo com a férmula 4.3.1

Estrutura Erro (Er)
Helicoidal 0,105

Intestino 0,032

Zig Zag 0,067

CABS 0,168
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Verifica-se, portanto, que o apontamento a partir da analise visual das curvas
realmente se traduz quando checamos os erros de cada uma das curvas. A

curva para a estrutura intestino apresenta o menor erro dentre as curvas.

Para o caso da albumina sérica bovina comparamos com dados experimentais
(Franco et al., 2015). Portanto a comparacéo foi ndo so6 feita em relacdo a uma
estrutura cristalografica, como também a estes dados. Os resultados obtidos

séo exibidos na Figura 24 abaixo:
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Figura 24 - Curva de intensidade de espalhamento de raios-X para a molécula de proteina
albumina sérica bovina. Sao apresentadas no grafico as trés curvas correspondentes as
simulagfes de dindmica molecular sendo iniciadas por cada estrutura inicial proposta, a curva
da estrutura cristalografica, os dados experimentais de Franco (Franco et al., 2015) e a curva
de intensidade de espalhamento calculada a partir da estrutura prevista pelo método CABS.

Novamente observa-se que a intensidade de espalhamento de raios X das
estruturas simuladas estdo bastante concordantes com os dados experimentais
e com a intensidade de espalhamento de raios X calculada para a estrutura
cristalografica, especialmente para a intensidade de espalhamento calculada a

partir da estrutura que inicia a simulagédo em intestino. A curva de intensidade
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de espalhamento calculada para a estrutura prevista pelo método CABS

apresenta desvios aparentemente maiores em relagdo a curva calculada a

partir da estrutura cristalografica.

De modo a quantificar o qudo concordante estdo as curvas em relacdo a curva
da estrutura cristalografica, calculou-se o erro quadratico médio para as trés
simulagbes de dinamica molecular realizadas, cada uma partindo de uma
estrutura inicia distinta e para a curva calculada a partir do método CABS. O
erro novamente é calculado segundo a formula 4.3.1 e € apresentado na

Tabela 9 abaixo:

Tabela 9 - Erro quadratico calculado para as trés curvas de intensidade de espalhamento para
a proteina albumina sérica bovina previstas pelo método aqui proposto e o erro calculado para
a estrutura prevista pelo método CABS. Cada curva de cada simulacdo de dindmica molecular
comecando de uma estrutura distinta foi comparada com a curva calculada para a estrutura
cristalografica. O erro é calculado de acordo com a férmula 4.3.1

Estrutura Erro (Er)
Helicoidal 0,077

Intestino 0,039

Zig Zag 0,041

CABS 0,232

Como observado visualmente, novamente confirmado pela quantificagdo do
erro que a estrutura intestino apresentou o menor erro dentre as trés estruturas

inciais propostas para a realizacdo das simulacfes de dinamica molecular.

Apesar de ndo ter existido motivacdo fisica para a escolha das estruturas
iniciais, mas sim apenas ideias para que a proteina coubesse dentro da caixa
de simulagéo, a estrutura em zig zag mostrou-se mais eficaz na previsdo do
fator de forma. Ademais, em ambos os casos apresentados o método aqui
proposto foi mais eficaz que o método CABS na previsao da estrutura,

comprovado pelo menor erro da curva de intensidade de espalhamento.
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4.4. Sugestdes para trabalhos futuros

Para futuros trabalhos, com o objetivo de tornar o célculo da intensidade de
espalhamento mais acurado, seria interessante construir um algoritmo para o
calculo da intensidade de espalhamento com base no fator de forma de cada
aminoacido. No trabalho atual, como j& mencionado, no célculo da intensidade
de espalhamento todos os residuos sdo considerados carbonos alfa, e,

portanto, foi considerado o fator de forma desses atomos.

Ademais, com o objetivo de tentar melhorar a resolucdo da previsao, tornar o
campo de forcas atomistico, ou diminuir o nivel de compactacdo do campo de
forcas coarse-grained. Admitir uma particula para a estrutura do backbone e
uma particula para a cadeia lateral, ou entdo alguma outra divisdo para levar

em conta mais propriedades para cada regido da molécula de aminoacido.

Por fim, outra melhoria para o campo de forcas seria a incorporacéo de termos
no potencial de interac&o intermolecular para as ligagdes de hidrogénio e para
as pontes dissulfeto, pois na versédo apresentada neste trabalho ambas foram

negligenciadas.
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APENDICE A — CODIGO GENINP

O codigo GENINP foi escrito para que um arquivo do banco de dados de
proteinas (PDB) fosse lido e traduzido para um arquivo de input para os outros
cddigos. A saida deve ser a sequéncia do polipeptidio, o tamanho da aresta da
caixa cubica de simulacdo, a quantidade de residuos de aminoacidos

presentes na molécula de proteina e o pH da simulacéo.

#include <stdio.h>
#include <stdlib.h>
#include <string.h>
#include <math.h>

#define TRUE 1
#define MAX 50

void main(int argc, char **argv)

{

char ent[] = "-f"; /* Comparacdo para ler o arquivo de entrada */

char *argent; /* String para receber o nome do arquivo de entrada */

char sai[] = "-o"; /* Comparacdo para ler o arquivo de saida */

char *argsai; /* String para receber o nome do arquivo de saida */

char res[MAX]; /* Vetor para armazenar o nome do residuo no arquivo
PDB */

char verif[4]; /* Vetor para verificacdo da extensdo dos arquivos */

char verinp[] = ".inp"; /* Verificac¢do da extensdo do arquivo de saida
informado pelo usuario */

char verpdb[] = ".pdb"; /* Verificacdo da extensdo do arquivo de
entrada informado pelo usuario */

char erro[] = "ERRO: Arquivo de entrada ndo especificado.\n"; /* Erro
de arquivo de entrada ndo especificado */

char erroextpdb[] = "ERRO: Arquivo de entrada com a extensdo

incorreta.\n"; /* Erro de extensdo de arquivo de entrada incorreta */



char
Erro no
char
éxito de
char
char
ATOM no
char
char
FILE
FILE
doub
floa
floa
int
int
int
int
int
int
int

f =
o =
numr
arqge
arqgs

if(a

{

for(

{

if (£
{
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erroarg[] = "ERRO: Numero de argumentos inconsistente.\n"; /*
numero de argumentos */

exito[] = "Arquivo input gerado com éxito.\n"; /* Mensagem de
execucdo */

1ixo[2*MAX]; /* String para jogar informacdes inUteis fora */
ato[MAX]; /* String para verificacdo se foli encontrado o termo
arquivo pdb */

atom[] = "ATOM"; /* String para comparacdo com a string ato */
anisoul[] = "ANISOU"; /* String para comparacdo com a string ato*/
*INP; /* Arquivo de saida */

*PDB; /* Arquivo de entrada */
le descarte; /* Descarte de valores lidos */
t ph; /* pH requerido do usuario */
t tam; /* Tamanho da caixa sugerido */
compe; /* Comprimento da string do arquivo de entrada */
comps; /* Comprimento da string do arquivo de saida */
cont; /* Contador geral */
f; /* Indice do arquivo de entrada */
numres; /* Quantidade de residuos */
o; /* Indice do arquivo de saida */
size; /* Tamanho da string */

0;

0;

es 0;
nt = HH,.
ai — ||||,.

rgcs2 == 0)

printf ("%$s", erroarq);

exit (EXIT FAILURE);

cont = 0; cont < argc; cont++)

if (strcmp (argv[cont], ent) == 0)
{

f = cont + 1;

argent = argv[cont + 1];

if (strcmp (argv[cont], sai) == 0)
{
o = cont + 1;
argsail = argv[cont + 11];
}
2 !'= 0 || argent == "" || argent == sai || £ == 0)

printf ("$s", erro);

exit (EXIT FAILURE);

compe = strlen(argent);
comps = strlen(argsai);
if (strcmp (strcpy(verif, &argent[compe - 4]), verpdb) != 0)

{

printf ("%s", erroextpdb);

exit (EXIT FAILURE) ;
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}

else if(strcmp(argsai,"") != 0)
{

if (strcmp (strcpy(verif, &argsail[comps - 4]), verinp) != 0)

{

strcat (argsai, verinp);
}
}

printf ("\nPor favor, digite o pH da simulacao: ");
scanf ("$f", &ph);

PDB = fopen (argent, "r");
/* Loop para encontrar o primeiro registro ATOM */

while (TRUE)

{
fscanf (PDB, "%s", ato);

if (strcmp(atom, ato) == 0)

{

break;

}

else
{
fscanf (PDB, "% ["\n]%*c", 1lixo);:

}
}

fscanf (PDB, "%s%s", lixo, 1lixo);

if (strcmp(lixo, "NH1AARG") == 0 || strcmp(lixo, "NH1BARG") == 0 ||
strcmp (lixo, "NH2AARG") == || strcmp(lixo, "NH2BARG") == 0)
{
fscanf (PDB, "%s5%d%s%s%s%s", 1lixo, &numres, lixo, lixo, 1lixo,
lixo);
}
else
{
fscanf (PDB, "%s%s%d%s%s%s%s", lixo, 1lixo, &numres, 1lixo, lixo,
lixo, lixo);
}
if(strcmp(lixo, "1.00") == 0 || strcmp(lixo, "0.50") == 0)

{
fscanf (PDB, "%s%s%s", lixo, lixo, ato);
}
else
{
fscanf (PDB, "%s%s", lixo, ato);

}

while (TRUE)
{
if (strcmp (atom, ato) == 0)

{

fscanf (PDB, "%s%s", lixo, 1lixo);



if (strcmp(lixo, "NH1AARG") == 0 || strcmp(lixo, "NHIBARG") ==
0 || strcmp(lixo, "NH2AARG") == || strcmp(lixo, "NH2BARG") == 0)
{
fscanf (PDB, "%s%d%s%s%s%s", lixo, &numres, lixo, 1lixo,
lixo, lixo);
}
else
{
fscanf (PDB, "%s%s%d%s%s%s%s", 1lixo, 1lixo, &numres, lixo,
lixo, lixo, lixo);
}
if(strcmp(lixo, "1.00") == 0 || strcmp(lixo, "0.50") == 0)
{
fscanf (PDB, "%s%s%s", lixo, lixo, ato);
}
else
{
fscanf (PDB, "%s%s", lixo, ato);
}
}
else if (strcmp(anisou, ato) == 0)
{
fscanf (PDB, "%s%s", lixo, lixo);
if(strcmp(lixo, "NH1AARG") == 0 || strcmp(lixo, "NHI1BARG") =
0 || strcmp(lixo, "NH2AARG") == || strcmp(lixo, "NH2BARG") == 0)
{
fscanf (PDB, "%s%d%s%s%s%s%s%s%s%s", lixo, &numres, 1lixo,
lixo, lixo, lixo, lixo, lixo, lixo, ato);
}
else
{
fscanf (PDB, "%$s%s%d%s%$s%s%$s%s%s%s%s", lixo, lixo, &numres,
lixo, lixo, lixo, lixo, lixo, lixo, lixo, ato);
}
}
else
{
break;
}
}
fclose (PDB) ;
PDB = fopen (argent, "r");
tam = 0.0088*numres + 4.8634;
while (TRUE)
{
fscanf (PDB, "%s", ato);
if (strcmp (atom, ato) == 0)
{
break;
}
else
{
fscanf (PDB, "%["\n]l%*c", 1lixo):

}
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if (o == 0)
{
INP = fopen ("input.inp", "w");
}
else
{
INP = fopen(argsai, "w");
}
fprintf (INP, "TITLE Input file generated by
fprintf (INP, "%6d%6.21f%6.21f\n", numres, tam, ph);
fscanf (PDB, "%s%s", lixo, 1lixo);
if (strcmp(lixo, "NH1AARG") == 0 || strcmp(lixo, "NH1BAR
strcmp (1ixo, "NH2AARG") == 0 || strcmp(lixo, "NH2BARG") == 0)
{
size = strlen(lixo);
strcpy (res, &lixo[size - 417);
fscanf (PDB, "%s%d%s%s%s%s", lixo, &cont, lixo, lixo, 1
}
else
{
fscanf (PDB, "%s%s%d%s%s%s%s", res, lixo, é&cont, lixo,
lixo) ;
}
if(strcmp(lixo, "1.00") == 0 || strcmp(lixo, "0.50") == 0)
{
fscanf (PDB, "%s%s%s", lixo, lixo, ato);
}
else
{
fscanf (PDB, "%s%s", lixo, ato);
}
fprintf (INP, "%3s ", res);
numres = cont;
while (TRUE)
{
if (strcmp (atom, ato) !'= 0 && strcmp(anisou, ato) != 0)
{
break;
}
else if (strcmp(atom, ato) == 0)
{
fscanf (PDB, "%s%s", lixo, 1lixo);
if (strcmp(lixo, "NH1AARG") == 0 || strcmp(lixo,
0 || strcmp(lixo, "NH2AARG") == 0 || strcmp(lixo, "NH2BARG")
{
size = strlen(lixo);
strcpy (res, &lixo[size - 31);
fscanf (PDB, "%s%d%s%s%s%s", lixo, &cont, lixo
lixo);
}
else
{
fscanf (PDB, "%s5%s%d%s%s%s%s", res, lixo,

lixo, lixo, 1lixo);

94

GENINP.\n");

G")

ixo,

lixo,

"NH1BARG")

0)

, lixo,

&cont,

0 11

lixo);

lixo,

lixo,

lixo,
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if (strcmp(res, "BARG") == 0 || strcmp(res, "AARG") == 0)
{
size = strlen(res);
strcpy (res, &res[size - 31);
}
}
if(strcmp(lixo, "1.00") == 0 || strcmp(lixo, "0.50") == 0)

{
fscanf (PDB, "%s%s%s", lixo, lixo, ato);
}
else
{
fscanf (PDB, "%s%s", lixo, ato);
}
}
else if (strcmp(anisou, ato) == 0)

{

fscanf (PDB, "%s%s", lixo, lixo);

if (strcmp(lixo, "NH1AARG") == 0 || strcmp(lixo, "NH1BARG")
0 || strcmp(lixo, "NH2AARG") == || strcmp(lixo, "NH2BARG") == 0)
{
fscanf (PDB, "%5%5%5%5%5%5%s%s%s%s", lixo, lixo, lixo,

lixo, lixo, lixo, lixo, lixo, lixo, ato);

else

{

fscanf (PDB, "%s%s%s%s%s5%5%s%s%s%s%s", lixo, 1lixo, 1lixo,

lixo, lixo, lixo, lixo, lixo, lixo, lixo, ato);
}
}

if (cont == numres + 1)
{
fprintf (INP, "%3s ", res);
numres = cont;
if (cont%$1l5 == 0)
{
fprintf (INP, "\n");
}

}

fclose (PDB) ;
fclose (INP) ;

printf ("%$s", exito);
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APENDICE B - CODIGO CF_LRP

O cddigo CF_LRP recebe o arquivo gerado pelo GENINP e, a partir dos dados
contidos no arquivo, gera 0S arquivos com O0s potenciais de interagéo
intermolecular e intramolecular para a simulacdo, a distribuicdo de cargas da
biomolécula de acordo com a equacdo de Hendersson-Hasselbach, os
arquivos com as instrucdes gerais da etapa de minimizacdo de energia e da
etapa de producdo e os arquivos necessarios para a solvatacédo e a adicao de

ions a caixa cubica de simulacao de dinamica molecular.

#include <stdio.h>
#include <stdlib.h>
#include <string.h>
#include <math.h>

#define TRUE 1
#define PI 3.1415926535
#define MAX 200

float hidro(float a);
void main (int argc, char **argv)

{

char *res[30]; /* Armazenamento das siglas de cada residuo */

char *argent = ""; /* Arquivo de entrada */

char ent[] = "-f"; /* String para comparacdo e identificacdo do
arquivo de entrada */

char erroarg[] = "ERRO: Numero de argumentos inconsistente.\n";

char erroinp[] = "ERRO: Arquivo de entrada com a extenséo
incorreta.\n";

char erroent[] = "ERRO: Arquivo de entrada ndo especificado.\n";

char exito[] = "Arquivos gerados com exito.";

char verinp[] = ".inp";
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char verif[4]; /* String para verificacdo da extensdo do arquivo
de entrada */

char 1ido[MAX]; /* String para leitura */

char 1ixo[MAX]; /* String para jogar informacdes inUteis fora */

FILE *ATP; /* Arquivo de saida com os tipos de particulas do campo
de forca */

FILE *INP; /* Arquivo de entrada com os dados da proteina */

FILE *OUT; /* Arquivo de input modificado com o nuUmero de
particulas de &gua sugerido */

FILE *PTO; /* Arquivo de topologia da proteina - Protein Topology
*/

FILE *TOP; /* Arquivo global de topologia */

FILE *WAT; /* Arquivo com uma agua para solvatar */

FILE *WTO; /* Arquivo de topologia da agua - Water topology */

FILE *TAB; /* Arquivo com a tabela para o potencial LJ12-4 */

FILE *MDP; /* Arquivo com o0s paradmetros da simulacdo: minimizacéo
e ensemble NPT */

FILE *NDX; /* Arquivo index para diferenciar as interacdes */

float par[MAX][MAX]; /* Matriz para armazenar os dados fisico-
quimicos dos aminodcidos */

float r; /* Pardmetros para céalcular as fun¢gdes do potencial LJ
12-4 */

float ph, tam; /* pH da simulacdo e o tamanho da caixa */

float mas; /* Massa da proteina para sugerir a quantidade de
particulas de &agua */

float masb; /* Massa da BSA */

float agu; /* Massa de &gua */

float conc; /* Concentracdo de proteina */

float conv = (3./4.)*(1./PI); /* Fator de conversdo do volume para
o cadlculo do raio no sigma */

float hid; /* Pardmetro de hidrofobicidade */

float pos, neg, posr, negr, posres, negres; /* Contadores de carga
*/

int cont, ind, sof; /* Contadores */

int £ = 0; /* Indice do arquivo de entrada */

int compe; /* Comprimento do string do arquivo de entrada */

int npa; /* Nuamero de particulas de &gua */

int numres; /* Quantidade de residuos */

int k; /* Varidvel para identificar o residuo da proteina lido */

int carga; /* Carga da proteina */

neg = 0;
pos ;
posr = 0;

0

Il
(@)

negr =
posres
negres = 0;

printf ("%$s", erroargqg);
exit (EXIT FAILURE);

for (cont = 0; cont <= 2; cont++)
{
if (strcmp (argv[cont], ent) == 0)
{
f = cont + 1;
argent = argv[f];



}

1if(f%2 !'= 0 || argent ==

{

nwn | | f

printf ("%$s", erroent);

exit (EXIT FAILURE);

compe = strlen(argent);

if (strcmp (strcpy(verif,

{

&argent [compe - 4]),

printf ("%$s", erroinp);

exit (EXIT_ FAILURE);

INP = fopen(argent, "r");

fscanf (INP, "%s", 1lido);

if (strcmp(lido, "TITLE") == 0)

{
fscanf (INP, "

}

else

{
fclose (INP) ;

$["\n]%*c", lixo);

INP = fopen(argent, "r");

}

fscanf (INP, "%d %

/* Inicializando o vetor de siglas de residuos */

res[1l] = "ALA";
res[2] = "ARG";
res[3] = "ASN";
res[4] = "ASP";
res[5] = "CYS";
res[6] = "GLU";
res[7] = "GLN";
res[8] = "GLY";
res[9] = "HIS";
res[10] = "ILE";
res[11] = "LEU";
res[12] = "LYS";
res[13] = "MET";
res[14] = "PHE";
res[15] = "PRO";
res[l6] = "SER";
res[17] = "THR";
res[18] = "TRP";
res[19] = "TYR";
res[20] = "VAL";
res([21] = "H20";
res[22] = "CL-";
res[23] = "NA+";

/* Os paré@metros
ordem do vetor res */

/* Pardmetros para o residuo Alanina */

par[1]1[1] = 1.80;

f %f", &numres, &tam,

/* Agua */
/* Cloreto */
/* Sédio */

de cada aminoéacido

/* Hidropatia */

&ph) ;

serdo colocados
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par[1]1([2] = 2.33; /* pKA da carboxila */

par[1]([3] = 9.71; /* pKA da amina */

par[1][4] = NAN; /* pKA da cadeia lateral */

par[1][5] = 6.00; /* Ponto isoelétrico */

par[l][6] = 71.08; /* Massa molar do residuo */

par[1]1[7] = 0.092; /* Volume em nm3 */

par[1]1([8] = 2*cbrt(conv*par[1][7]); /* Sigma */

par[1]1([9] = 2.47882; /* Epsilon */

par[1][10] = ©NAN; /* Pardmetro ni da equacdo de
h */

/* Pardmetros para o residuo Arginina */

par[2][1] = -4.50;

par[2][2] = 2.03;

par[2][3] = 9.00;

par[2][4] = 12.10;

par[2][5] = 10.76;

par[2][6] = 156.18;

par[2][7] = 0.225;

par[2][8] = 2*cbrt(conv*par[2][7]);
par[2]1[9] = 2.47882;

par[2][10] = 1;

/* Par@metros para o residuo Asparagina */

par[3][1] = -3.50;

par[3][2] = 2.16;

par[3]1([3] = 8.76;

par[3][4] = NAN;

par[3][5] = 5.41;

par[3][6] = 114.10;

par[3]1[7] = 0.135;

par[3]1[8] = 2*cbrt (conv*par([3][7]);
par[3]1[9] = 2.47882;

par[3]1[10] = NAN;

/* Parametros para o residuo Acido Aspartico */

par[4][1] = -3.50;

par[4]1[2] = 1.95;

par[4]1([3] = 9.66;

par[4]([4] = 3.71;

par[4]1([5] = 2.77;

par[4][6] = 115.09;

par[4]1[7] = 0.125;

par[4]1[8] = 2*cbrt(conv*par[4]1[7]);
par[4]1[9] = 2.47882;

par[4][10] = -1;

/* Paradmetros para o residuo Cisteina */
par[5]1[1] = 2.50;

par([5]1[2] = 1.91;

par[5]1[3] = 10.28;

par[5][4] = 8.14;

par[5][5] = 5.07;

par[5][6] = 103.14;

par[5][7] = 0.106;

par[5]1[8] = 2*cbrt(conv*par[5]1[7]);
par[5]1[9] = 2.47882;

par[5][10] = -1;

/* Parametros para o residuo Acido Glutamico */
par([6][1] = -3.50;
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par[6] [2] = 2.16;

par[6][3] = 9.58;

par[6][4] = 4.15;

par[6][5] = 3.22;

par[6]1[6] = 129.11;

par[6][7] = 0.155;

par[6][8] = 2*cbrt (conv*par[6][7]);
par[6][9] = 2.47882;

par[6][10] = -1;

/* Pardmetross para o residuo Glutamina */

par[7][1] = -3.50;

par[7]1([2] = 2.18;

par[7]1[3] = 9.00;

par[7]1[4] = NAN;

par[7]1[5] = 5.65;

par[7][6] = 128.13;

par[7]1[7] = 0.161;

par[7]1[8] = 2*cbrt (conv*par[7][7]);
par[7]1[9] = 2.47882;

par[7][10] = NAN;

/* Paradmetros para o residuo Glicina */

par[8][1] = -0.40;

par[8][2] = 2.34;

par[8][3] = 9.58;

par[8][4] = NAN;

par[8]1([5] = 5.97;

par[8][6] = 57.05;

par[8][7] = 0.066;

par[8][8] = 2*cbrt (conv*par([8][7]);
par[8]1[9] = 2.47882;

par[8][10] = NAN;

/* Par@metros para o residuo Histidina */

par[9]1[1] = -3.20;

par[9][2] = 1.70;

par[9]1[3] = 9.09;

par[9]1[4] = 6.04;

par[9]1([5] = 7.59;

par([9]1[6] = 137.14;

par[9]1[7] = 0.167;

par[9]1[8] = 2*cbrt (conv*par([9][7]);
par[9]1[9] = 2.47882;

par[9][10] = 1;

/* Paradmetros para o residuo Isoleucina */
par[10][1] = 4.50;

par[l0][2] = 2.26;

par[10][3] = 9.60;

par[10][4] = NAN;

par[10] [5] = 6.02;

par[10][6] = 113.16;

par[10]1[7] = 0.169;

par[l1l0][8] = 2*cbrt(conv*par[10][7]);
par[10][9] = 2.47882;

par[10][10] = NAN;

/* Pardmetros para o residuo Leucina */
par[11][1] = 3.80;
par[11][2] = 2.32;



par[11][3] = 9.58;

par[11][4] = NAN;

par[11][5] = 5.98;

par[11][6] = 113.16;

par[11][7] = 0.168;

par[11][8] = 2*cbrt (conv*par[11]1[7]);
par[11]1([9] = 2.47882;

par[11][10] = NAN;

/* Pardmetros para o residuo Lisina */

par[12][1] = -3.90;

par[1l2][2] = 2.15;

par[12]1[3] = 9.16;

par[12] [4] = 10.67;

par[12][5] = 9.74;

par[12][6] = 128.17;

par[12][7] = 0.171;

par[12][8] = 2*cbrt (conv*par[12][7]);
par[12]1[9] = 2.47882;

par[12]1[10] = 1;

/* Pardmetros para o residuo Metionina */
par[13][1] = 1.90;

par[13][2] = 2.16;

par[13][3] = 9.08;

par[13][4] = NAN;

par[13][5] = 5.74;

par[13][6] = 131.19;

par[13]1([7] = 0.171;

par[13][8] = 2*cbrt (conv*par[13]1[7]):;
par[13]1[9] = 2.47882;

par[13][10] = NAN;

/* Par@metros para o residuo Fenilalanina */

par[l4]1[1] = 2.80;

par[l4]1([2] = 2.18;

par[14]1[3] = 9.09;

par[14][4] = NAN;

par[l4][5] = 5.48;

par([l14][6] = 147.17;

par([14]1[7] = 0.203;

par[14][8] = 2*cbrt (conv*par[14]1[7]);
par[14]1[9] = 2.47882;

par[14]1[10] = NAN;

/* Par@metros para o residuo Prolina */

par[15][1] = -1.60;

par[15][2] = 1.95;

par[15]1[3] = 10.47;

par[15][4] = NAN;

par[15][5] = 6.30;

par[15][6] = 97.11;

par[15][7] = 0.129;

par[l1l5]1[8] = 2*cbrt(conv*par[15][7]);
par[15]1[9] = 2.47882;

par[15][10] = NAN;

/* Paradmetros para o residuo Serina */
par[l6][1] = -0.80;
par[l6][2] 2.13;
par[l6][3] = 9.05;
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par[1l6][4] = NAN;

par[l6][5] = 5.68;

par[l6][6] = 87.07;

par[l6][7] = 0.099;

par[16] [8] = 2*cbrt (conv*par[16][7]):;
par[16]1[9] = 2.47882;

par[16][10] = NAN;

/* Pardmetros para o residuo Treonina */

par[17][1] = -0.70;

par[17]1[2] = 2.20;

par[17]1([3] = 8.96;

par[17][4] = NAN;

par[17][5] = 5.60;

par[17][6] = 101.10;

par[17]1[7] = 0.122;

par[17][8] = 2*cbrt (conv*par[17]1[7]):;
par[17]1([9] = 2.47882;

par[17][10] = NAN;

/* Par@metros para o residuo Triptofano */

par[18][1] = -0.90;

par[18]1[2] = 2.38;

par[18][3] = 9.34;

par[18][4] = NAN;

par[18][5] = 5.89;

par[18][6] = 186.21;

par[18]1([7] = 0.240;

par[18][8] = 2*cbrt (conv*par[18][7]):;
par[18]1[9] = 2.47882;

par[18][10] = NAN;

/* Pardmetros para o residuo Tirosina */
par[19][1] -1.30;

par[l9]1[2] = 2.24;

par[l19]1([3] = 9.04;

par[19][4] = 10.10;

par[19][5] = 5.66;

par[19][6] = 163.17;

par[19]1[7] = 0.203;

par[l9]1([8] = 2*cbrt(conv*par([19][7]);
par[19]1[9] = 2.47882;

par[19][10] = -1;

/* Par@metros para o residuo Valina */
par[20]1[1] = 4.20;

par[20][2] = 2.27;

par[20][3] = 9.52;

par[20][4] = NAN;

par[20][5] = 5.96;

par[20][6] = 99.13;

par[20][7] = 0.142;

par[20] [8] = 2*cbrt (conv*par[20][7]);
par[20][9] = 2.47882;

par[20][10] = NAN;

par[21][1] 0;
par([21]1[2] = O;
par[21]1[3] = 0;
par[21]1[4] = 0;
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par[21]1[5] = 0O;
par[21][6] = 54.0;
par[21]1([7] = 0.4371;
par[21]1[8] = 0.4371;
par[21]1[9] = 3.74468;

’
’

’

~.

|
w O O O oo

5.45300;
0.441724;
0.441724;
= 0.492833;

par[23]1[1] = 0O;
par[23]1[2] = O;
par[23]1[3] = 0;
par[23][4] = 0;
par[23][5] = 0;
par[23][6] = 22.98977;
par[23]1[7] = 0.333045;
par[23]1([8] = 0.333045;
par[23]1[9] = 0.0115980;
for(cont = 1; cont <= 20; cont++)
{
if (isnan(par[cont] [10]) == 0) /* Se existir pKa, ou seja, se a

cadeia for ionizéavel */
{
if (parlcont] [10] == 1)
{
par[cont] [11] = pow(l0, (par[cont][4] - ph)/1)/(1 +
pow (10, (par[cont][4] - ph)/1));
}
else if (par[cont] [10] == -1)
{
par[cont] [11] = (pow (10, (par[cont][4] - ph)/-1)/(1 +
pow (10, (parlcont][4] - ph)/-1)))*(-1);
}

par[cont] [11] = round(par[cont][11]1*1000)/1000;

}

for (cont = 1; cont <= 20; cont++)
{

par[cont] [12] = O;
}

mas = 0;

for (cont = 1; cont <= numres; cont++)
{

fscanf (INP, "%s", lido);

for(ind = 1; ind <= 20; ind++)

{

k = strcmp(lido, res[ind]);
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if(k == 0)

{
par[ind] [12] = par[ind] [12] + 1;
mas = mas + par[ind][6];
break;

}

for (cont = 1; cont <= 20; cont++)
{ if (par[cont] [11] > 0)
{ pos = pos + par[cont][ll]*par[cont][12];
;lse if(parf[cont] [11] < 0)
{ neg = neg + parlcont][11]*par[cont] [12];
} }

ind = 1;
printf ("\npos = %f neg = $f\n\n", pos, neqg);

while(pos - (int)pos >= 0.0001)
{
posr = round(pos);
printf ("pos = $f e posr = $f\n", pos, posr);
if (ind == 30)
{
if (pos - (int)pos > 0.5)
{
posres = 1 - (pos - (int)pos);
break;
}
else
{
negres = - (pos - (int)pos);
break;
}
}
for (cont = 1; cont <= 20; cont++)

{
if(parf[cont] [11] > 0)
{
par[cont] [11] = (posr/pos) *par[cont][11];
parf[cont] [11] round (par[cont] [11]1*1000)/1000;

pos = 0;

for (cont = 1; cont <= 20; cont++)
{
if(par[cont] [11] > 0)

{
pos = pos + parfcont][ll]*parfcont][12];
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}

ind = ind + 1;

}
ind = 1;

while(-neg + (int)neg >= 0.0001)
{

negr = round(neqg);
printf("neg = $f e negr = %$f\n", neg, negr);
if (ind == 30)

{
if (-neg + (int)neg > 0.5)

{

negres = negres + 1 + neg - (int)neg;
break;

}

else

{
posres = posres + -(neg - (int)neq);
break;

}

for (cont = 1; cont <= 20; cont++)
{
if (parfcont] [11] < 0)
{
par[cont] [11] = (negr/neg) *par[cont] [11];
par[cont] [11] round (par[cont] [11]1*1000)/1000;

neg = 0;

for (cont = 1; cont <= 20; cont++)
{
if (parfcont] [11] < 0)
{
neg = neg + par[cont][1ll]*par[cont] [12];
}
}

ind = ind + 1;
}

fclose (INP) ;
INP = fopen(argent, "r");
fscanf (INP, "%s", lido);

if(strcmp(lido, "TITLE") == 0)
{
fscanf (INP, "%["\n]l%*c", 1lixo):
}
else
{
fclose (INP) ;
INP = fopen(argent, "r");
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}

fscanf (INP, "%d %f S$f", &numres, &tam, &ph);

ATP = fopen ("atomtypes.itp", "w");

fprintf (ATP, "; Conjunto de particulas do campo de forcas\n\n");

fprintf (ATP, " defaults I\nI\tl\tyes\t0.5\t0.5\n\n") ; /*
Explicacdo dos parametros: 1) Potencial LJ; 2) Regra de mistura; 3)
Gerar pares de interacdo 1-4; 4) Fator multiplicativo para os pares 1-
4 (VAW); 5) Fator multiplicativo para os pares 1-4 (eletrostatico); */

fprintf (ATP, "[ atomtypes ]\n");

for (cont = 1; cont <= 23; cont++)

{

if (res[cont] != "H20" && res[cont] != "CL-" && res[cont] !=
"NA+")
{
fprintf (ATP, "%3s %$3s%14.6£f%7.3f A %12.6e %12.6e\n",
res[cont], res[cont], par[cont] [6], par[cont] [11],
(4*par[cont] [9] *pow (par[cont] [8], 6)),
(4*par[cont] [9] *pow (par[cont] [8], 12))):
fprintf (ATP, "%3sC %$3sC%13.6£%7.3f A %12.6e %12.6e\n",
res|[cont], res[cont], par[cont][6], pow((par[cont][1l1l] - 1 + negres),
2), (4*par[cont] [9] *pow (par[cont] [8], 6)),
(4*par[cont] [9] *pow (par[cont] [8], 12))); /* Terminal Carboxila */

fprintf (ATP, "%3sA $3sA%13.6f%7.3f A %12.6e %12.6e\n",
res[cont], res[cont], par[cont][6], pow((par[cont][1l1l] + 1 + posres),
2), (4*par[cont] [9] *pow (par[cont] [8], 6)),

(4*par[cont] [9] *pow (par[cont] [8], 12))); /* Terminal Amina */
}
else if (res[cont] == "H20" || res[cont] == "CL-" || res[cont]
—— "NA+")
{
if (res[cont] == "H20")

{
fprintf (ATP, "%3s $3s%14.6£%7.3f A %12.6e %12.6e\n",

res[cont], res[cont], par[cont] [6], 0.,
((3*sqgrt(3))/2) *par[cont] [9] *pow (par[cont] [8], 4),
((3*sqgrt (3))/2)*par[cont] [9] *pow (par[cont] [8], 12)); /* Agua */
}
else if (res[cont] == "NA+" || res[cont] == "CL-")
fprintf (ATP, "%3s %$3s%14.6f%7.3f A %$12.6e %12.6e\n",
res[cont], res[cont], par[cont] [6], 1.,

(4*par[cont] [
(4*par[cont] [
}

9] *pow (par[cont] [8], 6)),
9] *pow (par[cont] [8], 12)));

}
}

fprintf (ATP, "\n\n[ nonbond params ]\n");

for (cont = 1; cont <= 23; cont++)
{
for(ind = cont; ind <= 23; ind++)
{
if ((res[cont] == "H20" || res[cont] == "CL-" || res[cont]
== "NA+") && (res[ind] == "H20" || res[ind] == "CL-" || res[ind] ==
"NA_I_") )

if (res[cont] == "H20" || res[ind] == "H20")
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fprintf (ATP, "$3s %$3s 1 %12.6e %12.6e\n",
res[cont], res[ind],
((3*sgrt(3))/2) * (sqrt (par[cont] [9] *par[ind] [9])) *pow ( ( (par[cont] [8] +
par([ind] [8])/2), 4),
((3*sqgrt(3))/2) * (sqrt (par[cont] [9] *par[ind] [9])) *pow ( ( (par[cont] [8] +
par([ind] [8]1)/2), 12));
}
else
{
fprintf (ATP, "%$3s $3s 1 %12.6e %12.6e\n",
res[cont], res[ind],
(4% (sgrt (par[cont] [9] *par[ind] [9]) ) *pow ( ( (par[cont] [8] +
par[1nd][8])/2), 6)),
(4* (sgrt (par[cont] [9] *par[ind] [9]) ) *pow ( ( (par[cont] [8] +
par([ind] [8]1)/2), 12)));
}
}
else if(res[ind] == "H20" || res[ind] == "CL-" || res[ind]
== "NA+")
{
if (res[ind] == "H20")
{
hid = hidro(par[cont][1]);
fprintf (ATP, "%$3s %$3s 1 %12.6e %12.6e\n",
res[cont], res[ind],
((3*sqrt(3))/2) *((sqrt(par[cont] [9]*par[ind] [9])) /hid) *pow ( ( (par[cont]
[8] + par[ind] [8])/2), 4),
((3*sqrt(3))/2)*((Sqrt(par[cont][9]*par[ind][9]))/hid)*pow(((par[cont]
[8] + par[ind][8])/2), 12));
fprlntf(ATP, "%3sC $3s 1 %12.6e %12.6e\n",
res[cont], res[ind],
((3*sqrt(3))/2)* ((sqgrt (par[cont] [9]*par[ind] [9])) /hid) *pow (((par[cont]
[8] + par([ind] [8])/2), 4)
((3*sqrt(3))/2)*((sqrt(par[cont][9]*par[ind][9]))/hid)*pow(((par[cont]
[8] + par[ind][81)/2), 12));
fprlntf(ATP, "$3sA %$3s 1 %12.6e %12.6e\n",
res[cont], res[ind],
((3*sqrt(3))/2) * ((sgrt(parlcont] [9]*par[ind] [9])) /hid) *pow ( ( (par[cont]
[8] + par[ind] [8])/2), 4),
((3*sqrt(3))/2) * ((sgrt(parlcont] [9]*par[ind] [9])) /hid) *pow ( ( (par[cont]
[8] + parl[ind] [8])/2), 12));

}

else
{
fprintf (ATP, "%3s %$3s 1 %12.6e %12.6e\n",
res[cont], res[ind],
(4* (sgrt (par[cont] [9] *par[ind] [9]) ) *pow ( ( (par[cont] [8] +
par[lnd][8])/2), 6)),
(4% (sgrt (par[cont] [9] *par[ind] [9]) ) *pow ( ( (par[cont] [8] +
par[ind] [8])/2), 12)));
fprintf (ATP, "$3sC $3s 1 %12.6e %12.6e\n",
res[cont], res[ind],
(4% (sgrt (par[cont] [9] *par[ind] [9]) ) *pow ( ( (par[cont] [8] +
Par[lnd][8])/2), 6)),
(4 (sqrt(par[cont][9]*par[ind][9]))*pow(((par[cont][8] +
par[ind] [8])/2), 12)));
fprintf (ATP, "%3sA %$3s 1 %12.6e %12.6e\n",
res[cont], res[ind],
(4* (sgrt (par[cont] [9] *par[ind] [9]) ) *pow ( ( (par[cont] [8] +

par[ind] [8])/2), 6)),
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(4% (sgrt (par[cont] [9] *par[ind] [9]) ) *pow ( ( (par[cont] [8] +
par[ind] [8])/2), 12)));
}
}

else if(res[cont] == res[ind])
{
fprintf (ATP, "%3s %3s 1 %12.6e %12.6e\n", res[cont],
1, (4* (sgrt (par[cont] [9] *par[ind] [9])) *pow ( ( (par[cont] [8] +
1081)/2), 6))
sqrt (par[cont] [9] *par[ind] [9])) *pow ( ( (par[cont] [8]
1081)/2), 12)));
fprintf (ATP, "%3s %3sC 1 %12.6e %12.6e\n", res[cont],
1, (4* (sgrt (par[cont] [9] *par[ind] [9])) *pow ( ( (par[cont] [8] +
1081)/2), 6))
sqrt (par[cont] [9] *par[ind] [9])) *pow ( ( (par[cont] [8]
1081)/2), 12)));
fprintf (ATP, "%3s %3sA 1 %12.6e %12.6e\n", res[cont],
(4% (sgrt (par[cont] [9]*par[ind] [9])) *pow ( ( (par[cont] [8] +

res[ind
par[lnd
*(
[

+ ~

(4

par[ind

res[ind
par[lnd
*(
[

+ ~

(4

par[ind

res[ind],
par[1nd][8])/2), 6)),
(4% (sgrt (par[cont] [9] *par[ind] [9])) *pow ( ( (par[cont] [8] +
par[ind] [8])/2), 12)));
fprintf (ATP, "%3sC %3sC 1 %12.6e %12.6e\n", res[cont],
res[ind], (4% (sgrt (par[cont] [9]*par[ind] [9])) *pow ( ( (par[cont] [8] +
par[1nd][8])/2), 6)),
(4% (sgrt (par[cont] [9] *par[ind] [9])) *pow ( ( (par[cont] [8] +
par[ind] [8])/2), 12)));
fprintf (ATP, "%3sC %3sA 1 %12.6e %12.6e\n", res[cont],
res[ind], (4% (sgrt (par[cont] [9]*par[ind] [9])) *pow ( ( (par[cont] [8] +
par[1nd][8])/2), 6)),
(4% (sgrt (par[cont] [9] *par[ind] [9])) *pow ( ( (par[cont] [8] +
par[ind] [8])/2), 12)));
fprintf (ATP, "%3sA %3sA 1 %12.6e %12.6e\n", res[cont],
res[ind], (4* (sgrt (par[cont] [9] *par[ind] [9])) *pow ( ( (par[cont] [8] +
par[lnd][8])/2), 6)),
(4* (sgrt (par[cont] [9] *par[ind] [9])) *pow ( ( (par[cont] [8] +
par[ind] [81)/2), 12)));
}
else
{
fprintf (ATP, "%3s %3s 1 %$12.6e %12.6e\n", res[cont],
res([ind], (4* (sgrt (par[cont] [9] *par[ind] [9])) *pow ( ( (par[cont] [8] +
par[lnd][8])/2), 6)),
(4% (sgrt (par[cont] [9] *par[ind] [9])) *pow ( ( (par[cont] [8] +
par([ind] [8])/2), 12)));
fprintf (ATP, "%3s %$3sC 1 %12.6e %12.6e\n", res[cont],
res([ind], (4* (sgrt (par[cont] [9] *par[ind] [9])) *pow ( ( (par[cont] [8] +
par[lnd][8])/2), 6)),
(4* (sgrt (par[cont] [9] *par[ind] [9])) *pow ( ( (par[cont] [8] +
par[ind] [8])/2), 12)));

fprintf (ATP, "%3s %3sA 1 %12.6e %12.6e\n", res[cont],
1, (4* (sgrt (par[cont] [9] *par[ind] [9])) *pow ( ( (par[cont] [8] +
1081)/2), 6))
sqrt (parf[cont] [9] *par[ind] [9])) *pow (( (par[cont] [8]
1081)/2), 12)));

fprintf (ATP, "%3sC %3s 1 %12.6e %12.6e\n", res[cont],
(4* (sgrt (par[cont] [9] *par[ind] [9])) *pow ( ( (par[cont] [8] +

+ =

(4

res[i
par[lnd
*(
par |

ind

res[ind],

par[lnd][8])/2), 6)),
(4% (sgrt (par[cont] [9] *par[ind] [9]) ) *pow ( ( (par[cont] [8] +
par[ind] [8])/2), 12)));
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fprintf (ATP, "%3sC %3sC 1 %12.6e %12.6e\n", res[cont],
res[ind], (4* (sgrt (par[cont] [9] *par[ind] [9])) *pow ( ( (par[cont] [8] +
par[1nd][8])/2), 6))
(4* (sqgrt (par[cont] [9] *par[ind] [9])) *pow ( ( (par[cont] [8]
par[ind] [81)/2), 12)));
fprintf (ATP, "%3sC %3sA 1 %12.6e %12.6e\n", res[cont],
res[ind], (4* (sgrt (par[cont] [9] *par[ind] [9])) *pow ( ( (par[cont] [8] +
par[1nd][8])/2), 6))
(4* (sqgrt (par[cont] [9] *par[ind] [9])) *pow ( ( (par[cont] [8]
par[ind] [81)/2), 12)));
fprintf (ATP, "%3sA %3s 1 %12.6e %12.6e\n", res[cont],
res[ind], (4* (sgrt (par[cont] [9] *par[ind] [9]) ) *pow ( ( (par[cont] [8] +
par[lnd] [81)/2), 6))
(4* (sqgrt (par[cont] [9] *par[ind] [9])) *pow ( ( (par[cont] [8]
par[ind] [81)/2), 12)));
fprintf (ATP, "%3sA %3sC 1 %12.6e %12.6e\n", reslcont],
res[ind], (4* (sgrt (par[cont] [9] *par[ind] [9])) *pow ( ( (par[cont] [8] +
par[1nd][8])/2), 6))
(4% (sgrt (par[cont] [9] *par[ind] [9])) *pow ( ( (par[cont] [8]
par[ind] [8]1)/2), 12)));
fprintf (ATP, "%3sA %3sA 1 %12.6e %12.6e\n", res[cont],
(4* (sgrt (par[cont] [9] *par[ind] [9])) *pow ( ( (par[cont] [8] +

+ ~

+ ~

+ ~

+ ~

res[ind],
par[ind] [8])/2), 6)),
(4% (sgrt (par[cont] [9] *par[ind] [9])) *pow ( ( (par[cont] [8] +
par[ind] [8])/2), 12)));
}
}

}

fclose (ATP) ;

WAT = fopen ("water.gro", "w");

fprintf (WAT, "Water\n 1\n 1H20 H20 1 3.000 3.000
3.000\n 6.00000 6.00000 6.00000"™) ;

fclose (WAT) ;

WAT = fopen ("cloreto.gro", "w");

fprintf (WAT, "Cloreto\n 1\n 1CL- CL- 1 3.000 3.000
3.000\n 6.00000 6.00000 6.00000") ;

fclose (WAT) ;

WAT = fopen("sodio.gro", "w");

fprintf (WAT, "Sdbédio\n 1\n 1INA+ NA+ 1 3.000 3.000
3.000\n 6.00000 6.00000 6.00000") ;

fclose (WAT) ;

WTO = fopen ("water.itp", "w");

fprintf (WTO, "[ moleculetype ]\nH20 I\n\n[ atoms
I\n\tI1\tH20\t1\tH20\tH20\t1\t0.000000\t54.000") ;

fclose (WTO) ;

WTO = fopen ("ions.itp", "w");

fprintf (WTO, "[ moleculetype ]\nCL- I\n\n[ atoms J]\n\tl\tCL-
\t1\tCL-\tCL-\t1\t-1.000000\t35.453\n\n]| moleculetype 1 \nNA+
I\n\n[ atoms 1\n\tlI\tNA+\tI\tNA+\tNA+\t1\t1l.000000\t22.989");

fclose (WTO) ;

TAB = fopen ("table.xvg", "w");
fprintf (TAB, "#\n# Tabela com potencial LJ 12-4\n#\n")

for(r = 0.0; r <= 3.0;, r = r + 0.002)



if(r == 0.0)
{
fprintf (TAB, "%12.10e $12.10e %12.10e
%$12.10e %12.10e\n", r, 0.0, 0.0, 0.0, 0.0, 0.0, 0.0);
}
else
{
fprintf (TAB, "%12.10e $12.10e %12.10e
%$12.10e %12.10e\n", r, 1/r, 1/pow(r, 2), -1/pow(r,
1/pow(r, 12), 12/pow(r, 13));
}
}
fclose (TAB) ;
TAB = fopen ("table Protein Protein.xvg", "w");

fprintf (TAB,

for(r = 0.0, r <= 3.0, r =1r + 0.002)
{
if(r == 0.0)
{
fprintf (TAB, "%12.10e %$12.10e %12.10e
%$12.10e %12.10e\n", r, 0.0, 0.0, 0.0, 0.0, 0.0, 0.0);
}
else
{
fprintf (TAB, "%12.10e %$12.10e %12.10e
%$12.10e %12.10e\n", r, 1/r, 1/pow(r,2), -1/pow(r,
1/pow(r, 12), 12/pow(r, 13));
}
}
fclose (TAB) ;
TAB = fopen("table_Protein_Ion.xvg", "w'");

fprintf (TAB,

for(r = 0.0; r <= 3.0; r = r + 0.002)
{
if(r == 0.0)
{
fprintf (TAB, "%12.10e %$12.1
%$12.10e %12.10e\n", r, 0.0, 0.0, 0.0, 0.0,
}
else
{
fprintf (TAB, "%12.10e %$12.1
%$12.10e %12.10e\n", r, 1/r, 1/pow(r,2),
1/pow(r, 12), 12/pow(r, 13));

}
}

fclose (TARB) ;

TAB = "w");

fopen("table Ion Ion.xvg",

fprintf (TAB,

0e %12.10e
0.0, 0.0);

O0e %12.10e
-1/pow (r,

%$12.10e

%12.10e

4),

),

6),

-4 /pow (r,

"#\n# Tabela com potencial LJ 12-6\n#\n");

$12.10e

$12.10e
-6/pow (x,

"#\n# Tabela com potencial LJ 12-6\n#\n");

%12.10e

%$12.10e
-6/pow (r,

"#\n# Tabela com potencial LJ 12-6\n#\n");
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$12.10e

$12.10e

5),

$12.10e

$12.10e

),

%12.10e

$12.10e

)
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for(r = 0.0; r <= 3.0; r = r + 0.002)

fprintf (TAB, "%12.10e $12.10e %12.10e $12.10e %12.10e
%$12.10e %12.10e\n", r, 0.0, 0.0, 0.0, 0.0, 0.0, 0.0);
}
else

{
fprintf (TAB, "%$12.10e %12.10e %12.10e %12.10e %12.10e

$12.10e %12.10e\n", r, 1/r, 1/pow(r,2), -1/pow(r, 6), -6/pow(r, 7),
1/pow(r, 12), 12/pow(r, 13));
}
}

fclose (TARB) ;

PTO = fopen ("protein.itp", "w");
fprintf (PTO, "[ moleculetype ]\nPROCG\tl\n\n[ atoms ]\n");

for(cont = 1; cont <= numres; cont++)
{

fscanf (INP, "%$s", lido);

for(ind = 1; ind <= 20; ind++)

{

k = strcmp(lido, res[ind]);

if(k == 0)
{
k = ind;
break;
}
}
if(cont == 1) /* Terminal Amina */
{
fprintf (PTO, "%3d %$sA%5d PROCG %$sA%6d%8.3£%8.3f\n",

cont, resl[k], cont, res[k], cont, par[k][1ll] + 1 + posres, parlk][6]):;

}

else if (cont == numres) /* Terminal Carboxila */
{
fprintf (PTO, "%3d %$sC%5d PROCG %$sC%6d%8.3£%8.3f\n",

cont, resl[k], cont, res[k], cont, par[k][1ll] - 1 + negres, parlk][6]):;
}
else

{
fprintf (PTO, "%3d %s %$5d PROCG %s
cont, resl[k], cont, res[k], cont, par[k][1ll], parlk][6
}

i oo

6d%8.3f%8.3f\n",
)7

}

/* Parametros de ligacdo */
fprintf (PTO, "\n[ bonds ]1\n");
for (cont = 1; cont <= numres - 1; cont++)
{
fprintf (PTO, "%3d%5d%5d%10.5f%10.1f\n", cont, cont + 1, 1,
0.8, 100000./2);
}

/* Parametros de angulo */
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fprintf (PTO, "\n[ angles ]\n");
for (cont = 1; cont <= numres - 2; cont++)
{
fprintf (PTO, "%3d%5d%5d%5d%10.3£f%10.3f\n", cont + 1, cont,
cont + 2, 1, 180., 100./2);
}

fclose (PTO) ;
fclose (INP) ;

masb = 66463; /* Massa de uma molécula de BSA */
agu = 10000*54;
conc = masb/ (masb + agu);

agu = (mas/conc) - mas;

npa = agu/54;

carga = (pos + posres) + (neg + negres);
TOP = fopen("topologia.top", "w");

if (carga < 0)
{
fprintf (TOP, "#include \"atomtypes.itp\"\n#include
\"protein.itp\"\n#include \"water.itp\"\n#include \"ions.itp\"\n\n[
system ]\nPROCG in water\n\n[ molecules ]\nPROCG%5d\nH20%7d\n", 1, npa
+ carga);
fprintf (TOP, "NA+%7d", -carga);
}
else if(carga > 0)
{
fprintf (TOP, "#include \"atomtypes.itp\"\n#include
\"protein.itp\"\n#include \"water.itp\"\n#include \"ions.itp\"\n\n[
system ]\nPROCG in water\n\n[ molecules ]\nPROCG%$5d\nH20%7d\n", 1, npa
- carga);
fprintf (TOP, "CL-%7d", carga);
}

fclose (TOP) ;

INP = fopen("protein.itp", "r");
OUT = fopen("temp.inp", "w");

fscanf (INP, "%["\n]l%*c", lido):
fscanf (INP, "%["\n]%*c", lido);
fscanf (INP, "%s%s%s", lido, lido, 1lido);

for (cont = 1; cont <= numres; cont++)

{
fscanf (INP, "%s%s%["\n]%*c", lixo, lido, lixo);
fprintf (OUT, "%s ", lido);

if (cont%1l5 == 0)
{
fprintf (OUT, "\n");
}
}

fclose (OUT) ;
fclose (INP);

remove (argent) ;
OUT = fopen("temp.inp", "r");
INP = fopen(argent, "w");
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fprintf (INP, "TITLE Input file generated by
CF_LRP.\n%6d%6.2f%6.2f%6d%6d\n", numres, tam, ph, npa, carga);

for(cont = 1; cont <= numres; cont++)
{

fscanf (OUT, "%s", lido);

fprintf (INP, "%s ", lido);

if (cont%15 == 0)
{
fprintf (INP, "\n");
}
}

fclose (OUT) ;
fclose (INP) ;
remove ("temp.inp") ;

MDP = fopen ("minim.mdp", "w");

fprintf (MDP, ";Molecular dynamics parameter file generated by
CF_LRP\n;These parameters are destined to the energy minimization
step\n\n") ;

fprintf (MDP, "title\t\t\t= Energy minimization\n\n;Run
control\nintegrator\t\t= steep\ntinit\t\t\t= O\nnsteps\t\t\t=
50000\ninit-step\t\t= 0\n\n;Energy minimization\nemtol\t\t\t=
1000.0\nemstep\t\t\t= 0.1\n\n;Output control\nnstxout\t\t\t=

500\nnstvout\t\t\t= 500\nnstfout\t\t\t= 500\n");
fprintf (MDP, "nstlog\t\t\t= 500\nenergygrps\t\t= Protein Water
Ton\n\n;Neighbor searching\ncutoff-scheme\t\t= group\nnstlist\t\t\t=

I\nns-type\t\t\t= grid\npbc\t\t\t= xyz\nrlist\t\t\t=
1.0\n\n;Electrostatics\ncoulombtype\t\t= PME\nrcoulomb\t\t=
1.0\nepsilon-r\t\t= 78.41\n\n; VdW\nvdwtype\t\t\t= User\nrvdw\t\t\t=

1.0\n\n;Tables\nenergygrp-table\t\t= Protein Protein Ion Ion Protein
Ion\n\n; Temperature coupling\n");

fprintf (MDP, "tcoupl\t\t\t= no\ntc-grps\t\t\t= system\ntau-
t\t\t\t= O0.1\nref-t\t\t\t= 300\n\n;Pressure coupling\npcoupl\t\t\t=
no\npcoupltype\t\t= isotropic\ntau-p\t\t\t= 2.0\ncompressibility\t\t=

4.5e-5\nref-p\t\t\t= 1.0\n\n;Velocity generation\ngen-vel\t\t\t=
no\ngen-temp\t\t= 300\ngen-seed\t\t= -1\n\n;Bonds\n") ;
fprintf (MDP, "constraints\t\t= none\nconstraint-algorithm\t=

LINCS\ncontinuation\t\t= no\nlincs-order\t\t= 4\n");
fclose (MDP) ;

MDP = fopen ("npt.mdp", "w");

fprintf (MDP, ";Molecular dynamics parameter file generated by
CF_LRP\n;These parameters are destined to the NPT ensemble
simulation\n\n;Run control\nintegrator\t\t= md\ntinit\t\t\t=
O\ndt\t\t\t= 0.002\nnsteps\t\t\t= 5000000\ncomm-mode\t\t=
linear\nnstcomm\t\t\t= 10\n\n;Output control\nnstxout\t\t\t=
500\nnstvout\t\t\t= 500\nnstfout\t\t\t= 500\n");

fprintf (MDP, "nstlog\t\t\t= 500\nnstenergy\t\t=

500\nenergygrps\t\t= Protein Water Ion\n\n;Neighbor searching\ncutoff-
scheme\t\t= group\nnstlist\t\t\t= 1\nns-type\t\t\t= grid\npbc\t\t\t=
xyz\nrlist\t\t\t= 1.5\n\n;Electrostatics\ncoulombtype\t\t=
user\nrcoulomb\t\t= 1.5\nepsilon-r\t\t= 78.41\n\n;VdW\nvdwtype\t\t\t=
user\nrvdw\t\t\t= 1.5\n\n;Tables\nenergygrp-table\t\t= Protein Protein
Ion Ion Protein Ion\n\n;Ewald\nfourierspacing\t\t=
0.16\noptimize fft\t\t= yes\n\n;Temperature coupling\ntcoupl\t\t\t= v-
rescale\n") ;
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fprintf (MDP, "tc-grps\t\t\t= system\ntau-t\t\t\t= 0.1\nref-
t\t\t\t= 300\n\n; Pressure coupling\npcoupl\t\t\t=
berendsen\npcoupltype\t\t= isotropic\ntau-p\t\t\t=
2.0\ncompressibility\t\t= 4.5e-5\nref-p\t\t\t= 1.0\n\n;Velocity

generation\ngen-vel\t\t\t= yes\ngen-temp\t\t= 300\ngen-seed\t\t= -
I\n\n;Bonds\nconstraints\t\t= none\n");

fprintf (MDP, "constraint-algorithm\t= LINCS\ncontinuation\t\t=
no\nlincs-order\t\t= 4\n");

fclose (MDP) ;

NDX = fopen ("index.ndx", "w");
fprintf (NDX, "[ Protein ]\n");
for (cont = 1; cont <= numres; cont++)

{
fprintf (NDX, "%6d", cont);

if (cont%15 == 0)
{
fprintf (NDX, "\n");
}
}

fprintf (NDX, "\n\n[ Water ]\n");
ind = 1;

for (cont = numres + 1; cont <= numres + npa - abs(carga); cont++)

{
fprintf (NDX, "%6d", cont);

if (ind%15 == 0)
{

fprintf (NDX, "\n");
}

ind = ind + 1;
}
fprintf (NDX, "\n\n[ Ion ]\n");

ind = 1;
for (cont = numres + npa - abs(carga) + 1; cont <= npa + numres;
cont++)

{
fprintf (NDX, "%6d", cont);

if (ind%15 == 0)
{

fprintf (NDX, "\n");
}

ind = ind + 1;

}

fprintf (NDX, "\n\n[ System ]\n");
ind = 1;

for(cont = 1; cont <= numres + npa; cont++)

{
fprintf (NDX, "%6d", cont);

if (ind%15 == 0)
{
fprintf (NDX, "\n");
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}

ind = ind + 1;

}

fprintf (NDX, "\n");
fclose (NDX) ;
printf ("\n%s\n", exito);

}

float hidro(float a)
{ float b; /* Par@metro calculado */
if(a < -1)
b =1;

else 1if(a > 1)

b = 2;

b =1;

return b;



APENDICE C - CODIGO STR
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O codigo STR recebe o arquivo input gerado pelo GENINP modificado pelo

CF_LRP. A modificacdo consiste na insercdo da quantidade de particulas de

agua necessarias para a concentracao desejada e na insercao da quantidade

de ions necessarios para a caixa cubica de simulacdo de dindmica molecular

possuir carga liquida nula. O STR coloca a proteina dentro da caixa cubica de

simulagdo de dinamica molecular na estrutura inicial desejada e solvata a

proteina. Ao final, ele adiciona os ions necesséarios dependendo da carga total

da proteina.

#include
#include
#include
#include

<stdio.h>
<stdlib.h>
<math.h>
<string.h>

#define TRUE 1
#define MAX 100
#define PI 3.141592

void lista(int a,

de solvatacdo */

void listaclor (int
comandos para colocacdo dos ions cloreto */
void listasodi (int
comandos para colocacdo dos ions sdbédio */

void main (int argc,

a,

a,

char *b); /* Funcdo para

char *b); /* Funcdo para

char **argv)

gerar

gerar

a

a

lista

char *b); /* Funcdo para gerar a lista de comandos

de

lista de
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{

char ent[] = "-f"; /* Comparacdo para identificar onde estd o
arquivo de entrada */

char *argent; /* Nome do arquivo de entrada */

char sai[] = "-o"; /* Comparacdo para identificar onde estd o
arquivo de saida */

char *argsai; /* Nome do arquivo de saida */

char *res[30]; /* Vetor para guardar as abreviacdes de todos os
possiveis residuos */

char verif[4]; /* String para verificacdo da extensdo do arquivo
*/

char verinp[] = ".inp"; /* Verificador da extensdo .inp */

char vergro[] = ".gro"; /* Verificador da extensdo .gro */

char erroarg[] = "ERRO: Arquivo de entrada ndo especificado.\n";

char erroinp|] = "ERRO: Extenséao do arquivo de entrada

incorreta.\n";
char erronum|

"ERRO: A opcdo fornecida ndo é adequada.\n";

]
char erroarg[] = "ERRO: Numero de argumentos inconsistente.\n";
char 1ido[MAX]; /* String para leitura */
char 1ixo[MAX]; /* String para descarte de informacdes */
char command[MAX]; /* String para o comando no gromacs */

char ultag[MAX]; /* Ultima &agua */

FILE *INP; /* Arquivo de input */

FILE *OUT; /* Arquivo de saida */

FILE *LIS; /* Lista de comandos */

int cont; /* Contador geral */

int compe, comps; /* Varidveis para medir o comprimento das
strings dos arquivos de entrada e da saida */

int sto; /* Controle de parada nos loops while */

int £, o; /* Varidveils para identificacdo da entrada e da saida */

int opc; /* Guarda a opcgdo escolhida pelo usudrio para a estrutura
da proteina */

int numres, npa; /* Nuamero de residuos e numero de particulas de
agua */

int carga; /* Ions necessarios para a neutralizacdo da caixa */

float tam, ph; /* Tamanho da caixa e pH */

argent = "";
argsai = "";
f = 0;
o = 0;

/* Sistema de protegdo contra entradas incorretas e loop para
leitura do arquivo de entrada e de saida */

if (argc%2 == 0 || argc == 1)
{
printf ("%$s", erroarqg);

exit (EXIT FAILURE);

for (cont = 0; cont < argc; cont++)
{
if (strcmp (argv[cont], ent) == 0)
{
f = cont + 1;
argent = argvl[f];
}
if (strcmp (argv[cont], sai) == 0)
{
o = cont + 1;
argsai = argvl[ol];
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}

1if(f%2 !'= 0 || argent == "" || strcmp(argent, sai) == 0 || f == 0)
{

printf ("%$s", erroarq);

exit(EXIT_FAILURE);

compe = strlen(argent);
comps = strlen(argsai);

/* Teste da extensdo dos arquivos de entrada e de saida */
if (strcmp (strcpy(verif, &argent[compe - 4]), verinp) != 0)
{
printf ("%$s", erroinp);
exit(EXIT_FAILURE);
}
else if(strcmp(argsai, "") != 0)
{
if (strcmp (strcpy(verif, &argsailcomps - 4]), vergro) != 0)
{
strcat (argsai, vergro);
}
}
else if(strcmp(argsai, "") == 0)
{
argsai = "output.gro";

}

/* Preenchendo o vetor com os nomes dos residuos */

res[1l] = "ALA";
res[2] = "ARG";
res[3] = "ASN";
res[4] = "ASP";
res[5] = "CYS";
res[6] = "GLU";
res[7] = "GLN";
res[8] = "GLY";
res[9] = "HIS";
res[10] = "ILE";
res[11l] = "LEU";
res[12] = "LYS";
res[13] = "MET";
res[14] = "PHE";
res[15] = "PRO";
res[l6] = "SER";
res[17] = "THR";
res[18] = "TRP";
res[19] = "TYR";
res[20] = "VAL";
res[21] = "H20";
res[22] = "CL-";
res[23] = "NA+";
printf ("Estruturas disponiveis:\n\nl - Helicoide\n2 - Intestino\n3
- Zig zag\n\nEstrutura escolhida: ");

scanf ("%d", &opc);

/* Sistema de protecdo a entradas incorretas */



if (isnan(opc) != 0 || opc > 3 || opc < 1)
{
printf ("%$s", erronum);
exit (EXIT_FAILURE) ;
}
INP = fopen(argent, "r");
OUT = fopen("temp.gro", "w");

fscanf (INP, "%s", lido);
if(strcmp(lido, "TITLE") == 0)
{
fclose (INP) ;
INP = fopen(argent, "r");
fscanf (INP, "%$["\nl%*c", 1lixo):;
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fscanf (INP, "%d %f %f %d %d", &numres, &tam, &ph, &npa,

&carga) ;
}
else

{
fclose (INP) ;
INP = fopen(argent, "r"):;

fscanf (INP, "%d %f %$f %d", &numres, &tam,

}

fprintf (OUT, "Protein coarse-grained\n%5d\n",

if (opc == 1)
{

&ph, é&npa);

numres) ;

float X, Y, Z; /* Coordenadas dos residuos */
float phi, dphi; /* Angulo e incremento do angulo */

float delta; /* Incremento de altura */

Z = tam/2.0 - tam/3.0;
phi = 0.0;

dphi = 0.15;

delta = 0.012;

for (cont = 1; cont <= numres; cont++)

{
X = (tam/2.0) + ((tam/2.0) - 1.0)*cos(phi);
Y = (tam/2.0) + ((tam/2.0) - 1.0)*sin(phi);

fscanf (INP, "%$s", lido);

fprintf (OUT, "%5d%-5s5%5s5%5d%8.3£%8.3£%8.3f\n", 1,

lido, cont, X, Y, Z);:

N3

7 =
phi

+ delta;
phi + dphi;

}
}
else if (opc == 2)

{

float X, Y, Z; /* Coordenadas dos residuos */

int phi, delta; /* Espacamento angular e incremento */

int traj, k, vol; /* Controle da trajetdria */

phi = 0.;
delta = 10;
traj = 1;

vol = 1;

"PROCG",
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k = 0;

X = ((tam/2.0) - 1.0)*cos(phi/100.0) + (tam/2.0);
Y = ((tam/2.0) - 1.0)*sin(phi/100.0) + (tam/2.0);
Zz = 0.5;

for(cont = 1; cont <= numres; cont++)

{
fscanf (INP, "%s", 1lido);
fprintf (OUT, "%$5d%-5s5%5s5%5d%8.3£%8.3f%8.3f\n", 1, "PROCG",
lido, cont, X, Y, Z);

if(traj == 1 && phi == 0) /* Mudanca para trajetdria reta
*/
{
traj = 2;
k = cont;
vol = 1;
}
else if(traj == 1 && phi == 500) /* Mudanca para

trajetdéria reta */
{
traj = 2;
k = cont;
vol = -1;
}
else if(traj == 2 && cont == k + 4) /* Mudanca para
trajetéria curva */

{

traj = 1;
}
if(traj == 1)
{
phi = phi + vol*delta;
X = ((tam/2.0) - 1.0)*cos(phi/100.0) + (tam/2.0);
Y = ((tam/2.0) - 1.0)*sin(phi/100.0) + (tam/2.0);
}
if(traj == 2)

}
else if (opc == 3)
{
float X, Y, Z; /* Coordenadas dos residuos */
int traj, k, vol, extl; /* Controle da trajetdria */

X =1.0;
Y = 1.0;
Zz = 1.0;
traj = 1;
vol = 1;
for(cont = 1; cont <= numres; cont++)

{
fscanf (INP, "%s", 1lido);
fprintf (OUT, "%5d%-5s5%5s%5d%8.3f%8.3f%8.3f\n", 1, "PROCG",
lido, cont, X, Y, Z);



if(traj == 1 && (tam - Y < 1.0 || ¥ < 1.0))

{
traj = 2;
k = cont;

if(vol == 1)
{
vol = -1;
}
else if(vol == -1)
{
vol = 1;
}
}
else if(traj == 2 && cont == k + 4)
{
traj = 1;

else if(traj == 2)

{
X X + (0.2/sqrt(2.0));
7 Z + (0.2/sqrt(2.0));

}

fprintf (OUT, "%10.51f%10.51f%10.51f\n", tam,
fclose (OUT) ;
fclose (INP) ;

strcpy (command, "editconf -f temp.gro -o ");
strcat (command, argsai);

system (command) ;

remove ("temp.gro") ;

tam ,tam);
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/* Sessdo para solvatar a molécula de proteina coarse grained */

if (carga > 0)

{ lista (npa - carga, argsai);
élse if (carga < 0)

{ lista(npa + carga, argsai);
iIS = fopen("lista.txt", "r");

for(cont = 1; cont <= 2*npa; cont++)

{
fscanf (LIS, "%["\n]%*c", command);
system (command) ;

}

fclose (LIS);
remove ("lista.txt");
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if (carga > 0)
{
listaclor (carga, argsai):

}

else if (carga < 0)

{
listasodi (carga, argsai);
carga = -carga;

LIS = fopen("lista.txt", "r");

for(cont = 1; cont <= 2*carga; cont++)
{
fscanf (LIS, "%["\nl%*c", command);
system (command) ;

}

fclose (LIS) ;
remove ("lista.txt");

}

void lista(int a, char *b)
{
int cont; /* Contador para o comando */
FILE *SAI; /* Arquivo de saida para lista */

SAI = fopen("lista.txt", "w");
fprintf (SAI, "gmx insert-molecules -f %s -ci water.gro -o
solvsd.gro -nmol 1 -allpair -try 1000000\nrm %s\n", b, 1, b);

for(cont = 1; cont < a - 1; cont ++)

{

fprintf (SAI, "gmx insert-molecules -f solv%d.gro -ci water.gro
-0 solv%d.gro -nmol 1 -allpair -try 1000000\nrm solv%d.gro\n", cont,
cont + 1, cont);

}

fprintf (SAI, "gmx insert-molecules -f solv%d.gro -ci water.gro -o
%$s -nmol 1 -allpair -try 1000000\nrm solv%d.gro\n", cont, b, cont);

fclose (SAI) ;
}

void listaclor (int a, char *b)
{
int cont; /* Contador para o comando */
FILE *SAI; /* Arquivo de saida para lista */

SAT = fopen("lista.txt"™, "w");
fprintf (SAT, "gmx insert-molecules -f %s -ci cloreto.gro -o
solvsd.gro -nmol 1 -allpair -try 1000000\nrm %s\n", b, 1, b);

for(cont = 1; cont < a - 1; cont ++)
{
fprintf (SAT, "gmx insert-molecules -f solvsd.gro -ci
cloreto.gro -0 solvsd.gro -nmol 1 -allpair -try 1000000\nrm

solvsd.gro\n", cont, cont + 1, cont);

}
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fprintf (SAI, "gmx insert-molecules -f solv%d.gro -ci cloreto.gro -
0 %s —-nmol 1 -allpair -try 1000000\nrm solv%d.gro\n", cont, b, cont);

fclose (SAI) ;
}

void listasodi (int a, char *b)
{
int cont; /* Contador para o comando */
FILE *SAI; /* Arquivo de saida para lista */

SAT = fopen("lista.txt"™, "w");

a = -a;

fprintf (SAT, "gmx insert-molecules -f %s -ci sodio.gro -o
solv$d.gro -nmol 1 -allpair -try 1000000\nrm %s\n", b, 1, b);

for(cont = 1; cont < a - 1; cont ++)
{
fprintf (SAI, "gmx insert-molecules -f solv%d.gro -ci sodio.gro

-0 solv%d.gro -nmol 1 =-allpair -try 1000000\nrm solv%d.gro\n", cont,
cont + 1, cont);

}

fprintf (SAI, "gmx insert-molecules -f solv%d.gro -ci sodio.gro -o
%$s -nmol 1 -allpair -try 1000000\nrm solv%d.gro\n", cont, b, cont);

fclose (SAI);
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APENDICE D - CODIGO TRJ

O codigo TRJ é o cbdigo de processamento dos dados depois da simulacao de

7

dindmica molecular concluida. O cddigo é responsavel pela particdo da
trajetéria em picossegundos e pela ativacdo do software CRYSOL para o

calculo da curva de intensidade de espalhamento de raios-X.

#include <stdio.h>
#include <stdlib.h>
#include <math.h>

#include <string.h>

#define MAX 200
#define TRUE 1

void trajtxt (char *nometpr);
void trajpcg(char *nometpr);

void main(int argc, char **argv)
{

char ent[] = "-f"; /* Sinalizador do arquivo de entrada -
trajetdéria atomistica*/

char *argent; /* Nome do arquivo de entrada: Serd a trajetdria do
arquivo da simulacdo atomistica */

char tpr[] = "-t"; /* Sinalizador do arquivo tpr atomistico */
char *arqtpr; /* Nome do arquivo tpr */
char trr[] = "-s"; /* Sinlizador do arquivo de entrada -

trajetdéria CG */
char *argtrr; /* Nome do arquivo de trajetdéria CG */
char tpc[] = "-e"; /* Sinalizador do arquivo tpr CG */
char *arqgtpc; /* Nome do arquivo tpr CG */
char argpdb[MAX]; /* Nome do arquivo pdb */
char arggro[MAX]; /* String usada para o nome do arquivo gro */
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char vertrr[] = ".trr"; /* Verificador para a extensdo do arquivo
de entrada */

char vertpr[] = ".tpr"; /* Verificador para a extensdo do arquivo
gro */

char verpdb[] = ".pdb"; /* Verificador para a extensdo do arquivo
pdb */

char verinp[] = ".inp"; /* Verificador para a extensdo do arquivo
inp */

char verif[4]; /* String para verificacdo da extensdo do arquivo
*/

char erroarg[] = "ERRO: Numero de argumentos inconsistente.\n"; /*
Erro de argumentos inconsistentes */

char erroinpl] = "ERRO: Extensao do arquivo de entrada
incorreta.\n";

char command[MAX]; /* String para guardar comandos que serdo dados
ao sistema pela funcdo system */

char 1ixo[MAX]; /* String para jogar informacgdes fora */

char res[3]; /* Residuo */

double x, y, z; /* Coordenadas lidas no .gro */

double des; /* Informacdes descartadas */

double arm, Jjot; /* Varidvel para armazenar o dado lido no .fit */

double med[MAX] [MAX]; /* Matriz para as médias do fator de forma
*/

int £, e, t, s; /* Indices de entrada e saida de arquivos */

int cont, ador, i; /* Contador para loops em geral */

int compe, compg, comps, compt, compi; /* Variaveis para
armazenamento do tamanho dos nomes dos arquivos */

int numres; /* Numero de residuos */

FILE *LIS; /* Lista de comandos */

FILE *GRO; /* Arquivo gro */

FILE *PDB; /* Arquivo pdb */

FILE *FIT; /* Arquivo fit */

argent = "";
argtpr = "";
argtrr = "";
argtpc = "";
f = 0;

t = 0;
s = 0;
e 0;

’

for (cont = 0; cont < MAX; cont++)

{

for (ador = 0; ador < MAX; ador++)

{

med[cont] [ador] = 0O;
}

/* Sistema de protegdo contra entradas incorretas e loop para
leitura do arquivo de entrada e de saida */

if (argc%2 == 0 || argc == 1)
{
printf ("%s", erroarq);

exit (EXIT FAILURE) ;

for (cont = 0; cont < argc; cont++)

{

if (strcmp(argv[cont], ent) == 0)



f = cont + 1;
argent = argvl[f];
}
if (strcmp (argv[cont], tpr) == 0)
{
t = cont + 1;
argtpr = argv[t];
}

if (strcmp (argv[cont], trr) == 0)
{ s = cont + 1;

argtrr = argv([s];
if(strcmp(argv[cont], tpc) == 0)
{ e = cont + 1;

argtpc = argvie];

compe = strlen(argent);
compg = strlen (argtpr);
comps = strlen(arqgtrr);
compt = strlen(argtpc);

if (strcmp (strcpy(verif, &argent|[compe
{
printf ("%$s", erroinp);
exit(EXIT_FAILURE);
}
if (strcmp (strcpy(verif, &argtpr[compg
{
printf ("%$s", erroinp);
exit(EXIT_FAILURE);
}
if (strcmp (strcpy(verif, &argtrr[comps
{
printf ("%$s", erroinp);
exit(EXIT_FAILURE);
}
if (strcmp (strcpy(verif, &argtpc[compt
{
printf ("%$s", erroinp);
exit(EXIT_FAILURE);
}

/* Fim da secdo de leitura dos arquivos de entrada e

41),
41),
41),
41),

strcpy (command, "echo 1 | gmx trjconv -s ");

(

strcat (command, argtpr);

strcat (command, " -f ");

strcat (command, argent)
(

’

vertrr)

vertpr)

vertrr)

vertpr)

strcat (command, " -pbc atom -o traj prot.trr");

system(command); /* Corrige a trajetdria e isola a proteina */

trajtxt (argtpr) ;

LIS = fopen("traj.txt", "r");

saida */
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for (cont = 1501; cont <= 2000; cont ++)
{

fscanf (LIS, "%$["\n]%*c", command) ;
system (command) ;

}

fclose (LIS);
remove ("traj.txt");

system ("crysol *.pdb exp.dat -cst -sm 2.0 -ns 100");
LIS = fopen("del.txt", "r");

for(cont = 0; cont < 500; cont ++)

{
fscanf (LIS, "%["\nl%*c", command);
system (command) ;

}

fclose (LIS) ;
remove ("del.txt");

LIS = fopen("argint.txt", "r");
for(cont = 0; cont < 500; cont ++)

{

fscanf (LIS, "%["\n]%*c", command);

FIT = fopen (command, "r");

fscanf (FIT, "%["\nl%*c", 1lixo):;
fscanf (FIT, "%["\nl%*c", 1lixo):;
fscanf (FIT, "%["\nl%*c", 1lixo):;
fscanf (FIT, "$[*\n]l%*c", 1lixo):
fscanf (FIT, "%$["\n]%*c", lixo);
fscanf (FIT, "%["\nl%*c", 1lixo):
fscanf (FIT, "%["\nl%*c", 1lixo):

for (ador = 0; ador < 54; ador ++)
{
for(i = 0; 1 < 4; 1 ++)
{
fscanf (FIT, "$%$1f", &arm);
med[ador] [1] =

}

fclose (FIT);
remove (command) ;

}

fclose (LIS);
remove ("argint.txt");

for (cont = 0; cont < 104; cont ++)

{

for (ador = 0; ador < 4; ador ++)

{
med[cont] [ador] = med[cont] [ador]/500;

}

LIS = fopen("media.dat"™, "w");
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fprintf (LIS, "Dados da simulacdo atomistical\n");

for (cont = 0; cont < 54; cont++)

{

for (ador = 0; ador < 4; ador++)

{
fprintf (LIS, " %8.61lE", med[cont] [ador]);

if (ador == 3)

{
fprintf (LIS, "\n");

}

}

fclose (LIS) ;

remove ("crysol summary.txt");
remove ("delfit.txt");

remove ("traj prot.trr");

/* Secdo para calcular os fatores de forma da simulagcdo Coarse-
Grained */

strcpy (command, "echo 2 | gmx trjconv -s ");
strcat (command, argtpc);

strcat (command, " -f ");

strcat (command, arqgtrr);

strcat (command, " -pbc atom -o traj protcg.trr");

system(command); /* Corrije a trajetdria e isola a proteina em um
arquivo de trajetdria tnico */

trajpcg (argtpc) ;
LIS = fopen("traj.txt", "r");

for (cont = 1501; cont <= 10000; cont ++)
{
fscanf (LIS, "%["\n]%*c", command);
system (command) ;
sprintf (arqgro, "traj%d.gro", cont);
GRO = fopen(arggro, "r");
sprintf (argpdb, "traj%d.pdb", cont);
PDB = fopen (argpdb, "w");
fscanf (GRO, "%["\n]l%*c", command);

fprintf (PDB, "COMPND %$s\n", command) ;
fprintf (PDB, "AUTHOR TRJ_RLP\n") ;

fscanf (GRO, "%d", &numres);

for (ador = 1; ador <= numres; ador++)

{
fscanf (GRO, "%s %s %s %1f %1f %1f %$1f %$1f %1f", lixo, res,

lixo, &x, &y, &z, &des, &des, &des); /* Lendo uma linha do .gro */
fprintf (PDRB, "ATOM $5d C PRO A%4d

%$8.3f%8.3f%8.3f%6.2f%6.2f\n", ador, ador, 10*x, 10*y, 10*z, 1., O0.);
/* Escrevendo uma linha do .pdb */

}

fprintf (PDB, "END");

fclose (GRO) ;

fclose (PDB) ;
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fclose (LIS);

remove ("traj.txt");

system ("crysol *.pdb exp.dat -cst -sm 2.0 -ns 100");
LIS = fopen("del.txt", "r");

for(cont = 0; cont < 8500; cont ++)
{

fscanf (LIS, "%$["\n]%*c", command) ;
system (command) ;

}

fclose (LIS);
remove ("del.txt");

for(cont = 0; cont < MAX; cont ++)

{
for (ador = 0; ador < MAX; ador ++)

{
med[cont] [ador] = O;

}
LIS = fopen("argint.txt", "r");
for(cont = 0; cont < 500; cont ++)

{

fscanf (LIS, "%["\n]%*c", command);

FIT = fopen (command, "r");

fscanf (FIT, "%["\nl%*c", 1lixo):;
fscanf (FIT, "%["\nl%*c", 1lixo):;
fscanf (FIT, "%["\nl%*c", 1lixo):;
fscanf (FIT, "$[*\n]l%*c", 1lixo):
fscanf (FIT, "%$["\n]%*c", lixo);
fscanf (FIT, "%["\nl%*c", 1lixo):
fscanf (FIT, "%["\nl%*c", 1lixo):

for (ador = 0; ador < 105; ador ++)
{
for(i = 0; 1 < 4; 1 ++)
{
fscanf (FIT, "%1f", &arm);
med[ador] [1i] = med[ador] [i] + arm;

}

fclose (FIT);
remove (command) ;
}
fclose (LIS);
remove ("argint.txt");

for (cont = 0; cont < 105; cont ++)
{

for(ador = 0; ador < 4; ador ++)

{

med[cont] [ador] = med[cont] [ador]/500;

}
}
LIS = fopen("media cg.dat", "w");
fprintf (LIS, "Arquivo de dados do fator de forma coarse-

grained\n") ;



for (cont = 0; cont < 105; cont++)
{
for (ador = 0; ador < 4; ador++)

{
fprintf (LIS, " %8.61E", med[cont] [ador]);

if (ador == 3)
{

fprintf (LIS, "\n");
}

}

fclose (LIS) ;

remove ("crysol summary.txt");
remove ("traj protcg.trr");
LIS = fopen("media.dat", "r")
FIT = fopen("media cg.dat",
fscanf (LIS, "%["\nl%*c", lixo
fscanf (FIT, "%["\nl%*c", lixo
PDB = fopen ("formfactor.dat", "w");

’

],:-H),.
)
)

’

for(cont = 1; cont < 106; cont ++)

{
fscanf (LIS, "$%$1f", &arm);

fprintf (PDB, " %8.61E", arm);

fscanf (LIS, "%1f %$1f %1f", &arm, &jot, &des);

fprintf (PDB, " %8.6lE %8.61lE %8.61E", arm, jot, des);
fscanf (FIT, "%$1f $1f $1f %$1f", &des, &des, &des, &arm);
fprintf (PDB, " %8.61E\n", arm);

}

fclose (LIS);

fclose (FIT) ;

/*remove ("media.dat") ;
remove ("media cg.dat");*/

}

void trajtxt (char *nometpr)

{

int cont; /* Contador */
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char aux[MAX]; /* Auxiliar para formar os comandos do trjconv */

FILE *SAI; /* Arquivo de saida do trjconv */
FILE *DEL; /* Arquivo para apagar os gro, pdb e log*/
FILE *ARQ; /* Lista de arquivos fit para a média */

SAT = fopen ("traj.txt", "w");

DEL = fopen ("del.txt", "w");

ARQ = fopen ("argint.txt"™, "w");
strcpy(aux, "echo 1 | gmx trjconv -s ");
strcat (aux, nometpr);

strcat (aux, " -f traj prot.trr -o ");

for (cont = 1501; cont <= 2000; cont++)
{
fprintf (SAI, "%$straj%d.pdb -dump %d -pbc atom\n", aux,
cont) ;

cont,

fprintf (DEL, "rm traj%d.pdb traj%d00.log traj%d00.alm\n",

cont, cont, cont);
fprintf (ARQ, "traj%d00.fit\n", cont);
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}

fclose (SAI) ;

fclose (DEL) ;

fclose (ARQ) ;
}

void trajpcg(char *nometpr)
{
int cont; /* Contador */
char aux[MAX]; /* Auxiliar para formar os comandos do trjconv */
FILE *SAI; /* Arquivo de saida do trjconv */
FILE *DEL; /* Arquivo para apagar os gro, pdb e log*/
FILE *ARQ; /* Lista de arquivos fit para a média */

SAT = fopen ("traj.txt", "w");

DEL = fopen ("del.txt", "w");

ARQ = fopen ("argint.txt", "w");

strcpy (aux, "echo 2 | gmx trjconv -s ");
strcat (aux, nometpr);

strcat (aux, " -f traj protcg.trr -o ");

for(cont = 1501; cont <= 10000; cont++)
{
fprintf (SAI, "%$straj%d.gro -dump %d -pbc atom\n", aux, cont,
cont) ;
fprintf (DEL, "rm traj%d.gro traj%d.pdb traj%d00.log\n", cont,
cont, cont);
fprintf (ARQ, "traj%d00.fit\n", cont);
}

fclose (SAI);
fclose (DEL) ;
fclose (ARQ) ;



