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Resumo

Um programa computacional foi desenvolvido para otimizag3o de geometria e
simulagfio de dinimica molecular baseado em um campo de forgas classicas
parametrizado. O solvente foi considerado como um continuo eletrostitico ¢ a
interface entre 0 meio aquoso e o interior de uma membrana biolégica como uma
superficie de descontinuidade dielétrica, tratada pelo “método das imagens
eletrostaticas”. Nesse método, o campo de polarizagdo produzido na superficie de
descontinuidade por uma carga pontual é representado por uma carga ficticia,
colocada na fase oposta, cuja distincia e sinal é definida pelas condi¢gdes de contorno
na superficie. Diversos sistemas foram estudados, tanto em solventes continuos como
na presenga de superficies de descontinuidade: a) Foram estudadas as distribuigdes
populacionais dos rotdmeros do triptofano na forma zwitteridnica e no peptideo Ala-
Trp-Ala, em solvente polar e apolar. Foi demonstrado que a dinamica do triptofano e
as populagBes de rotdmeros sdio compativeis com as observagdes experimentais de
fluorescéncia resolvida no tempo ¢ NMR; b) Em um estudo das conformagdes em
polialanina, verificou-se que a estabilidade da estrutura secundéria hélice-c ¢ um
efeito cooperativo entre pontes de hidrogénio em solvente de baixa constante
dielétrica. Na presenga da interface agua-membrana, a hélice-o. anfifilica de um
modelo para a B-endorfina estabiliza-se sobre a interface. Um comportamento

s A "

anfifilico foi também observado na seqiiéncia sinal para o receptor-A da e. coli, a qual
estabilizou-se perpendicularmente a interface, na conformagdo parcial hélice-o
proposta na literatura; ¢) Em um estudo sobre o horménio a-MSH observou-se que,
em solvente polar, de uma conformagio helicoidal ele passa para uma conformagio
estendida. Porém, ao atravessar para o interior hidrofébico de uma membrana, o
peptideo estabiliza-se em dobra-B. Observou-se ainda que a estabilidade dessa
conformagiio no interior da membrana é reforgada por pontes salinas entre os residuos
carregados do peptideo, os quais formam um “carogo” hidrofilico circundado por
residuos hidrofébicos. Esse arranjo estrutural est4 em concordéncia com o proposto
para a conformagio biologicamente ativa. De um modo geral, o modelo para
biomembrana proposto no presente trabalho reproduziu o comportamento hidrofébico,

hidrofilico ou anfifilico dos peptideos estudados.



Abstract

A software was developed for optimisation of geometry and molecular
dynamics simulation, based on a parameterized classical force ficld. Solvent was
assumed as an electrostatic continuum. The interface between the aqueous medium
and the hydrophobic core of biological membranes was described by a surface of
dielectric discontinuity, treated by the “method of images”. In this method, the
polarisation field produced at the surface of discontinuity by a point charge was
represented by a fictitious charge, placed in the opposite phase. The position and
signal of this charge-image were defined by boundary conditions at the surface.
Several systems were studied, either in continuous solvent, as in the presence of
discontinuity surfaces: a) the population distribution of tryptophan rotamers was
studied in the zwytterion and in the peptide Ala-Trp-Ala, in polar and apolar solvents;
the results for the tryptophan dynamics and the rotamers populations agree with
experimental observations using time resolved fluorescence and NMR spectroscopies.
b) analysis of polyalanin conformations showed that the stabililty of the a-helix is a
cooperative effect between hydrogen bonds in low dielectric constant solvent; in the
presence of the water-membrane interface, the amphyphilic o-helix of a B-endorphyn
model stabilizes on the interface; a similar behavior was observed in the signal
sequence for the E.Coli A-receptor, that stabilized perpendicular to the interface in a
partial o-helix conformation, as proposed in the literature. c¢) calculations on
melanotropic hormone o-MSH showed that in polar solvent it goes from helycoidal
conformation to an extended one; in the presence of the interface water-membrane,
the peptide goes into the interior of the membrane and stabilizes in a B-turn; the
stability of this conformation was reinforced by salt bridges between charged residues,
forming a hydrophilic core surrounded by hydrophobic residues; this structural
arrangement agrees with the one proposed for the biologically active conformation of
the hormone. In general terms, the model proposed here for the biomembrane was
able to mimic the hydrophobic, hydrophihlic or amphyphilic behavior of the peptides
studied.
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Introducio

O desenvolvimento de técnicas de modelagem molecular abre a perspectiva de
um grande avango na compreensio de processos biolégicos a nivel atémico-molecular
© na proposta de novas estruturas moleculares com elevada eficiéncia bioldgica.
Entretanto, a aplica¢dio dessas técnicas tem geralmente se restringido 4 simulaciio de
uma unica molécula, independente do meio solvente. A acdo de muitos firmacos,
horménios e proteinas de membrana é em grande parte dependente da conformagio
espacial que essas moléculas assumem no meio inomogéneo, formado pela membrana
¢ sua vizinhanga. No presente trabalho & apresentado um modelo para tratar a
descontinuidade dgua-membrana, em estudos de modelagem e dindmica molecular.
Esse modelo foi proposto em 1992, quando teve inicio o projeto Thor (Mundim et al.,
1992). Nio significando uma sigla, Thor é o nome de um programa computacional
piloto para modelagem e dindmica molecular. As Justificativas desse projeto baseiam-
se na necessidade do desenvolvimento de um programa aberto e flexivel, para atender
a comunidade académica. Seu caréter interdisciplinar possibilita a participacfio nele de
pesquisadores de diversas 4reas, colaborando tanto no seu desenvolvimento como na

sua adaptagdo a sistemas especificos.

O tratamento atomo a atomo do sistema formado por peptideos e a interface
membrana-dgua ¢ ainda limitado pelos recursos computacionais disponiveis, os quais
permitem apenas a simulagio dos movimentos em um conjunto de alguns milhares de
atomos por poucos nanosegundos. A alternativa proposta no presente trabalho foi a
simulagio dos dois solventes por um continuo eletrostético e a interface entre eles por
uma superficie de descontinuidade dielétrica. Assim, no programa, somente os atomos
dos peptideos sio simulados de forma explicita e sua interagio com a interface

membrana-4gua é considerada utilizando o “método das imagens eletrostaticas™.

Neste trabalho ¢ exposto, no primeiro capitulo, o Campo de For¢a molecular
utilizado no programa. E discutido cada termo da fung?o energia potencial enfatizado-
se o termo coulombiano, o qual ¢ modificado no segundo capitulo para a simulagio da
interface dgua-membrana. No terceiro capitulo ¢ apresentado o algoritmo steepest-
descent, o qual ¢ utilizado no programa para a minimizag@o de energia. O algoritmo
leapfrog utilizado na Dindmica Molecular & exposto no quarto capitulo. Nos capitulos
seguintes sdo apresentados exemplos de aplicagdo sobre alguns sistemas. Inicialmente

¢ feito um estudo sobre o triptofano, onde avalia-se o modelo para as interagSes
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atébmicas utilizado no Campo de Forga. Em seguida o modelo para a interface 4gua-
membrana ¢ aplicado no estudo de peptideos, avaliando-se as variagbes na energia
interna das moléculas e suas trajetdrias, relacionando-as com as conformagdes e
distribuigdes de cargas. Um estudo mais detalhado ¢ feito para dois casos de peptideos
com agdo bioldgica em membrana, um para a sequéncia sinal do receptor-A da E.Coli
€ outro para 0 o.-MSH (horménio estimulador de melanécitos). Com este tltimo foi
introduzida uma segunda interface para simular a membrana biolégica com uma
espessura finita. As conclusdes sfo apresentadas no tiltimo capitulo, onde destacam-se
a importancia das interagbes eletrostaticas na migragio molecular em relacdio a

interface 4gua-membrana e seu papel na hidrofobicidade.

A preparagio dos arquivos de entrada para o programa Thor, com as
coordenadas atémicas e a colegéio de parimetros, ¢ descrita na segiio de metodologia
em cada capitulo, onde também sio expostos alguns detalhes do funcionamento do
programa. Nos Apéndices A, B e C s#o apresentados exemplos de arquivos de entrada
para o programa. O Thor aceita qualquer conjunto de pardmetros compativel com sua
fungdo energia potencial. Os parametros aqui utilizados séio os do Campo de Forca

GROMOS (Groningen Molecular Simulation) que ¢ livre para o uso académico.



1 O Campo de Forca

Um sistema molecular seria descrito mais exatamente pela resolugio quanto-
mecanica do problema para cada geometria. Porém, o elevado mimero de 4tomos de
um sistema bioldgico e as atuais limitagSes computacionais requerem a sua
representacdo fisica através de uma relativamente simples fungfo potencial, ou campo
de forga. Genericamente atribui-se a denominagdo de Campo de Forga a descrigdo de
um sistema de muitas particulas pela sobreposi¢io de termos simples, que descrevem
a interagdo entre duas, trés ou quatro particulas. Para o tratamento de centenas ou
milhares de 4tomos como proteinas e 4cidos nucleicos sdo introduzidas fungdes
potenciais empiricas, calibradas por informagdes experimentais e céalculos quénticos
sobre pequenas moléculas. Freqiientemente se refere ao conjunto desses pardmetros de
ajuste, juntamente com as respectivas fungdes, como “campo de forca molecular”

(Brooks I1I et al., 1988; van Gunsteren & Berendsen, 1990).

Na simulagdo da dinamica molecular, as forcas que atuam sobre cada dtomo
sdo obtidas calculando-se a primeira derivada do potencial em relagfio s posi¢des
desses dtomos. A partir dessas forcas resolve-se as equagdes do movimento para
descrever como as posigSes atdmicas variam com o tempo. A cada passo da dinimica
as forcas sfo entdo reavaliadas. Esse processo iterativo sobre um elevado niimero de
atomos impde que a fungdio para a energia potencial seja baseada em um
compromisso entre acuracia e simplicidade. Ela deve ser complexa o suficiente para
uma analise acurada e realistica da estrutura e da dinimica do sistema e, a0 mesmo
tempo, simples o suficiente para que os célculos sejam efetuados com rapidez e baixo
custo computacional, possibilitando que a evolugiio temporal do sistema seja longa o

bastante para uma significativa amostragem do espaco de configuragdes.

Diversas fungdes potenciais tém sido propostas (Brooks et al., 1983; Weiner et al.,
1984 e 1986; van Gunsteren & Berendsen, 1987; Clark et al. 1989). Como fatores comuns entre
elas aparecem termos harménicos para descrever ligagSes covalentes entre pares de
atomos e angulos entre ligagdes quimicas vizinhas, um termo torcional para descrever
rotagdes em torno de ligagdes e termos para descrever interagdes entre 4tomos nio
ligados, que levam em conta a nfio interpenetragdo atdmica, a dispersao, atragdes e

repulsdes eletrostaticas.



1.1 Potenciais harménicos

A temperatura ambiente, os comprimentos das ligagdes quimicas oscilam
proximos ao seu valor de equilibrio, obedecendo a uma fungao potencial aproximada a

de Hooke para um sistema de massas unidas por molas, na forma:
V= %K, (b-bp)* [1.1]

em que K, € a constante de Hooke associada 3 ligagio quimica especifica, b é o
comprimento da ligagdo em um instante qualquer (Figura-1.1) e b, o parametro que

define o comprimento de equilibrio da ligagdo.

As vibragbes caracteristicas das moléculas sio determinadas pelas massas
atdmicas e pela natureza das ligages quimicas. Um sistema molecular obedece a
mecanica quéntica, de maneira que somente certos valores sio permitidos para a
energia de vibragdo. As energias desses estados vibracionais permitidos podem ser
obtidas substituindo-se o potencial da Eq.-1.1 na equagiio de Schrédinger, que para

uma molécula diatémica tem a soluggo:
Eip = (n+ 02n(WK)'"? n=0,1,2, ..

na qual » € o nimero inteiro que define a energia do estado vibracional permitido, h é
a constante de Planck, p = m;m,/(m;+m,) é a massa reduzida da molécula e K, é o
mesmo da Equagéo-1.1. Em um estudo por espectroscopia de infravermelho admite-se
que a absor¢do de radiagdio pela molécula pode fazer com que a mesma passe do
estado vibracional de # = 0 para o estado vibracional de 7 = 1. Comparando a energia
(E = hv) do féton absorvido com a diferenga em energia (AE) entre esses estados
vibracionais, pode se estimar um valor para a constante K. Dessa forma, valores para
K}, podem ser obtidos a partir do calculo dos modos normais, comparados a espectros
vibracionais para a respectiva ligagdo quimica em pequenas moléculas, e inseridos em
campos de forgas para o tratamento clssico de macromoléculas (Barrow, 1976; Nilsson &

Karplus, 1986).

Estudos por cristalografia de raios-X sobre peptideos simples atribuem ao
comprimento médio b, da ligagio peptidica C-N um valor de 1,33 A, enquanto que
para a ligagio N-C, 1,46 A (Figura-1.1). Desde que o comprimento médio para a
dupla-ligagdo C=N em compostos modelo situa-se em torno de 1,27 A, pode-se
atribuir a ligagao peptidica um carater de dupla-ligago parcial. Tal comportamento se

deve a deslocalizagio da dupla-ligagiio da carbonila vizinha de maneira que o orbital



molecular-n se estenda sobre todos os trés atomos O-C-N. Resultados de raios-X
mostram ainda que os seis Atomos CoCONHC, sdo coplanares, o que ¢ uma
conseqiiéncia do carater de dupla-ligagio para a ligagdo peptidica (Pethig, 1979).

Da mesma forma que para as ligagdes quimicas, as oscilagdes dos angulos

entre as mesmas também podem ser descritas por um potencial harménico:
Vo=1%Ko0-0)° [1.2]

onde © ¢ o angulo entre duas ligagdes quimicas consecutivas (Figura-1.1) e K4 é a
constante de Hooke para a restitui¢fio ao angulo de equilibrio 0, entre as duas ligagdes
quimicas. O valor de 0, dependera de fatores como hibridagfio dos orbitais atémicos e

simetria da regiio a que pertence na molécula.

Em alguns campos de forca um terceiro potencial harménico ¢ definido para
manter a estrutura tridimensional em um conjunto de quatro atomos, descrevendo
ainda oscilagdes da mesma. Nesse potencial (Figura-1.2), um 4tomo central (atomo 1)

¢ ligado a trés outros atomos (4tomos J» k e 1), na forma:

Ve=1%Ke(E- &)  [1.3]

onde & € o angulo entre o plano formado pelos atomos i_j_k e o plano formado pelos
atomos j_k 1 (Figura-1.2) e K¢ € a constante de Hooke para a restitui¢do ao angulo de
equilibrio &, entre esses dois planos. Este termo potencial € usado em campos de forca
onde os atomos de hidrogénio ligados a atomos de carbono, tomos de hidrogénio no
polares como serd explicado posteriormente, ndo sfo representados explicitamente.
Tomando por exemplo como plano i _j_k o formado pelos 4tomos Co N_C (como
atomos i, j e k respectivamente) e como plano j_k 1o formado pelos 4tomos N_C Gy
(sendo Cy 0 4tomo 1) na Figura-1.2, o angulo &, entre esses dois planos sera 35.264°.
Dessa forma ¢ mantida a estrutura tetraédrica média do carbono-o ¢, analogamente, a
de todos os outros semelhantes da molécula. (Brooks et al, 1983; van Gunsteren &

Berendsen, 1987).

Um fato importante para o estudo de proteinas ¢ que mantendo-se a seqiiéneia
Co N_C_Cy como 4tomos i j k 1 respectivamente, na definicio dos dois planos
acima, garante-se que a cadeia lateral (que € um residuo aminoécido; Figuras 1.1 e
1.4) fique na posigdo levégira do carbono-o.. Para tratar polipeptideos com cadeias

laterais na posicdio destrégira é necessario inverter 0s atomos centrais na seqiiéneia de



cadeia
lateral

cadeia
lateral

_terminal-C

Figura-1.1 Esqueleto peptidico; b é o comprimento das ligagdes quimicas; 9 é o
angulo entre duas ligagdes consecutivas e @ € o angulo torcional para ligagbes
com liberdade de rotag&o (Na nomenclatura bioquimica os angulos torcionais para
as ligagdes do esqueleto peptidico N-C,, C,-C e C-N s&o denominados ¢, v e @

respectivamente).

Figura-1.2 Estrutura tetraédrica do carbono-c.
£ € o0 angulo entre os planos i j k e N,



maneira que i_j k_I sejam CoC_N_C; respectivamente. Isto fara com que Cg troque
de posi¢do com H (Figura-1.2). O potencial na Equagéio-1.3, que ¢ denominado pelas
suas caracteristicas Potencial Diedral Impréprio, é ainda aplicado para reforgar a
coplanaridade dos atomos CoCONHC,; do esqueleto peptidico (Figura-1.1), situagio
em que &, ¢ igual a zero. Uma outra aplicacdo para esse potencial harménico é na
manutengdo de determinadas conformagdes para quatro dtomos ligados em seqiiéncia,

por exemplo em anéis aromaticos, onde se deseja manter a estrutura planar.

1.2 Potencial torcional

A rotagdo em torno de ligagdes quimicas é considerada na maioria dos campos
de for¢a com a introdugio de um termo torcional, ao qual se refere como Potencial
Diedral Préprio. Ele descreve a simetria rotacional pelas barreiras e minimos de
energia para a torgéo de cada ligagdo quimica com liberdade de rotagdo. Normalmente

toma-se o termo mais baixo de uma expansio cosseno na forma (Brooks III et al., 1988):

Vo =K, [1+cos(np -8)] [1.4]

na qual K, € a constante que define a altura da barreira de rotagdo, N ¢ o numero de
minimos para a tor¢io de uma ligagio quimica especifica, ¢ ¢ o angulo diedral paraa
ligagdo central em uma seqiiéncia de quatro atomos e 8 ¢ a defasagem no &ngulo
diedral que pode colocar na posigio ¢ igual a zero um ponto de maximo ou de
minimo. Por exemplo, novamente a ligagdo peptidica na Figura-1.1, para a qual se
aplica a Equagio-1.4 sobre o diedro Cy-C-N-C,» com os parametros K = 80
Kcal/mol.radiano®, n = 2 minimos e § = 180°. Para ¢ igual a zero ou 180 graus o
potencial V,, sera igual a zero, concordando com a coplanaridade do diedro discutida

anteriormente (van Gunsteren & Berendsen, 1987).

Em proteinas, o valor do angulo torcional para o diedro C,-C-N-C, (Figura-
1.1) aparece quase sempre em torno do minimo em zero graus (conformag#o trans) o
que proporciona maior flexibilidade & cadeia. Além disso, a barreira para rotagio da
ligagio C-N segundo os parmetros acima é de 16 Kcal/mol, sendo praticamente
intransponivel a temperaturas ordinarias. As mudangas conformacionais sofridas pelo
esqueleto peptidico séo principalmente devido as rotagoes em torno das ligagdes N-C,,
¢ Cy-C, cujas barreiras rotacionais sio acessiveis temperatura ambiente. Os valores

de todos os angulos diedrais C-N-C,-C e N-C,-C-N (angulos ¢ e y na literatura



bioquimica) de uma proteina definem sua estrutura secundéria. Uma conformagéo
biologicamente relevante de uma proteina geralmente & composta por diversos

fragmentos em estrutura secundaria periddica, como hélices-a, e folhas-p (Figura-1.3).

De maneira aniloga a obtengéio de K, e b, para o potencial harménico da
Equag#o-1.1, as constantes e posi¢des de equilibrio nas Equagdes 1.2, 1.3 e 1.4 sio
obtidas por calculos quénticos sobre pequenas moléculas, aliados a informagdes
estruturais obtidas experimentalmente e i “intuicdio quimica”. Pardmetros obtidos
somente a partir de célculos ab-initio geralmente ndo resultam em campos de forga
satisfatorios, sendo necessério o emprego de dados de estrutura cristalina, de
propriedades de liquidos, de espectroscopias de raios-X, infravermelho, ressonincia
magnética nuclear (NMR), etc (Brooks III et al., 1988; van Gunsteren & Berendsen, 1990). Os
valores dos parimetros nos potenciais harménicos ¢ torcional estdio relacionados s
particularidades de cada ligagéio quimica e sua vizinhanga, tornando-se assim fatores
limitantes na universalizacsio de um campo de for¢a. Para moléculas onde elétrons-t
estdo presentes, por exemplo, o comprimento das ligagSes, as alturas das barreiras
torcionais e as posi¢des dos minimos de energia dependerfio de como esses elétrons se
deslocalizam pela molécula. Dessa forma, uma ligago entre um mesmo tipo de par de
atomos pode ter diferentes valores para Ky, by, K, ¢ 8 em diferentes moléculas. Em
uma recente revisio da literatura, Halgren (1995), discute os avangos na metodologia

de parametrizagdo de campos de forca e novas fungdes potenciais para biomoléculas.

1.3 Interacdo de van der Waals

As interagdes entre atomos nio ligados quimicamente podem ser tratadas por
potenciais efetivos, compostos por termos de curto ¢ longo alcance que incluem a
repulsdo e atragdo de van der Waals ¢ o termo eletrostatico de Coulomb. Quando n3o
ha reagdes quimicas, duas moléculas separadas interagem entre si obedecendo a
potenciais desse tipo. Em uma molécula individual, com excecfio dos primeiros e
segundos vizinhos quimicamente ligados, cujas interagdes sdo tratadas pelos
potenciais harmdnicos ja descritos, a interagdo de cada 4tomo com os outros atomos
da molécula é também descrita por termos de van der Waals e Coulomb. As
conformagdes das macromoléculas no meio bioldgico sdo definidas em grande parte
por interagdes intramoleculares entre 4tomos ndo diretamente ligados e por intera¢des

intermoleculares com o solvente obedecendo a esses potenciais.



O termo repulsivo de van der Waals surge com a corre¢do na equagiio de
estado dos gases ideais (PV = nRT) para considerar o volume excluido no estudo dos
gases reais. Microscopicamente, ele ¢ atribuido 2 combinagfio da repulsio
interatémica com o principio de exclusio de Paulj. Este termo ¢ de curtissimo alcance,
de maneira que a energia potencial aumenta rapidamente com a aproximag#o entre os
nicleos atdmicos devido a niio interpenetragfio dos 4tomos nio ligados quimicamente
¢ ao fato do difimetro atdmico ser finito e quase invariavel. O curto alcance da
repulsdo de van der Waals é tal que sua representacdo pelo modelo de esferas rigidas,
por Ramachandran (1963), teve sucesso na predi¢io das estruturas secundarias

permitidas para proteinas.

z

A tendéncia de todos os gases se condensarem a baixas temperaturas é
atribuida a forgas atrativas que superam a energia cinética das moléculas nessas
temperaturas. O termo atrativo de van der Waals Surge com a corregdo na pressio, no
tratamento dos gases reais, para incluir os efeitos dessas forcas atrativas.
Microscopicamente, ele é atribuido a pequenas flutuagdes na distribuigio de cargas de
um atomo na presenga de outro atomo, as quais fazem surgir uma interagfio atrativa
dipolo-dipolo. Esta interag3o, ou dispersio de London, varia com o inverso da sexta
poténcia da distdncia de separagio entre os niicleos atdmicos, sendo relativamente de
curto alcance. Este termo atrativo é associado ao repulsivo, descrito anteriormente,
para compor o potencial de Lennard-Jones (ou de van der Waals) no qual a repulsio
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interatémica varia com o inverso da décima segunda poténcia da distAncia “r que

separa os nucleos:
Vi=4e[(e/)"? - (6/1)°] [1.5]

em que € ¢ a profundidade do pogo entre a barreira atrativa e a repulsiva e ¢ é o
didmetro de Lennard-Jones. Ambos sio parametros ajustados experimentalmente e
por calculos tedricos. O pogo negativo entre os dois termos potenciais é o responséavel
pela coesdo nas fases condensadas e é também importante na estabilizagiio

conformacional de macromoléculas (Allen & Tildesley, 1987; Brooks III et al., 1988).

1.4 Interagdo eletrostitica

Quando uma ligagdo quimica é formada entre dois atomos diferentes os
elétrons que a constituem poderdo se deslocalizar preferencialmente sobre um dos

atomos devido as diferentes eletronegatividades. Como conseqiiéncia a maioria das



ligages covalentes sio pequenos dipolos elétricos, cuja magnitude dependerd da
diferenga em eletronegatividade dos atomos que as compdem. Por exemplo, os 4tomos

mais abundantes em biomoléculas:
H<C<N<O

cstdo em ordem crescente de eletronegatividade. A disposi¢do desses atomos no
esqueleto peptidico (Figuras 1.1 e 1.4), contribui para uma distribuigdo de cargas
parciais bastante significativa para a estabilizagdo das estruturas secundarias nas
proteinas. Isto se d devido & formagio de pontes de hidrogénio (C=0...H-N) entre
varias partes do esqueleto peptidico na auséncia de agua (Figura-1.3). Nas superficies
expostas ao solvente aquoso, as pontes de hidrogénio podem formar-se com a propria
agua. Uma outra fonte para o campo eletrostatico molecular vem dos grupos
ionizaveis, os quais podem contribuir com cargas formais que aparecem também

distribuidas por varios 4tomos vizinhos.

Um método bastante usado para a determinagdo de cargas atdmicas parciais é
o calculo ab-initio da densidade de cargas no estado eletrdnico fundamental, a partir
do qual as cargas atdmicas obtidas com a analise populacional de Muliken ou Léwdin
sdo refinadas com dados experimentais (Brooks III et al., 1988). Sharp (1994) discute
alguns métodos para a determinagfio de cargas atébmicas em macromoléculas
considerando efeitos causados pelo solvente, pela polarizabilidade atémica e pelas
contribui¢des nio-polares. Em campos de forga moleculares, as cargas parciais sio
colocadas no ponto central dos atomos, os quais sdo dimensionados no termo de van
der Waals. Para ilustrar esse modelo atdbmico, na Figura-1.4 é apresentado um
peptideo onde as cargas parciais foram obtidas por um célculo ab-initio e aparecem

centradas em esferas de van der Waals.

A deslocalizagiio eletrénica nas ligagdes C-H ¢é estimada em 0,05 elétron

(Pething, 1979), chegando a 0,10 elétron para calculos no vacuo (Figura-1.4), fazendo
com que esse grupo ndo estabelega pontes de hidrogénio. Como conseqiiéncia, em
alguns campos de forga esses atomos sio representados agrupados, na aproximagio de
“atomo-unido”, somando-se suas massas e ajustando-se o termo de van der Waals.
Séo introduzidos assim os pseudoatomos CH, CH, e CH; com carga residual zero e
massas atdmicas 13, 14 e 15 respectivamente. Os 4tomos de hidrogénio representados
de forma explicita sio somente os polares, aqueles ligados a nitrogénio ou oxigeénio.

Esta aproximacio é valida quando ndo se pretende uma analise refinada ou
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Figura-1.3 Estruturas secunddrias da proteina
‘insect defensin”: folhas-f antiparalelas (acima);
hélice-a (abaixo); pontes de hidrogénio (bastdes).
(coordenadas extraidas do arquivo ftica do
“protein data bank”).

Figura-1.4  Cargas  atémicas parciais
centradas em esferas de van der Waals.
(cargas parciais de Lowdin obtidas com a
base N31-6G** usando o programa GAMESS;
Schimidt et al.. 1993).



quantitativa das estruturas moleculares ¢ apresenta a vantagem da redugdio do nimero

de atomos do sistema para préximo da metade.
A energia potencial eletrostatica é dada pela lei de Coulomb:
Veo. = qq/4neer  [1.6]

onde g; € g; sdo as cargas residuais sobre os atomos i e J» separados pela distancia r. g
¢ a permissividade do espaco livre e & é a constante dielétrica que corrige gy para
considerar a polarizabilidade do meio. O campo elétrico devido a uma carga ¢ &
reduzido de um fator 1/¢ devido a polarizagdo dos 4tomos do meio, a qual gera um

campo que se opde ao da carga g (Reitz et al., 1982; Jackson, 1983).

A interagio eletrostatica varia com o inverso da distancia de separag@do entre os
atomos, sendo portanto de longo alcance. Num ambiente biolégico os grupos
carregados e polares nas macromoléculas, a agua e os ions fazem com que o numero
de efeitos eletrostaticos seja grande. A importancia da energia eletrostatica para os
sistemas biolégicos vem do fato de ela ser o resultado da soma de um elevado ntimero
de interagGes fracas e de longo alcance, ao passo que a contribui¢do devido aos outros
potenciais resulta da soma de um pequeno niimero de interagdes fortes e de curto
alcance. Logo, uma simulagio ideal de um sistema bioldgico consideraria
explicitamente todos os atomos do sistema, suas polarizabilidades e seu
comportamento dinamico, levando em conta todas as interagdes de curto e longo
alcance. Nesse caso poderia ser descartado o uso de uma constante dielétrica. Na
pratica porém surgem diversos problemas como o da interagdo entre muitos corpos,
que dificultaria, por exemplo, o tratamento da polarizagio atdmica. Os efeitos de
superficie devido as fronteiras do sistema, a inexisténcia de um raio de corte efetivo
para o ftruncamento do longo alcance da interagio coulombiana e o custo
computacional, que cresce com o quadrado do nimero de atomos, sfo outros
problemas. Esses fatores tornam plausivel o uso do conceito macroscopico de uma
constante dielétrica, podendo as moléculas do solvente serem simuladas
implicitamente, como um meio eletrostatico continuo, ajustando-se o valor de ¢

(Rogers, 1989; Gilson, 1995).

A polarizagdio atdmico-molecular tem origem no deslocamento eletrénico em
atomos ou ligagdes quimicas e na orientagio de pequenas moléculas polares, ou
grupos polares, como resposta a um campo elétrico externo. Para a molécula de 4gua o

momento de dipolo resultante muda de 1,85 D (Debye) para 2,50 D, quando ela passa
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da fase gasosa para a liquida como conseqii€ncia da polarizacio média entre as
moléculas de dgua no estado liquido (van Belle, 1992; Halgren, 1995). Quando sujeita a
um campo elétrico externo a constante dielétrica da agua passa de 4,5 para 80, devido
principalmente a sua polarizabilidade orientacional (Pething, 1979). Por outro lado, a
constante dielétrica em solventes apolares é de somente 1,5 ou 2 como conseqiiéncia
da polarizagdo eletronica de suas moléculas constituintes em um campo externo, ndo
havendo contribuigio orientacional devido a auséncia de momento de dipolo

resultante nessas moléculas (Gilson, 1995).

A crescente disponibilidade e capacidade computacional tem levado ao
desenvolvimento de métodos para a simulagdo explicita do solvente aquoso em
sistemas biolégicos. Os efeitos de superficie sio evitados com o estabelecimento de
condi¢des periddicas de contorno e a introdugdo de ruidos na dinimica, como
conseqiiéneia do truncamento da interagio eletrostatica, ¢ reduzida por fungdes que
suavizam o truncamento quando a distincia entre as cargas se aproxima do raio de
corte (Allen, 1987; van Gunsteren & Berendsen 1990; van Gunsteren et al., 1994). Diversos
modelos para a molécula de dgua tém sido propostos levando-se em conta a sua
polarizabilidade eletronica, a0 mesmo tempo em que se trabalha no desenvolvimento
de maneiras praticas de incorporar a polarizabilidade, tanto do solvente como do
soluto, diretamente em funcdes de energia potencial (van Belle, 1992; Brooks III, 1995;
Halgren, 1995). A implantagio no programa Thor de condigdes periddicas de contorno e
a de um raio de corte para as interagdes de longo alcance, para a simulagio explicita
do solvente, esta sendo efetuada por M. Cassiano (tese de doutorado em andamento no

Instituto de Fisica da Universidade de Sdo Paulo).

O método do continuo, que é o uso de uma constante dielétrica para considerar
a polarizabilidade do sistema e representar o solvente de forma implicita, tem sido
também refinado. O interior hidrofébico das proteinas soltiveis em agua tem constante
dielétrica bastante inferior & do meio aquoso externo, o que levou ao modelo da
cavidade num meio dielétrico para descreve-las. Neste modelo as cargas atomicas de
uma proteina sdo consideradas explicitamente e imersas no interior de uma cavidade
de forma arbitraria, que representa o meio de baixa polarizabilidade, com constante
dielétrica inferior a 5. O solvente e suas cargas sdo representados como um continuo

eletrostatico, com constante dielétrica 80, no exterior da cavidade (Rogers, 1989).

A alta constante dielétrica do meio externo modifica a interagdo entre as cargas

em uma proteina como um resultado do campo de reagdo devido ao solvente polar.
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Quando ions estdo presentes na solugdo uma blindagem adicional ocorre devido a uma
densidade de cargas no meio solvente, como resultado de uma distribui¢io de
Boltzmann de ions. Este sistema pode ser representado pela cavidade num meio
dielétrico, simulando-se os 4tomos da proteina explicitamente em seu interior. Os
potenciais eletrostaticos sfo entdio descritos no meio interior pela equagdo de Poisson
¢ no meio exterior pela equagio de Poisson-Boltzmann, acopladas pelas condigdes de
contorno apropriadas (Juffer et al., 1991; Sharp, 1994; Gilson, 1995). Quando a cavidade que
circunda a proteina é esférica, o campo de reagdo devido as cargas no interior da
cavidade pode ser aproximado pelo campo que ¢ gerado por cargas imagens (Friedman,
1975; Rogers, 1989; van Gunsteren & Berendsen, 1990). O “método das cargas-imagens”, ou
das “imagens eletrostaticas”, ¢ aplicado no presente trabalho na descri¢dio da interface
entre o solvente aquoso e o meio hidrofébico do interior das membranas bioldgicas e é

apresentado posteriormente.

1.5 Funcio energia potencial total

Apbs a descrigdo de cada termo em separado, é possivel agora a construgfio da
fungio energia potencial total que é empregada no cédigo computacional Thor. A
fungéio energia potencial de um sistema molecular constituido de N, atomos com

vetores posi¢do r; (i =/, 2, ..., N,)) pode assumir a forma:

No NO
VAr) =V ryg) = 3 %Ko, -be)’ + Y %Koy (0 -0,,) +
n=1 n=1

NE , Ne
i Z % K-én(én - aﬂn) + Z K(Pn[l + Cos(nn(Pn - 611)] o1
n=1

n=1

+ % [Cualiid/y ™ - Cej)/ey’ + qua/meger]  [1.7)
i<j
na qual os trés primeiros termos a direita da igualdade correspondem aos potenciais
harménicos descritos nas Equagdes 1.1,1.2 e 1.3 somados sobre as N, ligacdes
quimicas, os Ny Angulos entre pares de ligagdes consecutivas e os N; angulos diedrais
impréprios respectivamente. O quarto termo a direita da igualdade corresponde ao
potencial torcional descrito na Equagfio-1.4 somado sobre os N, angulos diedrais
proprios. O termo seguinte corresponde aos potenciais de van der Waals e Coulomb

descritos nas Equagdes 1.5 e 1.6 somados sobre todos os pares de 4tomos i e j
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excluindo-se os primeiros e segundos vizinhos quimicamente ligados, cujas interagdes
sdo descritas pelos termos harménicos. Os pardmetros € e ¢ do potencial de van der
Waals (Eq.-1.5) sdo substituidos pelas constantes Ci2(i) e C(i,j), as quais tratam os
grupos de atomos CH, CH, e CH, na aproximag@o de “4tomo-unido” (van Gunsteren &

Berendsen, 1987).

Algumas fungdes potenciais incluem outros termos para descrever, por
exemplo, especificamente as pontes de hidrogénio ou para acoplar oscilagdes entre
angulos e comprimentos de ligacdo com o objetivo de se obter uma melhor
concordincia com espectros vibracionais (Brooks III et al., 1988; van Gunsteren & Berendsen,
1990). A escolha do campo de for¢a depende, em grande parte, do sistema a ser
estudado e das propriedades do mesmo que serio investigadas. Embora uma descricéo
refinada das vibragSes atémicas seja relevante, as conformagdes das macromoléculas
dependem mais das tor¢des, das repulsbes e atragdes de van der Waals e das
interagdes eletrostaticas. Além disso, mesmo em sistemas onde & usada a aproximagio
de “4tomo-unido”, com a representagdo explicita somente dos 4tomos de hidrogénio
polares e suas cargas pontuais, o termo coulombiano descreve satisfatoriamente as
pontes de hidrogénio. A forma da fungio potencial na Equag@o-1.7 foi escolhida para
0 programa Thor devido & sua popularidade, por ela se adequar aos objetivos do
programa e ainda satisfazer o compromisso entre simplicidade e acuracia (Brooks et al.,

1983; van Gunsteren & Berendsen, 1987; Brooks III et al., 1988).

Parametros para proteinas e dcidos nucleicos, para a fung@o potencial da Eq.-
1.7, podem ser encontrados na literatura (Brooks, et al., 1983; Weiner et al., 1984 ¢ 1986;
Nilsson & Karplus, 1986; Clark et al. 1989). No presente trabalho & usada a fung¢do potencial
da BEquagZo-1.7 com os pardmetros K, by, Ko, 0o, K¢, &, Ke» N, 8, as constantes C,
(1j) e Cq(i,j), bem como as cargas atdmicas parciais, usados no campo de forga
GROMOS (van Gunsteren & Berendsen, 1987). Tais pardmetros s3o préprios para
proteinas, 4cidos nucleicos e agtcares, podendo ser adaptados para moléculas

arbitrarias.
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2 Método das Imagens Eletrostaticas

O “método das imagens eletrostaticas” é aplicado em problemas envolvendo
cargas na presenga de superficies de meios condutores ou dielétricos. Basicamente ele
consiste em substituir o problema real composto pelas cargas e superficies, por um
problema mais simples composto pelas cargas e suas imagens projetadas no interior
do meio em questdo. O campo elétrico, devido a densidade de cargas induzida na
superficie de um meio condutor, ou devido a polarizagdo da superficie de um meio
dielétrico, na presenga de uma carga g, ¢ aproximado ao produzido por uma carga
hipotética ¢’ situada simetricamente em relagdo a posi¢do onde estaria a superficie

(Reitz et al., 1982; Jackson, 1983).

No presente estudo, o solvente & tratado implicitamente como um meio
eletrosttico continuo, homogéneo e isotrépico, representado pela sua constante
dielétrica €. A superficie entre dois meios é tratada como uma descontinuidade em ¢.
A diferenga entre a polarizabilidade do meio aquoso (¢ = 80) ¢ a do meio
hidrocarbonado, apolar, do interior das biomembranas (¢ = 2) torna possivel a
abordagem da interface entre esses dois meios pelo “método das imagens
eletrostaticas”. Uma abordagem semelhante foi empregada por Jackson (1983), que
usou este método para tratar uma carga puntiforme imersa num meio dielétrico semi-
infinito €,, na presenga de uma superficie plana entre esse meio e um outro dielétrico
semi-infinito €,. Uma adaptagio desse sistema para o tratamento de peptideos,
contendo N cargas atémicas, na presenga da interface agua/membrana ¢ apresentada a

seguir.

2.1 Carga puntiforme em presenca de interface entre dielétricos

Conforme exposto na segéio 1.4, a polarizagdo é um efeito que tem origem no
deslocamento eletrénico em 4atomos ou ligagdes quimicas e na orientagio de
moléculas ou grupos polares em resposta a um campo elétrico externo. A polarizagio
de um meio dielétrico depende portanto das propriedades atémico-moleculares desse
meio e da intensidade do campo aplicado externamente. Admitindo-se que o meio seja

isotropico, que sua resposta seja linear com o campo aplicado e que este nfo tenha
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intensidade elevada, o vetor polarizagio P serd paralelo ao vetor campo elétrico

externo E, de forma que:
P=yE [2.1]

onde y, ¢ o coeficiente de proporcionalidade entre a polariza¢io e o campo elétrico
externo, independe da dire¢do destes e é denominado “susceptibilidade elétrica” do

meio.

O campo elétrico macroscépico ters contribui¢des de E e P e é representado

pelo vetor deslocamento elétrico D (Reitz et al., 1982), tal que:
D=gE+P [2.2]

Substituindo a Equagfio-2.1 na 2.2 obtem-se a equagdo:
D=gE+yE=(g+y)E=¢E [2.3]

na qual € ¢ a permissividade do material, a qual se relaciona com a constante

dielétrica por € = g/g, (Reitz et al., 1982).

Uma carga ¢ situada a distancia d de uma superficie entre dois meios, de
constantes dielétricas €, ¢ €, respectivamente, polariza esta superficie com uma
densidade de carga de polarizagio que pode ser representada por uma carga q’,

imagem de g, situada & mesma distancia d no outro lado da superficie.

€ | &

O potencial num ponto P, qualquer do meio de constante diclétrica €, O

mesmo meio onde se encontra a carga g, tem contribuigdo de ¢ € ¢ ¢ é dado por:

D, =

3 g +(g'n)]  [2.4]
TCE v

onde r=[(x-d)’+y*+2]"? ¢ P =[x +d>+y* + 22
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Como na realidade ndo ha cargas no meio de constante dielétrica ¢,, o
potencial nessa regido é somente devido a carga ¢, porém corrigida para considerar a
descontinuidade dielétrica na interface. Para levar em conta essa corregdo g é

substituida por ¢ de forma que o potencial em um ponto P, seja dado por:

1 1
©, = 2 [(¢"m)] [2.5]
TEWE:
T
€ & P2

»

q

Os potenciais @, e @, devem satisfazer a duas condigdes de contorno:
1*) continuidade do potencial eletrostatico na superficie entre os meios:
O,=d, emx=0

2°) continuidade da componente do deslocamento elétrico perpendicular a superficie:

€,[0®,/0x] = €,[0D,/0x] emx=0

Nesta tltima aplicou-se a dedugfio do vetor deslocamento da Equag@o-2.3 € a relagéio
E =-V® (Reitz et al, 1982; Jackson, 1983). Igualando-se as Equagdes 2.4 ¢ 2.5 para

satisfazer a primeira condigiio de contorno obtém-se:

q+tq =(&/e)g” [2.6]

Calculando-se as derivadas parciais de ®; e @, com relagfio a x, multiplicando-as
pelas constantes dielétricas g, e &, respectivamente e igualando-as para satisfazer a

segunda condigiio de contorno obtém-se:
q9-9'=q" [2.7]
A solug@o do sistema formado pelas Equagdes 2.6 € 2.7 conduz a:
7' =gl -e)e +e)] e q”=q[2e/(¢g +g,)]

que substituidas nas Equagdes. 2.4 ¢ 2.5 levam aos potenciais ®; e @, em fungdo de ¢,

nos pontos P, e P, respectivamente:
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D= g+ (- )/ + o] (28]
TEWE

D, =

2g/(g; +e)r [2.9]

4’R80

2.2 Molécula contendo N cargas em presenga de interface entre dielétricos

Devido a fatores como solubilidade e estabilidade, as proteinas soltiveis em
meio aquoso constituem-se, genericamente, em um “carogo” hidrofébico circundado
por uma regido hidrofilica. Os residuos aminoacidos apolares formam geralmente o
interior e os residuos polares ou carregados formam a superficie, em contato com o
solvente polar. A discrepancia entre as constantes dielétricas do interior dessas
proteinas com relagdo a do solvente aquoso, levou ao modelo da cavidade em um
meio dielétrico e ao “método das imagens eletrostéticas” para descrever o sistema,
conforme mencionado na se¢io 1.4. Uma limitagdo desse método, apontada por
Friedman (1975), Rogers (1989) e van Gunsteren & Berendsen (1990), consiste no fato
de que a aproximagio de uma carga 2 interface conduz igualmente 4 aproximacdo da
carga-imagem, levando a um polo no potencial na superficie. Para proteinas soltveis
em meio aquoso este problema & agravado pois as cargas formais nessas

macromoléculas sio encontradas geralmente na superficie.

No trabalho ora exposto n#o serfio consideradas interagdes diretas com o
solvente, de maneira que cada carga nio “perceberd” o campo de reagéio gerado pela
sua prépria imagem, evitando assim a divergéncia da energia potencial eletrostatica na
superficie entre os meios, no caso o meio aquoso ¢ o meio interior de uma
biomembrana. Sobre cada carga ¢; atuara o campo gerado por todas as outras cargas q;
da molécula e o campo de polarizagdo devido a todas as imagens q;’, excluindo-se os
primeiros e segundos vizinhos quimicamente ligados. Pretende-se com isto a
renormalizagdio das interacBes eletrostaticas intramoleculares, a qual serd empregada

em peptideos com agfo biolégica na membrana.

A energia potencial eletrostatica entre um par de cargas ¢; e g, apresentada na

Equagdo-1.6, est4 relacionada com o potencial eletrostéatico @ por:

V=4q,®; = ¢,
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Figura-2.1 Par de cargas q; e g, imersas em um meio
solvente de constante dielétrica &;, nas proximidades da

interface para outro meio de constante dielétrica & O

potencial devido & carga q; sobre a carga q; é alterado pela
carga-imagem q;".

€| &

Figura-2.2 Par de cargas q; e q; imersas em dois meios

solventes de constantes dielétricas &; e & respectivamente.
Néo hé corregbes no potencial devido a cargas-imagens.



onde @, (@) ¢ o potencial em i (j) devido a carga q; (¢;) (Reitz et al., 1982; Jackson, 1983).
Considerando um par de cargas ¢, e g; imersas num meio de constante dielétrica €, na
presenca de uma interface com um meio de constante dielétrica g, (Figura-2.1), a

energia potencial eletrostatica em i é dada por:

V,=

1 ql(g/m +(g;’)]  [2.10]
TEWEL

que, usando a Equagdo-2.8, torna-se:

1
Vi= ——— qg[(1n) + (g - e)/(e, +ex)r’]  [2.11]
47 0Es

Se o par de cargas estivesse imerso no meio de constante dielétrica €, a energia

eletrostatica em 7 seria:

V=
47e.g,

7l (Un) + (2 - e)/(e; +ex)r']  [2.12]

Para a situagdo em que as cargas do par acima se encontram em meios diferentes,
separadas pela interface (Figura-2.2), com o auxilio da Equagdo-2.9, a energia
potencial eletrostatica é dada por:

V;= ——1— 2qqu/( g ter [2.13]
4me,

Nesse caso V, independe do meio.

Para considerar o efeito de polarizagio da interface dgua-membrana, o termo
coulombiano na fungZo energia potencial total (Equagdo-1.7) é substituido por um dos
termos energia potencial das Equagdes 2.11, 2.12 ou 2.13, dependendo da posigio do
par de cargas g; e ¢; em relagdio & interface. Foram empregadas duas moléculas
ficticias para testar a teoria acima: uma contendo um par de cargas de mesmo sinal
(+0.25 e +0.25) e outra contendo um par de cargas de sinais opostos (+0.25 e -0.25).
Fazendo €, > ¢, (g, = 80 e &, = 2), calculou-se o potencial total para cada molécula,
usando a Equagdo-1.7 modificada pelas trés tltimas equagdes acima, em diversas
posi¢des do centro de massa com relagfio a interface. Para comparagdo foi empregada
a Bquagfio-1.7 sem modificagdes, sobre os dois meios dielétricos separadamente, para

as mesmas posi¢des (Figuras 2.3 e 2.4).

Uma primeira analise desse teste, apresentado nas Figuras. 2.3 ¢ 2.4, mostra

que o “metodo das imagens eletrostaticas”, empregado da maneira proposta neste
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trabalho, evita a descontinuidade no potencial suavizando o potencial-degrau na
superficie entre os dois meios. Como n3o ha interagdo das cargas com suas proprias
imagens n#o ha divergéncia na energia potencial eletrostatica quando uma carga esta
na superficie entre os dois meios. A auséncia da interagdo das cargas com suas
proprias imagens no afeta o resultado final, pois ao se afastar da interface o potencial
total tende ao obtido pela solugfio da Equacdo-1.7 sem as corre¢des propostas nas
Equagdes 2.11, 2.12 e 2.13.

Se g, > g,, 0 termo correspondente ao potencial gerado pela carga-imagem na
Equagéio-2.11 é positivo, o que se pode interpretar como o sinal da carga-imagem
sendo o mesmo da carga real. Por outro lado, na situagdio descrita pela Equagio-2.12,
se €, > &,, interpreta-se como o sinal da carga-imagem sendo oposto ao da carga real
(Figuras 2.5 e 2.6). Pela Eq.-2.13 nfo h4 participagdo de cargas-imagens na interagdo
entre duas cargas em lados opostos da interface e a energia potencial efetiva é obtida
pela média entre as constantes dielétricas. Nas condigdes acima, para ir do meio de g,
para o meio de €,, um par de cargas com o mesmo sinal sobe, enquanto um par com
sinais opostos desce uma barreira de potencial. No ambiente de menor constante
dielétrica a curva de potencial é mais acentuada devido 3 maior interagio eletrostatica
nesse meio. A distancia de 15 A, em torno de uma ordem de grandeza maior que o
comprimento de uma ligagéio quimica C-C, o efeito da polarizaggo da interface ainda é

significativo no meio de baixa constante dielétrica. (Figuras 2.3 e 2.4).

Um esquema das forgas eletrostaticas (f; = -V V)) atuando sobre cada carga
das moléculas-teste, em trés situacdes com relagdo & interface, é apresentado nas
Figuras 2.5 e 2.6. Em todas as situagdes as forgas resultantes sobre as moléculas sio
atribuidas as cargas-imagens, ou seja, as cargas de polarizagio da superficie entre os
meios. Um par de cargas de mesmo sinal inserido no meio de constante dielétrica alta
¢ repelido, enquanto que o mesmo par de cargas inserido no meio de constante
dielétrica baixa ¢ atraido pelas cargas de polarizagéo da superficie (Figura-2.5). Por
outro lado, um par de cargas de sinais opostos inserido no meio de constante dielétrica
alta ¢ atraido, enquanto que o mesmo par de cargas inserido no meio de constante
diclétrica baixa ¢ repelido pelas cargas de polarizagio (Figura-2.6).

A forga resultante sobre uma macromolécula na presenga da interface entre os
dois meios solventes, 0 meio aquoso e o hidrocarbonado, ¢ uma somatéria das

contribui¢des sobre pares de cargas atdmicas na macroestrutura, A dire¢do da forca
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Figura-2.5 Forgas eletrostéticas sobre um par de cargas de mesmo
sinal na presenga de uma interface de descontinuidade dielétrica.

(+)

Figura-2.6 Forgas eletrostéticas sobre um par de cargas de sinais
opostos na presenga de uma interface de descontinuidade dielétrica.



resultante serd perpendicular a interface e o sentido dependera da distribuicio das

cargas parciais e formais na macromolécula.
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3 Otimizacdo da Geometria Molecular

Calculando-se com a Equagio-1.7 a energia para diversos valores de
coordenadas de um sistema molecular, pode-se explorar a hipersuperficie de energia
potencial para o mesmo. Dependendo das dimensdes e caracteristicas do sistema, a
hipersuperficie apresentard um grande ntimero de minimos locais de energia, que
correspondem a pontos no espago de configuracdes onde todas as forgas sobre os
atomos do sistema sfo balanceadas. Devido ao elevado nimero de graus de liberdade
das macromoléculas bioldgicas, uma exploragio completa da superficie
multidimensional de energia ¢ praticamente impossivel. Uma maneira de explorar tal
superficie se da pela minimizagdio da energia potencial molecular. A Otimizagdo da
Geometria é uma técnica que visa encontrar um conjunto de coordenadas que
minimizam a energia potencial do sistema de interesse. O procedimento bdsico
consiste em caminhar sobre a superficie de potencial na diregdo em que a energia
decresce de maneira que o sistema ¢ levado a um minimo de energia local préximo.
Geralmente a configuragio final, apés este processo, ndo difere em muito da inicial. A
minimizagdo da energia cobre, portanto, somente uma pequena parte do espago de
configuragdes. Porém, pelos ajustes nas posi¢Ses atoémicas, ela relaxa as distorgdes

nas ligagdes quimicas, nos angulos entre ligagdes e nos contatos de van der Waals.

A minimizagdo da energia, ou otimiza¢io da geometria, ¢ um processo

iterativo que, em coordenadas cartesianas, pode ser representado por:
Fin+e1 = IptAr, (@=12,..,N,) [3.1]

na qual n ¢ o niimero de iteragdes ¢ Ar;, € o enésimo incremento nas coordenadas do
atomo i. Existem diferentes maneiras de determinar o médulo ¢ a diregdo do passo
Ar;,, os métodos mais comuns empregam a primeira derivada da fungfo energia
potencial, métodos divergentes, enquanto métodos mais sofisticados usam também a
segunda derivada para melhorar a taxa de convergéncia. Uma descrigiio dos métodos
classicos de minimizag#o pode ser encontrada em Brooks I1I et al. (1988) e Mackay et
al. (1989), testes comparativos entre eles em Brooks et al. (1983) e estratégias de

modelagem molecular usando minimizag3o de energia em Mackay et al. (1989).

3.1 O algoritmo “steepest-descent” para minimizacdo de energia
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Para os propdsitos do presente trabalho sera empregado o método steepest-
descent (Wiberg, 1965), que é um método de primeira derivada e converge
vagarosamente nas proximidades do minimo mas ¢ poderoso para configuragdes
distantes de um minimo em energia. O algoritmo steepest-descent foi implantado na
versdo inicial do programa Thor devido & sua robustez e facilidade de implantag3o.
Com este algoritmo é possivel construir pequenas moléculas, como aminoécidos, a
partir de coordenadas atémicas aleatérias com relativamente poucos passos de
otimizagdo e posteriormente conecta-los para formar cadeias peptidicas. A
manipulagio das coordenadas internas dessas cadeias (Apéndice-A) possibilita ainda
escolher uma conformagdo, a qual pode ser reotimizada. De um modo geral, com o
algoritmo steepest-descent é possivel melhorar estruturas cristalograficas pouco
refinadas, otimizar as construidas graficamente ou construir estruturas a partir de

informagdes de NMR ou por homologia a estruturas conhecidas.

A forga resultante sobre um &tomo i é obtida pelo gradiente da energia
potencial (dada pela Equagdio-1.7, podendo se considerar também suas variagdes

propostas no Capitulo-2 quando for o caso) em i:
K = =YV [R2]

No método steepest-descent, como em outros métodos , 0 passo ou incremento
nas coordenadas Ar;,, de um atomo 7, ¢ dado na diregdo e sentido da forca resultante

sobre este 4tomo:
Ari,n = kn(Fi,n/lFi,nD [33}

em que k, € um parametro de ajuste do tamanho do passo e F,/|F; | € o vetor unitario
na direcdo e sentido da forga resultante sobre i no passo n. O algoritmo para
minimizagio de energia, utilizando a Equag#o-3.1, é entio descrito por:
Fine1 = Tt G(F/FD  [3.4]

em que k, ¢ ajustado para acelerar a minimizag#o. Partindo de um valor tipico &, = 0.1
A, o valor de cada passo em cada dire¢do X, y ou z seré definido pela respectiva
componente do vetor unitirio na Equagio-3.4. Se o potencial total no passo n
V,({r;}), dado pela Equagéio-1.7, diminui com relagdo a V,, _,({r;}), no passo seguinte

k. + 1 € aumentado fazendo-se por exemplo:

ky oy = k*1.2
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Se V,({r;}) aumenta, o sistema esté4 se afastando do minimo, k&, pode estar tio grande
que o sistema pode ter passado pelo minimo e estar escalando o outro lado do pogo de

potencial. No passo seguinte k, , ; é diminuido fazendo-se por exemplo:

kn+ I = kn *05

re

V()

Ar;

in

St 7

N

Em cada passo verifica-se a diferenca entre os valores de Vo () e
Vi({r;}). Se a mesma for menor que um fator de convergéncia AV estipulado, o
processo ¢ interrompido. Com AV = 10° Kcal/mol chega-se satisfatoriamente a um
minimo para muitos sistemas, embora valores menores para AV possam ainda
diminuir a energia em alguns Kcal/mol. Com AV = 102 Kcal/mol as deformagdes em
ligagBes, dngulos e em esferas de van der Waals sdio eliminadas na maioria dos
sistemas moleculares, muitas vezes baixando a energia potencial para valores

acessiveis a temperaturas ordinarias.

A eliminagdo das deformagdes & importante na prepara¢iio de um sistema
sobre o qual se pretende aplicar a Dindmica Molecular. Durante a dindmica sdo
constantes as conversdes entre as energias potencial e cinética, de maneira que um
sistema com energia potencial inicialmente elevada apresentara temperaturas irreais
nos primeiros passos da dinidmica, as quais poderfio aprisiona-lo em configuragdes
indesejaveis do espago de fase. A prévia minimizagio da energia favorece a

termalizagdo e evita regides “quentes” em um sistema no inicio de sua dinimica.
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Por caminharem no sentido da for¢a, os métodos comuns de minimizagio
geralmente levam o sistema para o minimo de energia mais préximo, ndo
ultrapassando barreiras de potencial para alcangar minimos mais baixos em energia.
Na Dinamica Molecular, por outro lado, atribuem-se velocidades as particulas
possibilitando ao sistema transpor barreiras da ordem de KgT por grau de liberdade
(onde Ky, ¢ a constante de Boltzmann e T é a temperatura absoluta). Com a Dinimica
portanto, uma parte maior do espago de configuragdes é coberta, tornando possivel ao
sistema alcangar minimos mais baixos. Geralmente, um sistema sobre o qual se aplica
a Dindmica Molecular apresenta uma configuragio final com energia potencial

minima menor que a configuragfio inicial.

E comum haver um tinico minimo com a mais baixa energia, o0 minimo global,
sobre o qual espera-se uma maior estabilidade para o sistema. Em sistemas bioldgicos
¢ freqiiente o minimo global n3o estar muito abaixo energeticamente de alguns
minimos locais, de forma que o sistema possa flutuar entre eles nas temperaturas dos
respectivos organismos. Ainda é discutivel se as conformagdes biologicamente ativas
das proteinas estdo sobre um minimo global. Qualquer que seja a energia para uma
conformagio com atividade biolégica nessas macromoléculas, com os métodos para
minimizagao de energia e simulagfio de dinimica molecular & praticamente impossivel
encontra-la no espago de configuragdes partindo-se de uma conformagio estendida ou
aleatéria. O processo de enovelamento e empacotamento pelo qual as proteinas
atingem sua conformagfio nativa, é um problema dinimico ainda em aberto por
desenvolver-se em escala de tempo que chega a minutos, enquanto que as simulagdes
de dinamica abrangem intervalos de nanosegundos com os recursos computacionais
atuais. Para o estudo da dinidmica de sistemas envolvendo macromoléculas, a
configuragdo inicial deve portanto ser construida e otimizada com o maximo de

informagio sobre a estrutura tridimensional dos mesmos.

Recentemente foi implantado no programa Thor o método de Simulagio por
Termalizagiio Generalizada (Generalized Simulated Annealing) por Gongalves (1996;
Moret et al., 1996). Neste método nfio é necessério o calculo das forgas sobre cada atomo
em cada iteragdo, avaliando-se somente a energia potencial. O passo Ar;, é aleatério,
porém ajustado por uma fung#o de visitagio e um ruido, ou temperatura artificial, que
possibilitam ao sistema transpor barreiras de energia e ser resfriado gradativamente,
de maneira aniloga ao processo de “recozimento”. Por essas caracteristicas, este

método possibilita uma maior cobertura do espago de configuragdes que a Dinamica
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Molecular, para o mesmo tempo de CPU. Ele est4 sendo testado em peptideos com

estrutura tridimensional conhecida e, para alguns, estd encontrando essas estruturas no

minimo global.
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4 Simulaciio por Dinidmica Molecular

Dinamica Molecular é uma técnica com a qual se estudam os movimentos em
um sistema de particulas por simulaggo. Ela pode ser empregada tanto em sistemas de
elétrons, atomos ou moléculas, como em sistemas de galaxias. Seus elementos
essenciais sdo o conhecimento do potencial de interagdo entre as particulas e das
equagdes de movimento que governam a dinimica dessas particulas. O potencial pode
variar do simples como o gravitacional para interagdes entre estrelas, ao complexo,
composto por varios termos como o que descreve as interagdes entre atomos e
moléculas. Para muitos sistemas, entre os quais os biomoleculares, as equagdes da
dindmica classica sio adequadas. Porém, para alguns problemas como evolugio de
galaxias so incluidos efeitos relativisticos, enquanto que para outros como reagdes
quimicas envolvendo tunelamento sfo necessarias corregdes quanticas (Karplus &

Petsko, 1990).

O estado microscépico de um sistema pode ser especificado em termos das
posi¢cdes e momentos das particulas que o constituem. Dessa forma, a Hamiltoniana H
de um sistema molecular classico pode ser escrita como a soma das energias cinética
T e potencial V, como fungfio das séries de coordenadas generalizadas q; e de

momentos generalizados p; de todos os N,, atomos do sistema:

H{awp}) =T ({p}) +V ({a}) [4.1]

onde q;= q; 92 - Qnar € P;= P> P2 ooy Pwar

A energia potencial V({q;}) contém os termos de interacdo inter e
intramoleculares, de curto e longo alcance, e pode ser substituida pela fungdo
potencial V({r;}) da Equagdo-1.7 (modificada ou nio pelas Equagdes 2.11, 2.12 e
2.13), tal que as coordenadas q; sejam as coordenadas cartesianas r; e p, seus
momentos conjugados. A energia cinética assume a forma:

Na
i

. p.2
Tdp) = X - [4.2]
i=1] mi

em que m; ¢ a massa do 4tomo ;.

A partir de H ¢é possivel construir as equagdes de movimento que governam a
evolugdo temporal do sistema e suas propriedades dinimicas. Como a energia

potencial dada pela Equagfio-1.7 (e suas corre¢des do Capitulo-2) independe das
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velocidades e do tempo, H é igual a energia total do sistema e as equagdes de

movimento de Hamilton:

q; = H/op,  [43]

.

p; = -0H /oq; [4.4]

conduzem as equag¢des do movimento de Newton:

P, = mr, = -aV({r})or, = F, [46]

respectivamente, em que r; (ou v;) e r; sio a velocidade e a aceleragdo do 4tomo i,
enquanto F; ¢ a forga sobre o atomo i. A Equagfo-4.6 é equivalente 4 Equac#o-3.2

(Goldstein, 1980; Berendsen & van Gunsteren, 1986; Allen & Tildesley, 1987).

A Dinamica Molecular consiste portanto na resolugdio numérica das Equagdes
4.5 e 4.6 e na integracdo das mesmas passo-a-passo no tempo, de maneira eficiente e
acurada. Como resultado obtém-se energias e trajetorias para todas as particulas (ou
atomos) e para o sistema como um todo, a partir das quais vérias propriedades podem
ser calculadas. O tempo deixa de ser continuo, sendo discretizado nos sistemas
moleculares em passos menores (geralmente 20 vezes menores) que o periodo das
vibragdes dos atomos de hidrogénio, o movimento molecular mais rapido. Em
sistemas com hidrogénio usualmente aplica-se um passo de tempo de 5,0 x 107°
segundos. Neste procedimento ¢ essencial que a energia potencial seja uma fungio
continua das posi¢Ses das particulas e que as posi¢Bes variem suavemente com o
tempo. As forgas F; sobre cada atomo, que sfo obtidas a partir da derivada espacial da
fungdo energia potencial como é mostrado na Equagdo-4.6, podem desta maneira
serem consideradas constantes no intervalo entre dois passos. A estabilidade da
dindmica ¢ assim favorecida, as particulas seguem suas trajetdrias classicas mais

acuradamente e a energia total do sistema tende a conservar-se.

Uma limitagdo para a simulagio da dinimica molecular reside portanto no fato
de que para cada nanosegundo de simulago sio necessarios dois milhdes de passos
com o passo de tempo acima. A simulagfio de um nanosegundo da dindmica de uma

macromolécula com 200 4atomos pode levar horas de tempo de CPU em um
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supercomputador, utilizando-se um algoritmo eficiente. Uma descri¢do e andlise da
eficiéncia de algoritmos para simulagdo de dindmica molecular pode ser encontrada
em Berendsen & van Gunsteren (1986) e Allen & Tildesley (1987). Este tiltimo inclui

rotinas em linguagem FORTRAN para alguns métodos de simulag3o.

4.1 O algoritmo de Verlet

Os termos que compdem a energia potencial total na Equacdo-1.7
caracterizam-na como uma fung#o continua das posigdes atdmicas. Com o tratamento
da descontinuidade dielétrica entre dois meios solventes pelo “método das imagens
cletrostaticas” (Capitulo-2), o potencial-degrau na superficie de separagio entre os
dois meios ¢ suavizado, de forma que é mantida a continuidade da energia potencial
total como fungio das posigdes. Quando a energia potencial é uma fungio continua
das posicGes e o passo de tempo & pequeno o suficiente para se considerar que as
posigdes variem suavemente com o tempo, dado um conjunto de posicdes atdbmicas
num instante ¢, as posi¢des no passo seguinte podem serem obtidas por uma expansio
de Taylor de r(t):

r(t+s8t) = r;(t) + r () 8t + EIT ;f(t) 8t + ... [4.7]
Do mesmo modo obtém-se as posig&es no passo anterior a r(t):
rt-8t) = r;(t) - l",-(t) ot + % ;,-(t) St - . [4.8]

em que 6t representa o passo de tempo. Somando-se as Equagdes 4.7 e 4.8 obtém-se o

algoritmo de Verlet (1967) para a propagacio das posigdes:
Lt+8) = 25,0 - r(t-5) + r,(82  [49]

desprezando-se os termos de ordem superiores. A aceleragio ;,-(t) ¢ obtida a partir da
Equag@o-4.6, tal que:

r(© = FOm,  [4.10]
g F() = -ov({r(o}/or, [4.11]

No algoritmo de Verlet, como em outros métodos numéricos da Dinamica

Molecular, resolve-se portanto as equagdes de movimento de Newton para cada atomo
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¢ em cada incremento no tempo. A avaliagio das forgas (Equagfo-4.1 1) para obtengio
das aceleragdes (Equagdo-4.10), é o processo que mais consome tempo computacional
na Dindmica Molecular. O tempo gasto no célculo das forcas depende da
complexidade da fungio energia potencial. Sio tomadas as derivadas espaciais de
cada termo potencial e somadas para se obter a forca resultante e a aceleragdo, sobre
cada atomo e a cada novo conjunto de coordenadas. As aceleragdes sdo inseridas num
algoritmo, como o da Equag0-4.9, para a previsdo das novas posi¢des e em seguida o

processo se repete.

Como as velocidades nfo aparecem na Equacg3o-4.9, elas nio desempenham
papel algum na determinagdo das trajetérias neste algoritmo. A predi¢do das novas
posi¢des no instante 7+3 ¢ sdo computadas somente a partir das posi¢des nos instantes
tet-38te das forgas Fi(t) sobre cada particula no instante £. As velocidades, porém,
sdo necessarias para o calculo da energia cinética, que somada energia potencial d4 a
energia total do sistema. Subtraindo-se as Equagdes 4.7 e 4.8 obtém-se o algoritmo de

Verlet para a propagagio das velocidades:

r) = [r(+s) - rie-s0y28t  [4.12]

Quando ha truncamento nas interagdes de longo alcance, o potencial sofre
variagfio brusca no instante em que a distincia entre um par de 4tomos em interacéo
ultrapassa o raio de corte. Situagdes como a do potencial-degrau, devido a
descontinuidade dielétrica entre solventes tratada no presente trabalho, como a do
modelo de esferas rigidas ou de pogos de potenciais retangulares, sdo outros exemplos
onde o potencial varia bruscamente. Nesses casos, com a expansdo de Taylor ndo se
pode prever as posigdes nas vizinhangas onde o potencial & descontinuo, as particulas
sofrem colisSes impulsivas e as velocidades variam de maneira descontinua. Quando
ndo ¢ o caso de corrigir a descontinuidade no potencial, o tratamento passo-a-passo
acima deve ser substituido por (ou acoplado a) uma analise colisional da dindmica do

sistema (Allen & Tildesley, 1987).

4.2 O algoritmo “summed Verlet” ou “leapfrog”

As trajetorias obtidas a partir da Equagfio-4.9 estio sujeitas a imprecisdes
numéricas pelo fato de, para cada 4tomo, tomar-se a diferenga entre duas posigdes,

que sdo quantidades grandes, com o objetivo de se obter o incremento que leva a
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posi¢do seguinte, que ¢ uma quantidade pequena. Uma forma de evitar este problema
surgiu com o algoritmo de meio-passo leapfiog, que é uma modificagio do algoritmo
basico de Verlet (Berendsen et al., 1984; Allen & Tildesley, 1987; van Gunsteren & Berendsen,
1990). As velocidades nos meio-passos ¢ + 82 e t - &#/2 podem ser definidas

desmembrando-se a Eq.-4.12, de forma que:
rt+o2) = [r+s) - rEYSt [4.13]

e Ae-512) = [r() - r(e-s0)/st  [4.14]

A propagag@o das posi¢des é obtida diretamente da Equag#0-4.13, na forma:

N80 = 10 + r+sv2) st [415]

a qual apresenta resultados mais acurados por néo lidar com diferengas entre valores
grandes, comparados as pequenas variacBes nas posi¢des atdmicas entre ¢ e ¢ + 8t

Para atualizar as posigdes com a Equagfo-4.15, no entanto, ¢ necessario o

conhecimento das velocidades r (t + 5t/2). Para obté-las, substitui-se a Equag@o-4.9 na

Equag@o-4.13 e em seguida a Equagio-4.14, conduzindo a:

rt+812) = rt-su2) + 1,05t [4.16]

em que a aceleragio, no Wltimo termo, é obtida como indicado nas Equagdes 4.10 e
4.11. Para se obter a energia cinética do sistema num instante t, determina-se as

velocidades em ¢ pela média:

r)= [+ + r-s))2  [4.17]

Conhecendo-se a energia potencial no instante ¢, & possivel determinar a energia total

do sistema (H = T + V) no instante 7.

As Equagdes 4.15 e 4.16 compdem o algoritmo Summed Verlet ou leapfrog.
Este algoritmo equivale algebricamente ao algoritmo de Verlet bésico, exposto na
segdo anterior. Porém, além de sua menor susceptibilidade a erros numéricos o
leapfrog ocupa menos espago de armazenamento na memdria, sendo um dos
algoritmos mais estaveis, simples e eficientes, podendo ser aplicado em sistemas
constituidos de fluidos simples a biopolimeros. Talvez sua maior vantagem seja o fato
de as velocidades aparecerem no célculo das novas posi¢des, 0 que torna o sistema

acoplavel a um banho térmico por corregdes nas velocidades. Como a energia
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potencial ¢ uma fungio das posigdes e a variagio destas depende das velocidades
(Bquagdo-4.15), controlar as velocidades significa controlar diretamente, além da
energia cinética, também a energia potencial e consequentemente a energia total do

sistema.

A temperatura T de um sistema pode ser aproximada em termos da energia

cinética média sobre um ntimero Nyyeps de passos:

3 Nall o 2

=Ny KT = (> —miri(t) [4.18]

2 i=12 steps

Niyeps varia geralmente entre 20 a 50 passos, dependendo do niimero N, de 4tomos do
sistema (Brooks et al, 1983). O acoplamento a um banho térmico se d4 a partir da
comparagdo da temperatura T a cada ciclo de Nyieps» com uma temperatura de

referéncia T,. Se a diferenca entre T e T, estiver fora de um desvio AT estipulado,

geralmente 10% de T, entfio as novas velocidades sio corrigidas por um fator:

Pe82) = r-s)[(TyT)'™]  [4.19]

Quando n@o hé forgas externas atuando sobre um sistema sua energia total se
conserva, podendo o mesmo ser mantido isolado, dispensando as corre¢des nas
velocidades. Porém, como no inicio da dinimica ha uma tendéncia geralmente na
dire¢do de configuragdes de mais baixa energia potencial a energia cinética e portanto
a temperatura tende a aumentar. Mesmo nas vizinhangas do minimo global, ou onde a
hipersuperficie de energia é rugosa o suficientemente, podera haver flutuagdes entre
configuragdes levando a desvios na temperatura. Erros numéricos levam também a
ndo conservagdio da energia total do sistema. Esses fatores motivam o estudo da
dinamica de macromoléculas utilizando um ensamble candnico, acoplando o sistema a

um banho térmico representado pelas corregdes nas velocidades.

O controle das velocidades ¢ também 1itil no inicio da dinimica. Dado um
conjunto de coordenadas iniciais otimizadas, sdo introduzidas velocidades iniciais por
um sorteio dentre uma distribuigio de Maxwell-Boltzmann associada a um valor de
temperatura igual ou inferior a 10 K. Uma dinimica preliminar de poucos
picosegundos pode ser efetuada para melhorar a distribui¢dio e equilibragio das
velocidades. O sistema ¢ entdo aquecido, ajustando-se as velocidades, a taxas em
torno de 20 K por picosegundo até se alcangar a temperatura desejada. Em seguida a

dindmica desenvolve-se a temperatura constante por algumas dezenas de
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picosegundos para equilibrar o sistema no espago de fase, passando a coleta de dados.

Um protocolo semelhante pode ser encontrado em Brooks (1983).
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S Efeitos da Polaridade do Solvente

Neste capitulo a influéncia do solvente, como um continuo eletrostatico, é
investigada sobre varios sistemas por otimizagdo de geometria e simulagdo de
dindmica molecular. Paralelamente, sio descritos alguns detalhes de funcionamento
do programa Thor e sdo testados o Campo de Forga, com o “modelo de 4tomo unido”,
e a aplicagdo do “método das imagens eletrostaticas” para descrever a interface 4gua-
membrana. O teste para o Campo de For¢a e o “modelo de atomo unido” ¢ feito
inicialmente sobre o triptofano e uma polialanina. A primeira dessas moléculas é um
aminoacido cuja superficie de energia potencial é conhecida, sendo bem definidas as
posigSes de seus minimos de energia. Na segfio 5.1 sdo entdo descritas as varias
configuragdes para o triptofano, tanto na forma de zwitterion (+H3N-Trp-COO') como
embutido em um tri-peptideo entre alaninas (Ac-Ala-Trp-Ala-NH,), sendo
considerada a influéncia dos solventes polar e apolar, tratados como continuos de
constante dielétricas € = 80 e € = 2 respectivamente.

A alanina geralmente participa da formagdo de estruturas secundarias em
hélice-oc em proteinas. Além disso, um peptideo constituido somente de alaninas
tende a estabilizar-se em conformagio hélice-o. em solvente apolar. A estabilidade da
hélice-a formada por uma polialanina em relagdo ao meio solvente é verificada na

secao 5.2. Uma segunda estrutura em hélice-o. € utilizada para testar o modelo de

interface 4gua-membrana na segiio 5.3. Trata-se de um fragmento da fB-endorfina que
¢ modificado sinteticamente para favorecer a estabilizagdo de uma estrutura
secundaria anfifilica, ou seja, uma estrutura com afinidade tanto para a agua como
para o meio hidrofébico do interior das membranas bioldgicas (Taylor & Kaiser, 1987).
Nesta ultima secdo, tetra-peptideos com comportamento esperado hidrofilico ou
hidrofébico, sfio também empregados para testar o modelo de interface 4gua-

membrana.

5.1 Um estudo sobre o triptofano

As propriedades espectroscépicas do triptofano (Trp) o tornam uma importante
sonda intrinseca para a estrutura e dinamica de proteinas. Os espectros de emissio e
absorg¢do, tempos de vida e rendimento quantico para a fluorescéncia do croméforo
indol no Trp, sdo pardmetros bastante sensiveis ds alteragdes locais no ambiente. E

praticamente um consenso que as posicdes dos picos nos espectros de absorgio e
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emissdo estejam associadas A polarizabilidade do meio e que a passagem do Trp para
um ambiente apolar ¢ acompanhada de um deslocamento espectral para o azul (Ito et al.
1993; Swaminathan et al. 1994). Ja ¢é estabelecido o decaimento multi-exponencial na
intensidade da fluorescéncia do Trp, tanto em cadeias peptidicas como isolado em
diversos pH’s (Engh et al. 1986). Em pH 7, para o triptofano na forma zwitteridnica em
agua, a curva de decaimento ajusta-se a uma soma de duas exponenciais
correspondentes a tempos de vida em torno de 0,5 e 3,1 nanosegundos
respectivamente (Beechem & Brand, 1985). Em proteinas com um unico residuo
triptofano foram observados decaimentos bi e tri-exponenciais, com tempos de vida
situados entre 0,2 e 6,6 nanosegundos (Swaminathan et al. 1994). Para peptideos
melanotrépicos sdo obtidos melhores ajustes para a curva de decaimento com trés
exponenciais, com tempos de vida variando de 0,2 a 3,9 nanosegundos em agua ou de
0,4 a 5,7 nanosegundos em membranas lipidicas modelo (Tto et al. 1993).

Néo ha consenso porém na associagio dos diferentes tempos de vida do estado
excitado a aspectos eletrénicos, estruturais ou dinimicos do triptofano. Uma
interpretagdo baseia-se na existéncia de dois ou mais rotimeros que ndo
interconvertem durante o tempo de vida da fluorescéncia, de forma que o grupo
croméforo indol ficaria submetido a vizinhancas estruturais diferentes, as quais
causariam maior ou menor tempo de desexcitagdo (Szabo & Rayner, 1980; Petrich et al.
1983). A multiplicidade de rotimeros do Trp tem sido confirmada por NMR (Jickle &
Luisi, 1984; Ross et al, 1992), cristalografia de proteinas (Ponder & Richards, 1987) e
mecénica molecular (Engh et al, 1986; Gordon et al., 1992). Sido identificadas trés
conformagdes de energia minima para rotagdes em torno da ligagdo C,-Cy (angulo
torcional y;, medido sobre o diedro N-C,-Cy-C,, Figura-5.1): trans (1), gauche” @) e
gauche (g), com valores angulares préximos a: 180, 60 e -60 graus respectivamente.
Para a ligagdo Cy-C, (angulo torcional y,, medido sobre o diedro Ca~Cp-C,-Cyy) siio
identificadas duas conformagdes: perpendicular (perp-%,), com valor angular em
torno de 90 graus e antiperpendicular (anti-y,), com valor angular em torno de -90
graus. A torgdo combinada dessas duas ligaces leva portanto a seis configuragdes de
minima energia.

Com este trabalho pretende-se um levantamento dos minimos de energia para
o Trp isolado e no peptideo Ala-Trp-Ala, obter a distribui¢dio populacional das
conformagdes correspondentes a esses minimos e observar a importancia da constante

dielétrica nessa distribui¢io, bem como na posicdo e energia dos minimos. Pretende-
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se ainda discutir a relagfio das conformagdes obtidas, e das mudangas conformacionais,

com 0 “modelo de rotdmero” para o decaimento da fluorescéncia.

Figura-5.1 Representagdo grafica do triptofano na forma de zwitterion, no “modelo de dtomo unido”.
Somente os dtomos de hidrogénio polares sdo modelados explicitamente.

5.1.1 métodos

Sdo necessarios dois conjuntos de informagdes para a montagem de dois
arquivos basicos de entrada para o programa Thor. Em um arquivo (com extensdo
“.IN”) entra-se com as linhas de comando, o conjunto de coordenadas internas ou
cartesianas, a matriz de conectividade (para informar ao programa quais os 4tomos
ligados entre si) e a carga residual sobre cada 4tomo. Em um segundo arquivo (com
extensdo “.TOP”) entra-se com o conjunto de pardmetros para a molécula em estudo
(descritos no Capitulo-1), na forma de tabelas com as constantes e posigdes de
equilibrio para os potenciais de Hooke, Angular Teta, Diedral Improprio e Proprio.
Neste arquivo entra-se ainda com as massas atdmicas ¢ a lista de primeiros e segundos
vizinhos excluidos no célculo das interagdes de longo alcance. Os parametros de Van

der Waals sdo lidos de uma tabela genérica por ser menos dispendioso
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computacionalmente. As tabelas Trp.IN e Trp.TOP, constantes dos Apéndices A ¢ B,
sdo esses arquivos de entrada basicos para o triptofano. No Apéndice-C ¢ apresentada
a tabela de entrada com as informagdes para a dindmica (temperatura inicial, taxa de
aquecimento, intervalo para flutua¢des na temperatura além do qual se reescalona as
velocidades em cada ciclo, temperatura de referéncia, valor do passo de tempo,
nimero de passos, niimero de passos em cada ciclo ¢ a sinalizagio para o sorteio ou
ndo das velocidades iniciais).

Ha diversas maneiras de se criar o arquivo com a extenséio “.IN”. Ele pode ser
digitado manualmente respeitando-se a formatagdo de leitura do programa. As
coordenadas podem ser aproximadas (ou mesmo aleatérias) pois com a minimizagio
de energia (que pode ser seguida de alguns passos de dinamica), uma molécula de até
50 atomos ¢ otimizada em poucos minutos de CPU. Alguns programas, como o
DTMM (Desktop Molecular Modeller), constréem graficamente e otimizam uma
diversidade de estruturas moleculares, gerando uma saida em formato ascii com as
coordenadas e a matriz de conectividade, bastando acrescentar o cabegalho e a coluna
de cargas residuais. E possivel ainda aproveitar as coordenadas obtidas do Banco de
Dados de Proteinas (PDB), acessivel pela internet. Foi escrito um programa auxiliar
para o Thor, o programa Seqiiéncia, para gerar o arquivo “IN” para peptideos e
proteinas a partir de um banco de dados de aminoécidos contendo coordenadas
otimizadas, a matriz de conectividade e a coluna de cargas. Um outro programa, o
Pdbthor, foi construido para ler as coordenadas de um arquivo no formato PDB
aproveitando a matriz de ligagdes quimicas e as cargas residuais do mesmo banco de
aminoacidos. Os arquivos de entrada “.IN” utilizados nas simulagBes constantes deste
e do préximo Capitulo foram criados com o programa Seqiiéncia. O arquivo MSH.IN
para o a-MSH, objeto de estudo no Capitulo-7, foi criado inicialmente com o auxilio
do programa DTMM.

O arquivo com extensdo “.TOP” para peptideos e proteinas pode ser criado
automaticamente pelo programa Thor, a partir das informagdes no arquivo “.IN” e de
um banco de pardmetros para aminoacidos. Porém, a entrada externa dessa tabela de
topologia possibilita ao programa Thor efetuar calculos sobre estruturas moleculares
diversas, além de cadeias peptidicas, desde que se construa o arquivo “.TOP” com os
parametros corretos.

Os resultados da otimizagio de geometria (valores de energias para cada
potencial, nimero de ciclos, etc) e da dinAmica (temperaturas, energias, coordenadas

do centro de massa a cada N passos, etc) s3o escritos no arquivo de saida “.QUT”. As
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novas coordenadas apés esses calculos so escritas no arquivo “.NEW?”. Neste arquivo
sdo também armazenadas as velocidades para cada 4tomo no wltimo passo da
dindmica, para que a mesma possa ser retomada. As trajetérias de todos os angulos
diedrais préprios durante a dindmica podem ser registradas nos arquivos de saida
“DHA”, “DHB”, “DHC”, etc. Quando a dindmica molecular é simulada a
temperaturas elevadas (900 K por exemplo) e interrompida em intervalos para a
aplicagdo do annealing (resfriamento lento, seguido de otimiza¢#0), as coordenadas,
ou angulos diedrais, ¢ as energias sio armazenadas nos arquivos “.ANA”, “. ANB”,
etc. Este procedimento foi utilizado com o Trp ¢ o Ala-Trp-Ala para o levantamento
dos minimos de energia dessas estruturas e a obtengdo de uma distribuigio
populacional por esses minimos.

Durante dindmicas longas as coordenadas e velocidades podem ser gravadas, a
cada intervalo de tempo, no arquivo “.DBK”, Isto permite a recuperac3o e registro em
maiores detalhes de determinados momentos julgados mais importantes, além de
garantir a continuidade da dinamica apés situagdes como paradas nos computadores.
Finalmente, é possivel a visualizagiio grafica por programas como DTMM, Xmol e
Rasmol, a partir das saidas “DMM”, “XYZ” ¢ “PDB”. Com o programa Xmol
pode-se visualizar a animagio da dindmica pela leitura quadro a quadro de conjuntos
de coordenadas gravados no arquivo “.XYZ”. Com o Rasmol é possivel exportar a
imagem que estiver na tela do computador para um formato GIF, BMP, etc, a qual
pode ser lida e editada por diversos editores. As imagens moleculares constantes deste
trabalho foram obtidas dessa maneira.

Apds a construgdo e otimizagdio das coordenadas do Trp na forma
zwitteridnica ("H3N-Trp-COO'; Figura-5.1) e do peptideo Ala-Trp-Ala na forma
acetilada para evitar o efeito de cargas formais nas extremidades (H;CCO-Ala-Trp-
Ala-NH,), o calculo das velocidades iniciais para a dinimica foi efetuado usando uma
distribui¢do de Maxwell-Boltzmann (Pathria, 1985). As diregBes das componentes das
velocidades foram escolhidas aleatoriamente usando a fungdo RAN3 (Press et al., 1992),
tendo inicio a dindmica a 10 K utilizando o algoritmo leapfrog descrito no Capitulo-4.

Para o Trp a temperatura de referéncia T, foi incrementada para o sistema
chegar a 300 K em 30 picosegundos, em seguida transcorreu a dinimica por 45
nanosegundos sendo registradas as variagSes na temperatura, nas energias cinética,
potencial e total e nos &ngulos diedrais 7y, e X2 (em torno das ligacdes Cu-Cp € C4-C,;
Figuras 5.1 e 5.2). Para o annealing foram simulados 10 nanosegundos para o Trp e

para o Ala-Trp-Ala, sendo que, em intervalos regulares, cada sistema foi resfriado e
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otimizado. Antes de iniciar o resfriamento as coordenadas e velocidades, na
temperatura 900 K, foram armazenadas para que a dinimica pudesse ser retomada
apds cada otimizagfo. Assim, em uma simulagdo tipica, inicialmente T, foi levada a
900 K em 25 picosegundos. Coordenadas e velocidades foram armazenadas nessa
temperatura e o sistema foi resfriado pela subtraciio de 20 K em T, a cada 100 passos,
at¢ a temperatura final de 20 K. Em seguida foi aplicada a otimizac#o utilizando o
algoritmo steepest-descent (Capitulo-3), com um fator de convergéncia de 107
Kcal/mol. A dindmica teve entfio prosseguimento por 5000 passos, pela recuperagio
das posigdes e velocidades anteriores, a 900 K. Este ciclo foi repetido por 2099 vezes
até um total de 20 milhdes de passos, ou 10 nanosegundos de simula¢fio, sendo
aplicado no Trp e no Ala-Trp-Ala em € = 80 ¢ ¢ = 2. Foram registradas os 2099
valores de energia potencial, juntamente com os respectivos angulos diedrais para as

configuragSes de cada um dos quatro sistemas acima.
5.1.2 Resultados e discussdo

dindmica a 300 K

Nos primeiros nanosegundos de dinimica, nas condigdes descritas
anteriormente, sdo observadas instabilidade na temperatura e nas energias para o Trp
(Figura-5.2a e b). No inicio da dindmica é mais freqiiente o valor da temperatura
escapar do intervalo permitido para a sua flutuagfio (linha tracejada na Figura-5.2a). O
acoplamento com um reservatério térmico, representado pela renormalizacio das
velocidades (Equagdo-4.19), corrige a temperatura em cada ciclo que a mesma estiver
fora do intervalo permitido, fazendo com que a sua flutuagdo tenha a amplitude
diminuida e ocorra somente em torno da temperatura de referéncia T,. O controle das
velocidades permite controlar a energia do sistema de maneira que, com o avango da
dinimica, as energias cinética e potencial tendem a oscilar em fases opostas ¢ a
energia total, que ¢ a soma das duas, tende a conservar-se (Figura-5.2b). Na simulagio
caracterizada na Figura-5.2, pode-se observar mudangas conformacionais para o Trp
por rotagdes somente em torno da ligagio Cs-C,, angulo diedral 7,, nfio ocorrendo
interconversdes entre conformagdes em torno da ligagdo C,-Cj, angulo diedral y,
(Figura-5.2c). Esse comportamento foi verificado partindo de diversas condigbes
iniciais, com novos sorteios de diregdes de movimento e em outros valores possiveis

para y;, sendo observada somente uma interconversio de X1 em uma das simulagdes.
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Uma maior interconversio para 7y, foi também observada por Gordon (1992) por

simulag¢@o de dinAmica molecular.
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Figura-5.2 VariagGes de (a) temperatura, (b) energia cinética, potencial e total e
(c) angulos diedrais y, e ¥, para o tiptofano em dinimica de 45 nanosegundos.

localizagdo de rotdmeros

Os resultados do annealing para a localizagdo dos seis rotimeros do Trp na

forma zwitteriénica ou no peptideo Ala-Trp-Ala, nos meios de £ = 80 e ¢ = 2, sdio

apresentados na Figura-5.3. Nos eixos-X estio o angulo diedral %1 € nos eixos-Y o

angulo , para cada uma dessas quatro condigdes. 2099 pontos estdo distribuidos em

cada quadro nas posi¢des ¢, g- e g+, para X1> € perp € anti para y,. Os valores para y,¢

encontram-se divididos em duas posicdes, em torno de -180° e +180°, que
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correspondem ao mesmo pogo de potencial. Praticamente nio ha diferengas nas
localizagdes dos minimos rotacionais para o Trp, em relagdo ao solvente ou na forma
isolada com respeito a intercalada no peptideo. Comparando-se a Figura-5.3a (Trp em
€ =80) com a 5.3b (Trp em ¢ = 2) e a Figura 5.3¢ (Ala-Trp-Ala em € = 80) com a 5.3d
(Ala-Trp-Ala em ¢ =2), niio se observa dependéncia com a constante dielétrica do
meio. Um maior espalhamento dos pontos é observado para os rotdmeros do Trp no
peptideo (Figura-5.2c e 5.2d) porém, as concentragdes destes ocorrem nas mesmas

regides onde se concentram os pontos do Trp zwitteridnico (Figura-5.2a e 5.2b).
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Figura-5.3 Localizagdo dos rotimeros do triptofano na forma de zwitterion em
(a) e =80 e(b) € = 2; e no peptideo Ala-Trp-Ala (c)eme=80¢ (d)e=2.

O grupo indol no Trp n#o contém cargas formais, possuindo somente uma
regido polar envolvendo a ligagio N-H (Apéndice-A). Este fato faz com que as
interagdes eletrostaticas do indol com os terminais carregados no zwitterion, ou com

0s grupos polares do esqueleto peptidico, ndo desloquem os minimos locais de
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a) anti-yt b) perp-yt

Figura-5.4 Representacio grafica dos rotdmeros do triptofano.



energia, de maneira significativa, de suas posi¢des quando a molécula muda de
solvente. Para aminoécidos isolados de cadeia lateral carregada como o 4cido
aspartico este deslocamento é observavel. As diferengas nas vizinhangas do Trp,
quando o mesmo esté inserido na cadeia peptidica, mostram ainda que a interagdo de
van der Waals com os atomos das alaninas também nio desloca qualitativamente os
minimos de suas posi¢Ses. Essas analises porém, sio feitas com base em calculos
cléssicos que consideram o solvente como um continuo eletrostatico.

E possivel inferir, da discussdo acima, que os potenciais de curto alcance
desempenham o papel mais importante na defini¢do e constancia das posi¢des dos
minimos rotacionais do Trp. Porém, uma inspe¢iio na ligagdo quimica Cy-C, que é
estabelecida entre um carbono tetraédrico ¢ um planar, ou nos pardmetros para as
tor¢des nesta ligagdo constantes nos Apéndices A e B, mostram que uma rotagdo de
360° de , leva a seis minimos de energia. Este nimero de minimos, combinado com
os trés minimos para tor¢des na ligacio Co-Cp conduziriam a dezoito rotAmeros para o
Trp. A limitagdo do nimero de rotimeros em seis e 0 néo deslocamento dos minimos
de energia correspondentes, pode entio ser atribuida as restrigdes estéricas para
rotagdes. As esferas de van der Waals do indol e dos terminais no zwitterion, ou dos
atomos mais préximos no esqueleto peptidico, permitiriam a existéncia de apenas dois
minimos para rotagdes de y, e imporiam restri¢des ao deslocamento dos seis minimos,
As imagens dos seis rotdimeros do Trp na forma zwitteridnica, envoltos em suas

superficies de van der Waals, sio apresentadas na Figura-5.4.

populagdo de rotdmeros

A 900 K espera-se que a energia cinética em um sistema molecular esteja
acima de todas as barreiras rotacionais. As barreiras para rotagdes em y; e 7, sdo
transpostas com freqiiéncia elevada nessa temperatura como pode ser observado na
Figura-5.5, onde alguns resultados de annealing sdo apresentados de forma diferente
em relagdo aos da Figura-5.3. Na Figura 5.5a € 5.5b a seqiiéncia de 2099 pontos, para
duas simulagBes do Trp zwitteridnico em & = 80, sdo registradas em fungio dos
angulos diedrais 7, e y,. Essas simulacbes foram efetuadas a partir de condi¢des
iniciais idénticas, com exceg#o da distribuigio e sorteio das velocidades. A constancia
dos saltos sobre as barreiras pode ser verificada pela distribui¢io, praticamente
uniforme, dos pontos pelos minimos rotacionais com o avango da dindmica. Nos

detalhes, Figuras 5.5¢ e 5.5d, s3o apresentados os 100 primeiros pontos dessas duas
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simulagdes unidos por linhas para visualizagio das trajetorias dos angulos diedrais.
Essas trajetérias mostram que as evolugdes das duas dinidmicas foram diferentes,

refletindo diferentes distribuigdes e sorteios para as velocidades iniciais.

a) b)
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Figura-5.5 Seqiiéncias de pontos obtidos com annealing para o triptofano,
na forma de zwitterfon em € = 80, partido de diferentes sorteios iniciais (a) e (b).
Detalhes dos 100 primeiros pontos dessas simulagdes (c) e (d).

Apesar de seguirem por diferentes trajetérias, as dindmicas expostas na Figura-
5.5, levaram a populagdes semelhantes para os seis rotimeros do Trp em ¢ = 80,
obtidas com o annealing. A distribuigio percentual dos rotdmeros do Trp pelas seis
configuragdes de minima energia sio apresentadas na Tabela-5.1a, para as duas
simulagdes. As diferengas percentuais entre as duas simulagdes nfo excedem 2%. O
rotamero mais visitado foi o perp-y,t, com 30 %, seguido pelo anti-y,t, com 19-20%.
Os menos visitados foram o perp-y,g" (8-9%) e o anti-y,g" (7-9%). Os rotameros

perp-x,g € anti-y,g obtiveram em torno de 15-16% e 18% dos pontos,
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respectivamente. E possivel supor, a partir desses dados, que em uma amostra
contendo N moléculas de Trp em 4gua ocorra uma distribui¢o percentual semelhante

da populagio dos seis rotdmeros.

Tabela-5.1 Resultados numéricos do annealing para o triptofano em ¢ = 80
(*simulagio apresentada na Figura 5.3a e 5.5a)

a) distribuiciio populacional de rotimeros
rotdmero ¥yt X1-g xi-g
erp-y, % 30,54* 30,20 14,67* 16,44 8,91* 7,77
anti-y, % 20,25* 18,53 18,20* 17,77 7,43 9,29
totais (y,) | 50,79%* 48,73% 32,87%* 34,21% 16,34%* | 17,06%
b) energia e posiciio do minimo para cada rotdmero
rotdmero %;-t X1 x-g
perp-y, energia | 15,08674* | 15,08292 | 15,44685* | 15,45344 15,21488*% | 15,21858
(Kcal/mol)
posigdo | -178,70; -178.27; -64.83; -64.34; 60.58; 61.48;
Ous %2) 57,56* 53,66 93,97* 90,60 102,18* 102,89
anti—x energia | 14,78998* | 14,78538 | 15,57766* 15,57420 | 15,51307* | 15,51792
2 (Kcal/mol)
posigiio | -172.78; 171,95; -66.44, -66.80; 57.76; 56.94;
O x2) -104,35% -101,93 -78,30* -78,02 -79,60% -80,34

Os menores valores de energia potencial obtidos para cada um dos seis

rotameros, nas duas simulagdes, sio expostos na Tabela-5.1b, onde sfio incluidos os
valores angulares de y; ¢ %, para esses minimos. As diferengas na energia minima,
entre as duas simulagdes, situam-se na segunda ou terceira casa apds a virgula e as
diferengas nas posigdes niio excedem trés graus para a maioria dos rotimeros.
Comparando-se as Tabelas 5.1a e 5.1b niio se observa uma correspondéncia entre as
populagdes de rotdmeros e os valores minimos de energia. Poderia se esperar que a
conformagéo com o minimo global, anti-y ¢, fosse a mais populada. Porém, a medida
da energia potencial intramolecular nio é um bom pardmetro para esta comparacio.
Ela corresponde somente a energia interna da molécula mergulhada em um continuo
eletrostatico. Para se fazer tal comparagfio seria necessario estimar o valor da energia
livre de Gibbs.

Para o Trp em € = 2 foi utilizado 0 mesmo procedimento que em € = 80. Duas
simulagdes foram também efetuadas para testar a reprodutibilidade dos resultados. Na
Tabela-5.2a encontra-se a distribuigéio percentual para a populagiio de rotdmeros e na

Tabela-5.2b as energias e posi¢des angulares dos rotimeros de menor energia.
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Comparando-se essas duas simulagdes em & = 2 pode se dizer novamente, que as
diferengas percentuais entre as populagdes nio excedem 2%, que as diferencas nas
energias minimas aparecem na segunda ou terceira casa apos a virgula e que as
coordenadas angulares diferem em torno de trés graus para a maioria dos rotdmeros.
Em ¢ = 2 os rotdmeros mais populados foram o anti-y,g (25-26%), e o perp-y,g
(25%), seguidos pelo perp-y,t (19-21%). O menos populado foi o perp-y,g* (6%). Os
rotdmeros anti-y,g" e anti-y,t obtiveram cerca de 11-13% e 12% dos pontos,

respectivamente. O minimo global de energia (Tabela-5.2b) pertenceu ao rotdmero

perp-x.,g .

Tabela-5.2 Resultados numéricos do annealing para o triptofano em g = 2
(*simulagdo apresentada na Figura-5.3b)

a) distribuicio populacional de rotdmeros

rotimero % -t L8 x-g

perp-y, Y% 20.96* 19.20 24.59% 24.54 55T 5.71

anﬁ‘Xz % 11.62* 12.15 26.45% 25.30 10.81* 13.10
totais (x,) [ 32,58%* | 31,35% | 51,04%* | 49.84% | 16,38%" | 18.81%

b) energia e posicdio do minimo para cada rotimero

rotdmero Y-t Y1-E y 1-g+
perp-y, energia |-26,78157* | -26,77785 |-27,45138* -27,44871 | -26,22634* | -26,22186
(Kcal/mol)
posigio | -173.94; -174.08; -63.60; -65.51; 55.86; 58.50;
(%15 %a) 85.04* 88.10 89.43* 86.83 98.17* 97.88
anti-y, energia | -26,62378% | -26,63474 |-26,89875* [ -26,91390 -27,11900* | -27,14016
(Kcal/mol)
posigio -172.68; -176.30; -62.69; -61.91; 55.44; 53.47;
(s %2) -107.60* -106.75 -68.54* -65.40 -81.77* -83.19

As posi¢des dos minimos de energia para cada rotdmero nio variam
significativamente quando o Trp passa do meio de & = 80 para € = 2, como observado
nas distribui¢des na Figura-5.3. As pequenas variagdes nas posi¢des dos minimos de
menor energia entre o Trp em & = 80 (Tabela-5.1b) e em & = 2 (Tabela-5.2b) apontam
na mesma dire¢do. H4 porém, duas excegdes significativas envolvendo o angulo
torcional y,. Este 4ngulo aumenta cerca de 30° no rotdmero perp-yst e cerca de 10° no
rotdmero anti-),g" quando o Trp passa para o meio de menor constante dielétrica. As

maiores variagdes com a mudanga de meio estiio no deslocamento do minimo global,
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que passa do rotdmero anti-y,t para o rotimero perp-y,g, € na distribuiciio
populacional que muda quase que completamente.

Nos resultados de NMR fregiientemente sdo distinguidas somente trés
populagdes de rotdmeros para o Trp, as quais tm sido associadas is conformacgdes
trans, gauche e gauche” para rotagdes de ;. Esta associagfo é feita assumindo-se que
as rotagdes de , sdo muito mais rapidas que as de ¥, com respeito a escala de tempo
de relaxagdo em NMR (Gordon et al., 1992; Ross et al., 1992). Para efeito de comparagio
com resultados experimentais portanto, as populag¢des dos rotimeros perp-y, € anti-y,
sdo somadas nas Tabelas 5.1a ¢ 5.2a. Em & = 80 em torno de 49-51% dos pontos
cairam na posi¢do trans de y,; enquanto que somente cerca de 16-17% cairam em
gauche’, ficando a posigéo gauche” com 33 a 34%. No meio com € = 2 ocorre uma
inversdo das populagdes em gauche e trans, em relagiio ao meio com € = 80. gauche’
recebe cerca de 50-51% dos pontos enquanto a conformagdo trans, 31 a 33%. A
conformagio gauche” continua a menos visitada, com 16 a 19% dos pontos.

Tem sido observado em experimentos de NMR que a conformagio em
gauche” para o Trp, quando ndo ¢ a menos populada, com freqiiéncia permanece
abaixo da média de 33%. As populagdes em trans e gauche estariam mais sujeitas as
alteragdes ambientais, ou as vizinhangas em uma cadeia peptidica, sendo por isto mais
ou menos populadas que a média (Dezube et al., 1981; Jickle & Luisi, 1984; Sugg et al., 1988;
Ross et al., 1992). Voltando as imagens para os seis rotimeros na Figura-5.4, pode-se
observar uma maior proximidade do grupo indol com os terminais NH," e COO" para
a conformacio gauche” (perp e anti-y,). As rotagdes de y, seriam dificultadas pelos
dois terminais, 0 que levaria a uma menor flexibilidade para essa conformagio
tornando-a menos acessivel dinamicamente. Nas conformagdes trans € gauche o
grupo indol teria seus movimentos, pela rotagdo de X2» restringidos somente por um
dos terminais. E entio possivel associar as conformagdes trans e gauche uma maior
entropia com relagfo & gauche . Essa associacdo seria também necessaria para que, na
distribui¢do populacional de rotimeros, os mais populados fossem os de menor

energia livre de Gibbs.

estruturas secundarias hélice-o. e folha-
Para o peptideo Ala-Trp-Ala, além das conformagdes da cadeia lateral do Trp,
foram ainda monitoradas as do esqueleto peptidico. Os resultados sdo apresentados na

Figura-5.6, onde 2099 pontos encontram-se distribuidos principalmente pelas
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posigdes correspondentes a estruturas secundarias hélice-o, e folha-p, para o peptideo
nos meios de € = 80 e € = 2. Essas estruturas assumem posi¢des definidas nos angulos
torcionais ¢ (medido sobre o diedro C-N-C,-C) e Y (medido sobre o diedro N-C,-C-
N) do esqueleto peptidico (Ramachandran et al., 1963; Voet & Voet, 1990). Para o angulo ¢,
os limites para ambas estdio aproximadamente em -180° ¢ -50°, enquanto que para \y,
as hélices-o situam-se em torno de -40° ¢ as folhas-P entre os limites 80° e 180°. Nio
sdo consideradas aqui as sub-estruturas da regidio B, as conformagdes intermediarias
entre hélice-a e folha-B e as conformacgdes em hélice-o para a esquerda (segundo
quadrante do diagrama). O angulo torcional o (medido sobre o diedro C,-C-N-C)
tem duas posi¢bes de minima energia, uma em 0° ¢ outra em 180°. Dos 2099 pontos,
cairam em torno de » = 180° 1392 pontos para o solvente de € = 80 e 1398 parag =2,
Observou-se ndo haver influéncia do valor do 4ngulo o (0° ou 180°) na construgio do
diagrama de Ramachandran (Figura 5.6a e 5.6b). Os valores das energias potenciais

ara = 0° no diferiram significativamente dos valores de energia para o = 180°.
p

o 1120

-180 |, toy L s o L 1808 B0y . . o 3-180
-180 -120 -60 0 60 120 180 -180 -120 -60 0 60 120 180

Figura-5.6 Diagramas de Ramachandran: angulo diedral ¢ versus y (veja na Figura-1)
para o triptofano no peptideo Ala-Trp-Ala, em (a) e =80 e (b) £ = 2,

Como as estruturas protéicas sfio constituidas basicamente com o angulo ® em
180°, na analise populacional da Tabela-5.3 as conformagdes com ®» = 0° foram
descartadas. Os pontos para os valores positivos de ¢ também foram desconsiderados,
para restringir a andlise somente sobre as estruturas hélice-o. e folha-B. As

distribuigdes percentuais na Tabela-5.3a, Ala-Trp-Ala em ¢ = 80, foram portanto
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calculadas com 1241 pontos e na Tabela-5.3b, Ala-Trp-Ala em & = 2, com 1262
pontos. Nessas tabelas os seis rotimeros do Trp estdo associados com essas duas
conformagdes basicas do esqueleto peptidico. Em € = 80 as populagdes tipo hélice-a
(48,03%) e tipo folha-B (51,97%) foram aproximadas, enquanto no meio de € =2 a
populagdo tipo folha-B (73,69%) foi superior. Num ambiente polar a distribui¢do
populacional de rotameros pelas estruturas secundarias é mais homogénea (Tabela-
5.3a), comparada a distribuigio em um ambiente apolar (Tabela-5.3b), onde as
interag3es eletrostaticas impdem maior restricio conformacional. Considerando as
somas dos rotdmeros perp e anti-y,, a conformagio gauche para y, foi a mais visitada
nos dois meios (39% e 42,4%). Porém, enquanto em ¢ = 80 é mantida a distribui¢co
aproximada entre hélice-o (18,62%) e folha-B (20,38%), em € = 2 houve privilégio
para folha-B (35,34%) ficando a hélice-a (7,06%) a conformagido menos visitada.
Finalizando a andlise dessa tabela, a conformagio gauche” para 7y, continua com
menor populagdo, ou abaixo da média, nos dois meios (27,4% em € = 80 ¢ 28,76% em
&= 2), concordando com a analise feita para o Trp na forma zwitteriénica. Nesse caso,
o bloqueio para rotagdes em y, seria feito pelos dois lados do esqueleto peptidico, em

substitui¢io aos grupos terminais NH;" ¢ COO™ do Trp zwitteridnico.

Tabela-5.3 Distribui¢do populacional de rotdmeros para o triptofano no peptideo Ala-Trp-Ala.

a) £ = 80 (simulagfio apresentada na Figura-5.3c)
rotimero 5 -t Y18 Xl'g+ totais (estruturas)
hélice-a. | folha-B | hélice-ot | folha-B | hélice-ou folha-B | hélice-o. | folha-p
perp-y, | % | 7.01 9.11 10.56 | 10.64 7.17 6.37
anti-y, % | 8.86 8.62 8.06 9.74 6.37 7.49
totais 15,87 18,62 13,54 48,03
parciais | % 17,73 20,38 13,86 51,97
totais (y,) | % 33,60 39,00 27,40 100%
b) & = 2 (simulagdo apresentada na Figura-5 .3d)
rotimero y -t Y-8 Y-8 totais (estruturas)
hélice-o | folha-B | hélice-o | folha-B | hélice-o folha-B | hélice-o. | folha-P
erp-y, % | 3.72 9.35 3.41 18.46 4.60 8.48
anti-y, % | 515 10.62 3.65 16.88 5.78 9.90
totais 8,87 7,06 10,38 26,31
parciais | % 19,97 35,34 18,38 73,69
totais (;) | % 28,84 42,40 28,76 100%
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conexdo com a fluorescéncia resolvida no tempo

Em estudos sobre o decaimento da fluorescéncia em analogos do Trp, tem se
estabelecido a correspondéncia entre as amplitudes preexponenciais e as populacdes
obtidas por NMR (Colucci et al, 1990; McMahon et al., 1992). Em alguns peptideos
contendo Trp, demonstrou-se que as populagbes dos trés rotdmeros derivadas de
experimentos de NMR, estfio em excelente concordancia com as amplitudes das trés
componentes do decaimento fluorescente (Ross et al., 1992). As duas conformagdes para
rotagdo de 7y, sdo menos estaveis que as conformagdes para rotagiio de X1, €OMO
sugerem a Figura-5.2¢c e um outro estudo por dindmica molecular (Gordon et al.,, 1992).
Na Figura-5.2c, as interconversdes em X. corrspondem a um tempo médio de
aproximadamente 2,4 nanosegundos para a duragio de um microestado
conformacional a 300 K, o que é da ordem de grandeza dos tempos de vida para o
estado excitado observados em fluorescéncia. B possivel ainda, que o tempo médio de
uma conformagéo, obtido por simulagdo diminua ao se considerar as colisdes com as
moléculas do solvente (Gordon e al, 1992). Foi estimado por NMR que as
interconversdes em torno de y; ocorrem em intervalos da ordem de milesegundos
(Ross et al,, 1992). As interconversdes em 1., que sdo rapidas o suficiente para nfo
serem resolvidas por NMR também n#o o seriam por fluorescéncia com resolugio
temporal. Esses resultados reforgam o “modelo de rotimero” para o decaimento da
fluorescéncia do Trp, onde cada tempo de vida de estado excitado estaria associado a
uma das conformag@es trans, gauche ou gauche” para rotagdes em torno da ligagiio
Co-Cs.

Se por um lado em experimentos de NMR & possivel identificar as popula¢des
de cada um dos trés rotimeros para tor¢des em X1, 08 pardmetros de fluorescéncia
sozinhos s#o insuficientes para afirmar a que rotimero corresponde cada tempo de
vida. Mesmo em estudos combinados dessas duas técnicas, a identificagio entre
amplitudes dos termos preexponenciais na fluorescéncia e as populagdes obtidas por
NMR pode exigir condigdes especiais, que favoregcam a desexcitagfio do croméforo
indol por fluorescéncia. H4 varios processos que competem com a fluorescéncia do
indol, como reagdes de estado excitado, incluindo transferéncia de préton,
transferéncia de elétron e fotoionizagéio (Creed, 1984). As coordenadas otimizadas dos
seis rotameros do Trp zwitteridnico, obtidas no presente trabalho, foram submetidas a
calculos de transferéncia de elétrons entre o indol e o terminal COO’ por Goldman

(1995). O objetivo foi verificar o papel dessa fotoreag@o na supressio da fluorescéncia
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do Trp. Os resultados mostraram que para os rotimeros perp-x,g e anti-y,g a
emissdo fluorescente compete com a transferéncia de elétron, enquanto que para os
demais rotimeros a desexcitagdo ocorre predominante pela transferéncia de elétron.
Dominando ou nio a desexcitagiio, os processos de decaimento nio radiativos se
encaixam no “modelo de rotdmeros”, pois atuariam de acordo com a heterogeneidade

das vizinhangas do indol atribuindo um tempo de vida para cada rotdmero.

5.2 Estabilidade de hélice-o. em polialanina

Espera-se que os grupos polares C-O e N-H do esqueleto peptidico interajam
mais favoravelmente com outros grupos polares, como as moléculas de 4gua. Na
preseng¢a de um solvente apolar porém, o custo energético para a manutengdo desses
grupos ¢ reduzido satisfazendo-se todas as possiveis pontes de hidrogénio (C-O...H-
N) intramoleculares. Localmente, isso acontece nas estruturas secundarias em hélice-
o, pelo enrolamento da cadeia e formagio de pontes entre os grupos C-O do residuo
aminoécido 7 ¢ o grupo N-H do residuo n + 4. Na auséneia de fatores locais que
causam ruptura, a hélice-o seria a conformago mais estavel e compacta das proteinas
(Richardson & Richardson, 1989). Nas estruturas em folha-B, o estabelecimento de pontes
de hidrogénio acontece de maneira mais global, pela associagdo paralela ou
antiparalela de partes distantes da cadeia (ver Figura-1.3 do Capitulo-1). Por essas
propriedades essas estruturas sio comuns no interior hidrofébico das proteinas
globulares e nas proteinas de biomembranas. Porém, nas proteinas soliiveis em meio
polar ndo € rara a ocorréncia de hélices-o. anfifilicas na interface com o solvente
(Branden & Tooze, 1991). Com base nas estruturas determinadas de diferentes proteinas
integrais de membranas, ha uma sugestio de que as porg¢des transmembranares dessa
classe de proteina seria formada com predominancia de hélices-c. (Lemmon & Engelman,
1994). Porém as porinas da membana externa em bactérias, que sdo formadas quase
exclusivamente por folhas-f antiparalelas atravessando a membrana, estariam entre as
excegdes a essa regra (Cowan et al., 1992).

A alanina é um amino4cido fundamental, de cadeia lateral curta, apolar, sem
reatividade quimica e sem preferéncia conformacional isoladamente. Em condi¢des
apropriadas, cadeias de alaninas formam hélice-o enquanto algumas hélices em
proteinas tem alta concentragio de alanina (Richardson & Richardson, 1989; Sung, 1994). A

interagio eletrostatica entre dipolos adjascentes em hélices-a. & repulsiva, de maneira
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que uma hélice isolada sé é estdvel se for constituida por um nimero superior a
catorze residuos aminoécidos (Arridge & Cannon; 1964; Rogers, 1989). Assim, para testar a
influéncia do solvente, como um continuo eletrostatico, na estabilidade de uma cadeia
de alaninas em hélice-o, no “modelo de 4tomo unido”, considerou-se um polimero

constituido de vinte residuos.

5.2.1 Métodos

O programa Seqiiéncia cria um arquivo de entrada em coordenadas cartesianas,
em conformagio estendida. Apds a pré-otimizagio, uma tabela em coordenadas
internas ¢ gerada pelo programa Thor no final do arquivo de saida com extensio
“.OUT”. Esta tabela pode ser convertida em um arquivo de entrada, copiando-a para
um arquivo com extensdio “IN” com o cabegalho contendo as linhas de comandos
apropriadas (Apéndice-A). Em coordenadas internas, o arquivo de entrada pode ser
manipulado, alterando-se os angulos de for¢do para se obter a conformagio desejada
para o inicio dos céalculos. Todas as etapas desse procedimento foram aplicadas para
gerar as conformacdes trans, onde todos os diedros do esqueleto peptidico foram
colocados em 180°, e hélice-, onde os diedros C-N-C,-C foram postos em 300°
(correspondente a ¢ = -60°), os diedros N-C,-C-N em 320° (correspondente a Y= -
40°) e os diedros C,-C-N-C,, em 180° (o = 180°). O restante dos diedros da molécula
foram ajustados como angulos complementares para os do esqueleto. A conformacio
trans, com a molécula toda estendida, foi empregada para efeito de comparagéo com a
hélice-o. em dindmicas sob as mesmas condigdes. As cargas nos terminais foram
neutralizadas com a modelagem do peptideo na forma acetilada, descrita
anteriormente.

Com as conformagBes ajustadas as estruturas foram reotimizadas. Para a
conformagdo em hélice foram empregadas duas constantes dielétricas, 2 ¢ 80, para
simular o solvente polar e apolar respectivamente. Para a conformagio trans utilizou-
se somente & = 2. Ap6s a otimizagio das geometrias foram atribuidas velocidades para
cada dtomo conforme o procedimento descrito na secdo anterior. A temperatura de
referéncia foi levada a 300 K em 30 picosegundos, permanecendo nesse valor por um
nanosegundo, o tempo total de duracéo de cada dindmica. A evolugdo dos 20 dngulos

diedrais ¢ e foi registrada em todas as simulagdes.

5.2.2 Resultados e discussdo
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A estabilidade da estrutura helicoidal ¢ um efeito cooperativo. Essa pode ser a
primeira observagdo ao se analisar a evolugio temporal dos angulos diedrais devy
exposta na Figura-5.7, onde os valores desses dngulos para os residuos aminoacidos
das extremidades ndo permanecem nos valores previstos (-60° e -40°). Os resultados
na Figura-5.7 foram obtidos com a polialanina, iniciando a dindmica em conformagio
hélice-o, no meio de € = 2. Os residuos nas extremidades nio se estabilizaram,
oscilando entre conformagdes diversas (Figura 5.7a e 5.7t). Das extremidades para o
centro do peptideo as interconversdes vio tornando-se menos freqlientes, até nio
serem mais observadas. Do sexto ao décimo sétimo residuo a hélice permaneceu
estavel, com os diedrais ¢ e y flutuando sobre os valores -60° e -40°, respectivamente
(Figura 5.7f a 5.7q). Em ¢ = 80 a estrutura em hélice foi rapidamente desfeita,
ocorrendo interconversdes em todos os diedros durante a dinimica, atribuindo maior
flexibilidade ao peptideo no meio de alta constante dielétrica (Figura-5.8). Apesar da
hélice-o. ser a estrutura secundéria prevista para a polialanina em meio de baixa
constante dielétrica, partindo-se da conformac?o toda trans, o peptideo nio evoluiu
em diregdio & formagdo de hélice em um nanosegundo de simulagdo. (Figura-5.9).
Pode-se dizer que somente o terceiro e o quarto residuo terminaram em conformagio
helicoidal, sugerindo uma nucleagfo que poderia propagar-se pela cadeia (Figura 5.9¢
e 5.9d). Porém esses residuos estio em uma extremidade, onde a hélice nio é estavel.

As imagens das trés conformagdes finais para as simulagdes correspondentes
as Figuras 5.7 a 5.9 s#o apresentadas na Figura-5.10, onde as pontes de hidrogénio
estdo representadas por bastdes e o esqueleto peptidico é marcado por uma barra
retangular. A 300 K a hélice ¢ mantida por pontes de hidrogénio multiplas, ou
flutuantes, entre os residuos n e n + 3, n+4 oun + 5 (Figura-5.10a). Em ¢ = 80 a
maioria das pontes intramoleculares sio desfeitas levando ao estiramento da cadeia,
simulando assim a blindagem da interagio eletrostatica entre os grupos polares do
peptideo pela 4gua ou o estabelecimento de pontes intermoleculares com a mesma
(Figura-5.10b). Em € = 2 o peptideo estirado inicialmente torna-se empacotado sob a
agdo de forgas eletrostaticas maiores em solvente de baixa constante dielétrica
(Figura-5.10c). Nesse ambiente um grande nimero de pontes de hidrogénio sio
estabelecidas no peptideo, as quais seriam deslocadas nas mudangas conformacionais.
A suposta nucleagfio para a formagio de hélice aparece na parte inferior da Figura-
51085
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Figura-5.9 Evolugio temporal dos angulos diedrais ¢ (linha continua) ¢  (linha tracejada)
da polialanina em conformagio inicial trans, em g = 2.



Figura-5.10 Representagdes graficas para a polialanina apos dindmicas de 1 nanosegundo.

O esqueleto peptidico ¢ marcado por uma barra retangular ¢ as pontes de hidrogénio por bastdes.

A conformagfo inicial em hélice-o permaneceu estavel apds a dinimica em € = 2 (a),
mas desfez-se em £ = 80, evoluindo para uma forma estendida (b). A conformagéo inicial
“toda trans” evoluiu para uma conformagio mais empacotada em € = 2 (c).
(hélice-ov: magenta; loops: azul; estrutura secundaria ndo definida: branco;
pontes de hidrogénio: vermelho)




A estrutura tridimensional de uma cadeia peptidica é determinada por fatores
como a seqiiéncia de aminoacidos e o ambiente onde ela estd inserida. Dentre as
interagdes que determinam a estabilidade das estruturas secundarias pode-se dizer que
duas delas estdo entre as principais: a primeira seria a de van der Waals que, pelas
restrigdes estéricas, determinaria os valores permitidos dos dngulos diedrais em torno
de C,; a segunda seria a eletrostatica que, de acordo com o campo gerado pela
vizinhanga, permitiria ou n3o o estabelecimento intramolecular de pontes de
hidrogénio. Se essas intera¢des, juntamente com os outros termos potenciais, levariam
uma estrutura aleatéria ou estendida a uma conformagfio esperada, através de um
processo dinamico, ¢ uma questdo ainda por responder. Ela poderia ser abordada com
dindmicas de maior duragdio. Hélices-o. em polialaninas tém sido encontradas
utilizando-se Simulagdo por Termalizagio Generalizada em baixa constante dielétrica
(Generalized Simulated Annealing; Gongalves, 1996; Moret et al., 1996) e Metrépolis Monte
Carlo (Sung, 1994).

5.3 Peptideos na interface dgua-membrana

Tem sido determinada a seqiiéncia de aminoacidos de um grande numero de
peptideos biologicamente ativos, os quais usualmente niio formam estruturas
secunddrias, ou tercidrias, estdveis em solugdio aquosa. Porém, na presenca da
interface biolégica onde sua atividade é expressada, esses peptideos podem apresentar
regides em estruturas secundérias anfifilicas, favorecidas por forgas que limitariam
seu movimento na interface. Uma variedade de peptideos contém segmentos de sua
seqiiéncia de aminoécidos com potencial para formar hélices-o. anfifilicas, onde os
residuos hidrofébicos sio reunidos, formando um monodominio em uma face da
hélice paralela a seu eixo (Taylor & Kaiser, 1986 ¢ 1987). Na superficie de algumas
proteinas sdo observadas hélices-o anfifilicas, onde a seqiiéncia de aminoacidos
alterna grupos hidrofébicos e hidrofilicos com uma periodicidade de trés ou quatro
residuos aminoacidos, pois uma volta de hélice-o. contém 3,6 residuos (Finer-Moore et
al., 1989; Branden & Tooze, 1991).

A periodicidade que caracteriza as hélices anfifilicas foi observada num
fragmento da B-endorfina humana, um peptideo opidide natural de 31 residuos
aminodcidos. Taylor e Kaiser (1987) propuseram um peptideo modelo para a B-
endorfina, para investigar as caracteristicas importantes e funcionais da provavel

hélice-a, anfifilica presente entre os residuos 13 e 29 do peptideo natural. A regifio em
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hélice desse peptideo modelo (H;N-Pro-Leu-Leu-Lys-Leu-Leu-Gln-Lys-Leu-Leu-
Leu-Gln-Lys-Leu-Phe-Lys-GIn-Lys-GIn-OH) foi empregada aqui para testar a
interface d4gua-membrana.

Pelas suas quatro cargas negativas espera-se um comportamento
hidrofilico para o peptideo tetra-aspartico (Asp-Asp-Asp-Asp), o mesmo sendo
esperado para a tetra-lisina (Lys-Lys-Lys-Lys), que possui quatro cargas positivas.
Esses peptideos também siio empregados no teste da interface agua-membrana,
juntamente com o fragmento de quatro aminoacidos, His-Phe-Arg-Trp, responsavel
pela atividade bioldgica classica do peptideo melanotrépico o-MSH (horménio
estimulador de melandcito), na pigmentagdo (Hruby et al, 1984 ¢ 1993). Por esse
horménio interagir com fases lipidicas, espera-se um carater hidrofébico para este seu

tetra-peptideo central.

3.3.1 Métodos

A conformag@o inicial para o fragmento de p-endorfina em hélice, foi obtida
com um procedimento anilogo ao da polialanina, exposto anteriormente. Porém,
nesse peptideo as cadeias laterais, que sfio mais longas que a da alanina, foram
deixadas em conformagdio aleatéria por falta de informag@o a respeito de suas
conformagdes. Os tetra-peptideos foram acetilados para evitar o efeito de cargas
extras, sendo postos inicialmente em conformagfo trans. Para o His-Phe-Arg-Trp
empregou-se o annealing para obter-se uma conformagio empacotada e outra mais
aberta, com a finalidade de testar o papel da conformagdo do peptideo em seu
comportamento frente a interface 4gua-membrana.

As simulagdes com os tetra-peptideos foram rodadas inicialmente em solvente
polar (¢ = 80), sendo amortecidas as velocidades dos centros de massa, que sdo
resultantes do sorteio inicial, até chegarem a zero. As conformagdes termalizadas
dessas moléculas foram em seguida submetidas a presen¢a da interface agua-
membrana, representada por uma superficie de descontinuidade diclétrica entre meios
com € = 80 e ¢ = 2. Os tempos de dura¢dio das dindmicas foram de algumas dezenas
de picosegundos, o suficiente para se observar a acdo da interface sobre as trajetérias
do centro de massa dos peptideos. A dinimica do fragmento de B-endorfina teve
inicio com o peptideo j4 instalado com o eixo da hélice paralelo a interface, com as
superficies predominantemente hidrofilicas e hidrofébicas mergulhadas em seus

respectivos meios solventes.
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Foram monitoradas as trajetérias do centro de massa de cada molécula pela sua
coordenada-X, pois a superficie de descontinuidade dielétrica é perpendicular a esse
eixo, interceptando-o em X = 0. Para confrontar as trajetérias com a variagdo da
energia potencial das moléculas na interface, as estruturas foram otimizadas com o
centro de massa sendo posicionado em intervalos de 0,5 angstrons em ambos os lados

da superficie de descontinuidade.

5.3.2 Resultados e discussdo
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Figura-5.11 Trajet6rias dos centros de massa (a) e perfis de potencial para os peptideos:
(b) Asp-Asp-Asp-Asp e Lys-Lys-Lys-Lys, (c) hélice-o. de B-endorfina e (d) Hys-Phe-Arg-Trp.
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As trajetérias dos centros de massa moleculares podem ser observadas na
Figura-5.11a. Os peptideos carregados, para os quais esperava-se um comportamento
hidrofilico, confirmaram sua afinidade pelo meio polar com suas trajetérias afastando-
se da interface em diregio ao interior do meio de € = 80. O perfil de potencial para o
tetra-aspartico (Figura-5.11b) esta em perfeita concordancia com sua trajetéria. Para a
tetra-lisina porém, o perfil de potencial apresenta um minimo na interface. Isso esta
em concordancia com o fato de a cadeia lateral da lisina poder ser tratada como
anfifilica, pois ¢ formada por uma seqiiéncia hidrocarbonada com uma carga positiva
na extremidade, a pH neutro (Taylor & Kaiser, 1987). Por ser uma cadeia lateral longa ela
pode curvar-se sob a ac¢io da atragfo eletrostética entre o grupo NH," da extremidade
e os atomos de oxigénio do esqueleto peptidico, que tém carga parcial negativa. A
forga atrativa ¢ maior no solvente de menor constante dielétrica, enquanto a energia
potencial € menor para dipolos nesse meio. Pode ser esse o efeito causador do minimo
na interface.

O peptideo anfifilico teve sua trajetéria inicialmente flutuando entre as
posigdes 5 e 10 angstrons, estabilizando-se em seguida em torno de 5 angstrons. No
seu perfil de potencial pode ser observada a existéncia de dois minimos, um em 10 e
outro, o menor deles, em 5 angstrons (Figura-5.11c). Barreiras de aproximadamente
100 Kcal/mol confinam o peptideo na regifio da interface. E interessante notar que
embora a hélice seja anfifilica o esqueleto peptidico pode estar inserido
completamente no meio apolar, com o eixo da hélice a aproximadamente 5 angstrons
da superficie de descontinuidade. Esse comportamento vem de encontro 4 maior
facilidade com que um ambiente apolar estabiliza hélices-o.. As imagens do peptideo
antes e apos a aplicagdo da dinfmica estdo na Figura-5.12. A hélice otimizada é mais
compacta e retilinea (Figura-5.12a) enquanto a termalizada é menos uniforme, pois a
estrutura flutua termicamente, mostrando a imagem um instante da dinimica (Figura-
5.12b). Houve ruptura da hélice na regifio terminal-C, podendo significar somente
uma flutuago da cadeia ou ainda, que o tempo simulado da dindmica do peptideo foi
insuficiente para uma completa estabilizagiio da hélice. As extremidades de hélices
porém sdo instaveis devido ao efeito cooperativo entre as pontes de hidrogénio do
esqueleto peptidico, conforme discussdo na segfo anterior.

A trajetdria do peptideo His-Phe-Arg-Trp, mostrou que o mesmo pode
mergulhar em diregfo ao interior hidrofébico da membrana. Comparando-se os dois

meios as energias sdo mais altas em € = 80 porém, o perfil de potencial na interface
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Figura-5.12 Fragmento da B-endorfina modelo (a) no inicio e (b) no final da dinimica.

Figura-5.13 Peptideo His-Phe-Arg-Trp em conformagao (a) aberta e (b) empacotada.



depende da conformag3o, podendo apresentar minimos de energia (Figura-5.11d). O
particionamento na membrana seria acompanhado de um arranjo confomacional do
peptideo, pois uma conformagfio mais estendida pode ter menor energia potencial em
meio aquoso que uma forma mais empacotada, enquanto no interior hidrofébico das
biomenbranas esse comportamento pode inverter-se (Figura-5.11d). As imagens para
essas duas formas do peptideo encontram-se na Figura-5.13, onde foi utilizada a
representagdo da superficie de van der Waals para a visualizagdo do grau de
empacotamento. Uma conformagéo mais estendia em 4gua é esperada para peptideos
com poucas dezenas de aminoacidos ou menos (Taylor & Kaiser, 1986). Os resultados
para a polialanina apontam nessa dire¢io. Pode-se dizer que a interface Agua-
membrana imporia mudangas conformacionais em peptideos com agéo bioldgica no

interior da fase lipidica, além de estabilizar estruturas anfifilicas na interface.
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6 Estudo de uma Seqiiéncia Sinal na Interface Agua-membrana

Apés ser sintetizada pelo organismo uma proteina necessita encontrar o
caminho para a sua correta localizagfio na célula. Dependendo da fungdo, algumas
proteinas sdo langadas diretamente no citossol celular, irio para as diferentes
organelas, serdo secretadas para o exterior da célula ou serfio inseridas em uma
membrana celular para funcionarem como proteinas de transporte ou como enzimas
de membrana. As seqiiéncias sinalizadoras sfo encontradas na extremidade amino-
terminal de proteinas destinadas a secregfio ou inser¢io em membranas e servem para
ajudar a direcionar essas proteinas aos seus destinos. Essas seqiiéncias guias ou pré-
seqiiéncias sdo peptideos de 15 a 36 residuos aminoécidos, a maioria dos quais
hidrofébicos. Nos eucariontes a atividade das seqiiéncias sinais é catalisada por um
complexo formado pela particula de reconhecimento de sinal, ligada ao ribosomo e ao
receptor dessa particula na superficie do reticulo endoplasmatico rugoso (Gierasch,
1989; Voet & Voet, 1990).

Resumidamente, a parte hidrofobica da seqiiéncia sinal, que é lipo-soltvel,
penetra através da membrana nas cisternas do reticulo endoplasmatico seguida pelo
restante da cadeia polipeptidica a medida que esta vai sendo sintetizada no ribossomo.
No momento seguinte a seqiiéncia sinal é removida pela agio de uma enzima
especifica na cisterna. O restante da cadeia sofre enrolamento e processamento,
podendo ser dirigido ao aparelho de Golgi, tornando-se encapsulado numa vesicula e
finalmente excretado da célula como uma proteina madura. Nas bactérias ocorre um
processo semelhante. As proteinas da membrana externa da escherichia coli, sio
sintetizadas por ribossomos ligados 4 superficie interna da membrana interna.
Seqiiéncias sinalizadoras nas extremidades amino-terminal destas proteinas guiam-nas
através da membrana interna e da parede celular ao seu destino na membrana externa
(Voet & Voet, 1990).

Seja em procariontes, eucariontes ou levedura, a parte hidrofébica das
seqiiéncias sinais ¢ decisiva para a exportagio da proteina através de membranas e
embora ainda ndo inteiramente elucidada, a maneira como isto ocorre apresenta os
mesmos aspectos em qualquer desses organismos. Apesar disso, h4 quase total falta de
homologia na seqiiéncia de aminoacidos desses peptideos sinalizadores, mesmo para
proteinas estreitamente relacionadas. Como caracteristica geral a estrutura primaria

consiste de uma cadeia de 7 a 13 residuos aminoacidos hidrofébicos, ladeada por
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diversos residuos hidrofilicos que incluem um ou mais residuos positivamente
carregados préximos ao terminal-N (Gierasch, 1989; Voet & Voet, 1990).

Tem-se estabelecido a interagiio entre peptideos sinalizadores sintéticos e
bicamadas lipidicas sugerindo para estas um possivel papel no processo de
translocagdo de proteinas através de membranas (Snel et al. 1995). Postula-se que a
inser¢do da seqiiéncia sinal na fase lipidica seja necessaria para se ter acesso a um
sitio receptor em uma proteina integral de membrana e que o aparato de translocagio,
formado por proteinas soliiveis e integrais, seja dependente de energia (Jones &
Gierasch, 1994).

Para a maior parte das estruturas secundarias estudadas em peptideos
sinalizadores isolados ndo se observa preferéncia conformacional em meio aquoso,
enquanto que em meio apolar ou em presenca de soluc@o micelar h4 uma tendéncia
para a formagdo de hélice-a, a qual tem sido também proposta a partir de métodos
para a predigdo de estrutura (Rosenblatt et al., 1980; Emr & Silhavy, 1983; Briggs et al., 1986;
Gierasch, 1989). A estabilidade dessas hélices-ou seria um outro requisito para a fungéo
sinalizadora biolégica (Emr & Silhavy, 1983; Bruch & Gierasch, 1990).

Neste capitulo o modelo de interface agua-membrana é empregado no
estudo da seqiiéncia sinal para o receptor-A, uma proteina de membrana externa da e.
coli, também conhecida como LamB ou maltoporina (Aréas et al,, 1994 ¢ 1995). Essa
seqiiéncia (de 25 residuos: Met-Met-Ile-Thr-Leu-Arg-Lys-Leu-Pro-Leu-Ala-Val-Ala-
Val-Ala-Ala—Gly—Val-Met~Ser~A1a—G1n—A1a-Met—AIa) conttm  dois  residuos
carregados positivamente na regi%o terminal-N, a arginina-6 e a lisina-7, e um residuo
polar, a treonina-4. Na regifio terminal-C aparecem dois residuos polares, a serina-20 e
a glutamina-22, sendo o restante da cadeia apolar. A afinidade desse peptideo e alguns
de seus mutantes por lipideos, bem como a capacidade destes em formar hélices-o. em
ambientes que mimetizam o interior de membranas biolégicas tal como certos
solventes orgénicos, tem sido estabelecida (Wang et al., 1993). Alguns trabalhos usando
espectroscopias de infravermelho, dicroismo circular ¢ NMR sobre esses sistemas
indicam que as seqiiéncias funcionais apresentam uma forte preferéncia por estrutura
secundaria em conformag@o hélice-o. (Bruch et al., 1989; Bruch & Gierasch, 1990; Jones et al.,
1990; Landry & Gierasch, 1991). Estudos por fluorescéncia sobre peptideos analogos
contendo triptofano como fluoréfuro intrinseco, substutuido em diversas posig¢des,
mostram que a parte central da cadeia fica completamente imersa em bicamadas

lipidicas (McKnight et al., 1991; Jones & Gierasch, 1994).
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6.1 Métodos

O peptideo foi modelado em dois diferentes estados de protonag@o para os
terminais: um na forma zwitteridnica (NH3+...COO') e outro na forma neutra
(NH2...COOH). A forma zwitteridnica foi usada para concordar com a ionizagio
esperada para os grupos terminais N e C a fim de reproduzir as condi¢des em que os
dados experimentais de NMR foram obtidos (Bruch & Gierasch, 1990). A forma neutra
foi usada para se estudar o efeito das cargas-terminais na estabilidade da conformagio
hélice-a.. Os grupos Arg' e Lys" foram mantidos protonados.

Inicialmente a geometria do peptideo na forma zwitteridnica foi otimizada
no meio polar (¢ = 80), convergindo para um minimo de energia local, numa
conformagio aleatéria. Em seguida foram atribuidas velocidades para os atomos da
molécula, dentre uma distribuigio de Maxwell-Boltzmann de velocidades, sendo
sorteada uma diregdo para o movimento de cada atomo. Uma simulag#o inicial de 50
ps da dindmica foi efetuada para permitir a termalizagéio a 300 K no meio aquoso.
Coordenadas e velocidades foram salvas e a molécula foi entio submetida & presenca
da interface para o meio apolar (¢ = 2). Foram registradas a trajet6ria da molécula pela
coordenada-X de seu centro de massa e a variagio das energias cinética, potencial e
total no decorrer da simulago. Minimizagbes sucessivas de energia a diversas
distancias da superficie de descontinuidade, possibilitaram tragar o perfil do potencial
molecular em relagfo a superficie de descontinuidade.

Na etapa seguinte, foi tomada como conformagéo inicial a proposta na
literatura com base em resultados de NMR (Bruch & Gierasch, 1990). De acordo com a
mesma, uma hélice-o se forma do residuo aminoacido Leu8 ao Met24. A
conformagdo em hélice foi imposta, manipulando-se o arquivo de entrada em
coordenadas internas para o programa, escolhendo os valores -60 e -40 graus para os
diedrais ¢ e \ respectivamente para todos os residuos aminoacidos envolvidos. Para
manter tal estrutura secundéria durante o periodo de termalizagdo e estabilizagdio da
molécula foi adotado um potencial diedral harménico extra, com uma constante
elevada e um minimo de energia situado sobre a posi¢do angular desejada. Este
procedimento ¢ sugerido na literatura de campos de forgas (Brooks et al., 1983), Tanto a
forma zwitteridnia como a de terminais neutros foram otimizadas em meio aquoso (g
= 80) nas condigdes acima, sendo submetidas em seguida a um procedimento anélogo

ao utilizado com a molécula em conformacdo aleatéria descrito anteriormente. Além
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disso, essas duas estruturas foram otimizadas também no meio hidrofébico (e = 2),
sendo submetidas igualmente & termalizacio e dinamica na presenga da interface,
agora para o meio aquoso (¢ = 80). S3o portanto, quatro situagdes nesta etapa: duas
estruturas em conformagdo parcialmente helicoidal com terminais em estados de
cargas diferentes, zwitteribnica e neutra, partindo ambas de dois meios continuos

diferentes, em lados opostos da interface membrana-agua.

6.2 Resultados e discussdo

conformagdo inicial aleatdria

Partindo de uma forma estendida, o peptideo evoluiu para uma
conformag@o aleatéria durante a termalizagio em agua (o meio continuo de & = 80).
Na presenca da interface para o meio apolar o centro de massa da molécula, que
estava anteriormente em repouso, passa a se deslocar e atravessa a superficie de
descontinuidade dielétrica que intercepta o eixo-X na posi¢do 0.0 (Figura-6.1b). A
afinidade do peptideo por membrana pode ser observada pela diminuigio da sua
energia potencial (Figura-6.1a) a partir do momento (aproximadamente em t = 210 ps)
em que ele atravessa para o meio de g = 2.

Na Figura-6.1a sfio apresentadas as variagdes das energias cinética e
potencial, bem como a soma dessas, durante a simulagdo. A conservagio da energia é
verificada quando a energia total é uma reta paralela ao eixo dos tempos. A queda na
energia potencial quando da entrada da molécula na membrana nio & compensada por
um aumento na energia cinética para que a temperatura seja mantida em 300 K. A
corregdo das velocidades atémicas representa a troca de calor com um banho térmico
externo num ensamble candnico. Essa corregiio ¢ feita com maior freqiiéncia no inicio
da dinamica para favorecer a termalizagdo e quando o peptideo encontra a interface
agua-membrana,

Na conformagio aleatéria a molécula apresenta um comportamento
hidrofébico, migrando para o interior da fase apolar. Tal comportamento pode ser
melhor compreendido pela anlise do perfil de potencial para essa conformagio. A
otimizag¢do da geometria com o centro de massa a diversas distincias da superficie de
descontinuidade mostra uma curva que decresce de maneira quase continua quando se

vai do meio polar para o apolar (Figura-6.1c). O mesmo niio acontece com as
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estruturas parcialmente em hélice-o., para as quais o perfil de potencial apresenta um

minimo de energia pronunciado o bastante para estabilizar a molécula na interface.
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Figura-6.1 (a) Variag#o das energias cinética, potencial e total; (b) trajetéria do centro de massa;
e (c) perfil de pontencial para a segiiencia sinal do receptor-A,
em conformag3o aleatéria, atravessando a interface agua-membrana.
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conformagdo inicial restringida parcialmente em hélice-o,

A conformagdo em hélice-o. foi imposta entre os residuos Leu8 e Met24
confinando os angulos torcionais ¢ € y em pogos de potenciais com o minimo nas
posi¢des de equilibrio para esta conformago. O Angulo torcional o, entre os atomos C
e N no esqueleto peptidico, ndo necessita restrigdes pois se inicialmente em
conformagio "trans", assim o diedro correspondente permanecera durante a dindmica.
A temperatura ambiente a probabilidade para sua passagem para a conformagio "cis"
¢ muito baixa devido & barreira de 16 kcal/mol que ele devera transpor e as colisdes
entre as cadeias laterais, que sdo mais freqiientes quando o estd em “cis .

Um comportamento anfifilico foi agora observado para a sequéncia sinal
em estudo. As trajetorias dos centros de massa na Figura-6.2a para ambas estruturas
quimicas, a zwitteridnica e a de terminais neutros, s3o determinadas pelos respectivos
perfis de potencial apresentados nas Figuras 6.2b e 6.2c. Cada estrutura teve a
dindmica iniciada em cada um dos dois meios. As trajetérias para a forma
zwitteridnica, com inicios em meios diferentes niio convergiram devido s posi¢des
iniciais do centro de massa e & barreira de potencial de cerca de 14 kcal/mol situada
em torno da posigéo -10 dngstrons no meio aquoso (Figura-6.2b). A convergéncia dar-
se-ia para o pogo de potencial que surge no meio apolar de dimensdes aproximadas a
15 &ngstrons de largura por 20 kcal/mol de profundidade e centrado proximo a X = 8
angstrons (Figura-6.2b). Este pogo pode capturar o peptido na forma zwitteridnica e
levar a sua estabilizagiio nessa regifio préxima a interface, como a trajetéria para esse
peptideo no meio de &€ = 2 indica (Figura-6.2a, linha ponto-tracejada). A imagem
dessa estrutura estabilizada na interface, obtida a partir das coordenadas no instante t
=200 ps, € mostrada na Figura-6.3a. Para comparag#o, na Figura-6.3b ¢ apresentada a
imagem do peptideo no final da dinamica (t = 300 ps), apos o relaxamento da restrigiio
para manter a hélice.

Uma anélise semelhante pode ser feita para o peptideo nao-zwitteridnico
comparando-se suas trajetérias na Figura-6.2a (linhas continuas) com o perfil de
potencial na Figura-6.2c. Nesse caso as trajetdrias iniciadas nas fases polar e apolar
convergem pois néo ha uma barreira de potencial como para a conformagio em hélice
no peptideo zwiteriénico. A convergéncia ocorre para o pogo de potencial com cerca
de 30 kcal/mol de profundidade, o qual leva & estabilizagdo da molécula com o centro
de massa a aproximadamente 5 angstrons da superficie de descontinuidade, no meio

apolar (Figura-6.2c). A imagem para esta estrutura, obtida em t = 100 ps, € mostrada
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na Figura-6.3c (e no final da dinmica, apds o relaxamento da hélice na Figura-6.3d).
Para ambas estruturas com hélice restrita os residuos aminoécidos carregados e o
terminal-N tendem a permanecer mais préximos da superficie de descontinuidade
dielétrica, enquanto que a regifio terminal-C tende a mergulhar para o interior da
membrana (Figuras 6.3a e 6.3c), concordando com um modelo para a conformacio

desta sequéncia sinal proposto na literatura (Jones & Gierasch, 1994).
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Figura-6.2 (a) Trajetorias do centro de massa da seqiiéncia sinal do receptor-\ da E.Coli,
na forma zwitteriénica (linha ponto-tracejada) ¢ com os terminais neutralizados (linha continua)
e respectivos perfis de potencial (b) e (c) para a estrutura em conformagio parcial hélice-cr,
na presenca da interface dgua-membrana.
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estabilidade das hélices-o. na auséncia de restrigées

Transcorrido algum tempo apés estabilizada a posi¢ido da molécula com
relagio a interface 4dgua-membrana as restri¢des ao movimento para os Angulos
diedrais, que mantinham a conformagio helicoidal, foram retiradas e a estabilidade
das hélices-o, foi monitorada. Para a forma com terminais neutros a suspensdo das
restrigdes se deu em t = 100 ps e para a forma zwitteriénica em t = 200 ps. A analise
conformacional € feita a partir do grafico ¢ versus y. Uma distribuic@io dos residuos
para a regido em hélice do peptideo é mostrada nas Figuras 6.4a a 6.4d, onde foram
tomadas as médias sobre os valores de cada 4ngulo diedral num intervalo de 50 ps. O
diagrama de Ramachandran (Voet & Voet, 1990) foi sobreposto as Figuras 6.4b, 6.4c e
6.4d para possibilitar comparagdes com as regides permitidas para as estruturas
secundarias.

A conformagdo restringida em hélice-o. para a forma zwitteridnica do
peptideo ¢ mostrada na Figura-6.4a, onde foram tomadas as posi¢cdes médias dos
angulos diedrais envolvidos na hélice entre os instantes t = 150 e 200 ps. A evolugio
dessa estrutura no intervalo entre t = 250 e 300 ps, quando as restri¢Ges ja haviam sido
removidas, ¢ mostrada na Figura-6.4b. Para a forma n3o-zwitteridnica foram tomadas
meédias dos angulos diedrais em dois intervalos apls serem retiradas as restri¢des,
entre t = 150 ¢ 200 ps (Figura-6.4c) e entre t = 250 e 300 ps (Figura-6.4d).

Alguns residuos saem da posigdo na hélice-o, tendendo a dobra-fp na
regidio da prolina-9 a qual ndo assume estrutura secundéria definida devido a sua
cadeia lateral pirrolidinica ciclica que costumeiramente interrompe a propagacgio de
conformagdes em hélice-oc (Voet & Voet, 1990). Por ter somente dois atomos de
hidrogénio no lugar da cadeia lateral, a glicina tem liberdade para se posicionar em
qualquer quadrante do gréafico ¢ versus v, desestabilizando estruturas secundarias. Na
presente simulagfio a Glyl7 tende a sair das hélices no sentido dos valores mais
negativos dos diedros. Porém, a hélice nas duas formas da molécula nio se dissolve
totalmente. Uma consideravel parte dos 4ngulos diedrais mantém a posi¢do inicial,
permanecendo dentro da regidio permitida para hélices-o. (Figuras 6.4b, 6.4c e 6.4d).

As imagens das conformagdes finais para ambas estruturas zwitteridnica o
de terminais neutros (em t = 300 ps), sio mostradas na Figura-6.3b e 6.3d
respectivamente. Como observado nos diagramas de Ramachandran anteriores, a
hélice-o tende a se manter da metade para o terminal-C nas duas estruturas. A

molécula dobra-se a0 meio, na regiio da Vall2. Na forma com terminais carregados
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Figura-6.3 Conformagdes para a seqiléncia sinal para o receptor-A na forma zwitteridnica:
(a) em conformagio parcial hélice-o restringida (coordenadas geradas em t = 200 ps)e
(b) apos a remogdo das restrigdes para a hélice (coordenadas geradas em t = 300ps);
€ com os terminais neutralizados:

(c) em conformag#o parcial hélice-o restringida (coordenadas geradas em t = 100 ps) e
(d) apés a remogZo das restrigdes para a hélice (coordenadas geradas em t = 300 ps)
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180.0

Figura-6.4 Conformagiio média para intervalos de 50 ps, da regifio em hélice do esqueleto peptidico
na seqiiéncia sinal: (a) na forma zwitteriénica com 0 uso de restrigdes e (b) ap6s removidas as
restri¢des para a hélice, entre t = 250 e 300ps; e com os terminais neutralizados, para dois intervalos
sem o uso de restrigdes, (c) entre t = 150 e 200 ps e (d) entre t = 250 e 300 ps.

Séo sobrepostos o diagrama de Ramachandran (em b, c e d) com as regides estericamente permitidas
na poli-L-alanina para comparagdo. As estruturas secundarias definidas (b) segundo Voet & Voet
(1990), sio marcadas por um circulo e o respectivo simbolo.
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aparece uma ponte salina entre o grupo terminal COO’, e os residuos Arg’ e Lys'
(Figura-6.3b), enquanto que na de terminais neutros esses residuos separam-se sob a

agdo da repulsdo eletrostatica (Figura-6.3d).

estabilidade confomacional em dindmica de longa duragéo

As coordenadas e as velocidades no final da dindmica referente 2 Figura-
6.3b, para a forma zwitteridnica, foram armazenadas possibilitando a retomada
daquela simulagfo. A continuidade daquela dindmica é apresentada na Figura 6.5a e
6.5b, onde a evolugdo de cada par diedral ¢ e y, do residuo aminodcido Leu8 a

Met24, foi monitorada durante 4 nanosegundos.
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Figura-6.5a Extensio da dinimica para o peptideo na forma zwitteri6nica, estabilizado
em confomagdo hélice-o parcial, sobre a interface agua-membrana. E registrada
a evolugdo temporal dos dngulos ¢ €  do residuo Leu8 a Alals.
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Figura-6.5b Continuagio da Figura-6.5a, com o registro da evolugdo temporal
dos dngulos ¢ e ¢ do residuo Alal6 a Met24.

A regido compreendida pelos residuos Leul0, Alall e Vall2 é exposta ao solvente
polar ¢ ¢ onde a molécula se dobra, como pode se observar na Figura-6.3b. Na
presente dinamica ¢ confirmada a instabilidade conformacional para essa regido, e
também para a dos vizinhos Leu8 e Pro9. Para esses 5 residuos ocorrem
interconversdes entre estruturas secundarias meta-estaveis, permanecendo, na maioria

das vezes, nessas conformagdes por intervalos acima de 1 nanosegundo (Figura-6.5a).
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Figura-6.6 Imagens sobrepostas representando a dindmica do esqueleto peptidico
da seqiiencia sinal para o receptor-A, tomadas em intervalos de 1 nanosegundo,
Na figura superior (a) as cores estdo associadas a instantes de tempo:
em azul, t = 0; azul claro, t = 1; verde, t = 2; amarelo, t = 3; e vermelho, t = 4 nanosegundos.
Na figura inferior (b) as cores estfio associadas a estruturas:
magenta, hélices-ou; azul, turns; e amarelo, folhas-f3.



As mudangas conformacionais ocorrem em um curto intervalo de tempo e é um
fenémeno cooperativo. Préximo ao instante t = 1500 ps quase todos os 5 residuos
mudaram sua conformac3o.

Como pode-se observar no diagrama de Ramachandran (Figuras 6.4b-6.4d), ¢ e y
podem oscilar em torno de -60 graus em uma comformag@o hélice-o.. Com excecdio
do residuo GIn22, que permaneceu na posigéo dobra-B a maior parte do tempo, o
restante da cadeia (Alal3 a Met24) se estabilizou em hélice-c. como ¢ mostrado na
Figura-6.5. Os residuos Met19, Ala2l, Ala23 e Met24 apresentaram maior
flexibilidade nos diedros ¢ e \ enquanto que o segmento entre Alal3 e Vall8
mostrou-se uma hélice bastante rigida. Apesar da flexibilidade atribuida a Glyl7 a
mesma permaneceu nas vizinhangas da posigfio hélice-a. o tempo todo.

As imagens tomadas a cada nanosegundo sio apresentadas sobrepostas na Figura-
6.6a, onde a fita azul refere-se ao esqueleto peptidico no inicio desta simulagiio (que &
0 mesmo da Figura-6.3b), enquanto que a fita vermelha refere-se conformagdo em t
= 4 nanosegundos. As 3 cores intermediérias, passando pelo verde, referem-se aos
instante t = 1, 2 e 3 nanosegundos. A Figura-6.6b foi gerada com as mesmas
coordenadas, porém as cores nesse caso destacam as estruturas secundarias: furns em
azul, dobras-f em amarelo e hélices-o. em vermelho.

O conjunto desses resultados sdo compativeis com uma situagdo em que a
seqiiéncia sinal em uma conformac3o aleatéria no solvente aquoso, teria acesso ao
meio hidrofébico do interior da membrana, onde estabilizaria em uma conformacéo

anfifilica, com uma regifio em hélice-o. mergulhada no meio hidrofébico.
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7 Dindmica Molecular do o-MSH em Presenca de Membrana.

Melanotropinas s%o horménios peptideos envolvidos em vérios processos
fisiolégicos e neuroldgicos, sendo conhecidos pela sua capacidade em estimular
c¢lulas pigmentares. O interesse em seu estudo vem crescendo devido aos seus efeitos
sobre os sistemas nervoso e imune e a possibilidade de suas aplicagdes clinicas no
tratamento de distirbios pigmentares e do cincer melanoma. A o-Melanotropina, o-
MSH (horménio estimulador de melandcito; Ac-Ser-Tyr-Ser-Met-Glu-His-Phe-Arg-
Trp-Gly-Lys-Pro-Val-NH,), foi um dos primeiros hormdnios peptidicos a ser extraido
da glandula pituitdria ¢ a ter sua seqiiéneia de aminoécidos determinada. O grupo
acetil, ligado ao terminal-N do peptideo durante a biossintese, ¢ importante para
potencializar a a¢o do horménio na pigmentagio (Hruby et al., 1993). O o-MSH deriva
de uma proteina precursora, a proopiomelanocortina (POMC), que ¢ clivada por
enzimas proteoliticas gerando familias de peptideos, incluindo adrenocorticotropinas,
melanotropinas e endorfinas. Além da pituitdria, a POMC & expressada em
quantidades limitadas no hipotdlamo, no sistema imune e em outros tecidos. Seu
processamento ocorre de maneira especifica em cada um desses tecidos, dependendo
da “maquinaria” enzimética disponivel em cada tipo de célula. Assim, enquanto o a-
MSH produzido na pituitéria € acetilado, o produzido no hipotadlamo nfo o é, em
concordancia com a diversidade de fungdes bioldgicas atribuida ao peptideo (Cone et
al, 1993). Descoberto como um horménio que afeta a pigmentacio em tecidos
periféricos, especialmente a pele, h4 crescentes evidéncias de que o o-MSH atua
como neurotransmissor e/ou neuromodulador em processos como aprendizado,

memoria, atengdo e motivagio (Jegou et al., 1993).

Estudos relacionando estrutura quimica e atividade bioldgica t8m encontrado
analogos agonistas, superpotentes e de atividade prolongada pela resisténcia a
degradac@o enzimatica (Sawyer et al., 1980; Hruby et al., 1983; Al-Obeidi et al., 1989a e 1989b),
bem como antagonistas para o-MSH (Jayawickreme et al., 1994; Hruby et al,, 1995). Uma
das principais descobertas nos primeiros estudos nessa linha foi o fato de o
tetrapeptideo central His-Phe-Arg-Trp ser suficiente para o estimulo de melandcitos
na pigmentaggo, ficando o restante dos residuos com o papel de modular a poténcia do
horménio (Hruby et al., 1984). A exploragdo da regifio central do a-MSH levou ao

desenvolvimento do agonista [NIe4,D-Phe7]0t-MSH, no qual a metionina na posigiio 4
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¢ substituida pela norleucina e a fenilalanina levogira na posigéio 7 é substituida pela
fenilalanina destrégira (Sawyer et al,, 1980). Esse peptideo ¢ um dos andlogos mais
potentes conhecidos, além de ter efeito bioldgico prolongado, tanto sobre a
pigmentagio de pele como sobre a atividade de enzimas em melanoma (poténcia 22:1
em pele de 13, 2:1 em pele de lagarto e 100:1 na ativagdo da tirosonase de melanoma
em relagdo ao o-MSH; Hruby et al, 1993). Atribui-se essas caracteristicas a
conformagéio em volta-B reversa (B-turn), que poderia ser estabilizada pela D-Phe7 e
por uma ponte salina entre o residuo carregado negativamente Glu5 e um dos
carregados positivamente, Arg8 ou Lys11 (Sugg et al., 1988; Al-Obeidi et al., 1989¢; Hruby et
al., 1988; Hruby et al., 1993).

Varios analogos ciclicos foram usados para verificar a importancia da possivel
estabilizagio de uma dobra-f na regifio central do peptideo, resultando geralmente em
agonistas mais potentes e de agdio prolongada. A ciclizagfo por ponte dissulfidrica
produziu o agonista [Cygﬂ(_jxsw]oc-MSH superpotente em alguns ensaios de
pigmentagdo de pele, enquanto alguns lactam ciclicos como Ac-[N]e4,A§p_§,&
_E’Il_el,Lyslo]a-MSH4_io-NH2 (poténcia 0,5:1 em pele de rd, 90:1 em pele de lagarto e
100:1 na ativagdo da tirosinase em melanoma em relagdo ao a-MSH; Hruby et al.,
1993), sdo superpotentes também para a atividade da tirosinase em melanoma. Fatores
estruturais para cadeias laterais tém sido também propostos, para a regido central do
a-MSH, a partir de estudos por NMR (Sugg et al., 1986 e 1988). Sugeriu-se que a
atividade melanotrdpica seria somente observada no andlogo em que os grupos
imidazol, fenil e indol (dos reziduos His, Phe e Trp) estivessem préximos no espaco,
localizados em uma mesma superficie do peptideo, enquanto a cadeia lateral da

arginina estivesse em outra superficie (Sugg et al., 1988; Hruby et al., 1993).

Foram clonados recentemente uma série de receptores para o a-MSH em
membranas, os quais foram identificados como pertencentes a superfamilia de
receptores acoplados a proteina-G, cujas estruturas consistem normalmente em sete
hélices transmembranares acopladas por alcas extra e intracelulares (Mountjoy et al.,
1992; Chhajlani & Wikberg, 1992; Grantz et. al.,1994). Ao mesmo tempo, tem-se estabelecido
a afinidade do o-MSH e alguns agonistas por membranas lipidicas carregadas
negativamente, através de espectroscopias de fluorescéncia (Ito et al., 1993; Macédo et al.,
1996), EPR (ressonancia paramagnética eletronica) e NMR (Biaggi et al., 1996). Sugeriu-

se que a passagem do a-MSH para fases lipidicas leva a estabilizagéio de uma dobra-f§
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no centro do peptideo (Ito et al., 1993). Com esses trabalhos tem-se observado ainda que
quanto maior € a penetragdo na membrana maior é a poténcia bioldgica atribuida ao
analogo ([Nle* D-Phe’]a-MSH e Ac-[Nle*,Asp5.D-Phe7.Lys'"Ja-MSH, ,,-NH,),
sugerindo uma correlagdo entre o grau de penetracio na membrana e a atividade
bioldgica do peptideo. A partir dessa correlagdio & possivel supor a existéncia de sitios
importantes em receptores, para a interacio com esses ligantes, situados préximo a
regido central da membrana. Porém, alguns residuos aminoécidos importantes para a
interagdio receptor-ligante foram identificados nas algas extracelulares do receptor do

o-MSH, melanocortina-1, em células de melanoma humano (Chhajlani et al., 1996).

No presente trabalho pretende-se simular o possivel papel da membrana, ou
das interfaces entre a membrana e o solvente polar, na estabilizagdio de conformagdes
para o a-MSH que atendam os requisitos para o desempenho de sua fungio bioldgica,
levantados através de seus andlogos. O meio de baixa constante dielétrica
intramembranar, aliado as variagdes no potencial eletrostitico nas interfaces
limitariam o nimero de conformacdes acessiveis ao peptideo, sendo portanto um
candidato a promover sua estabilizagfio conformacional, o que poderia favorecer a sua

interag@o com o receptor € a ativagiio do mesmo.

7.1 Métodos

Em simulag@es preliminares do o-MSH em vérias conformagdes na presenca
da interface 4gua-membrana, observou-se que o mesmo nio é estavel na interface,
migrando sempre para o que seria o interior hidrofébico da biomembrana. A fim de
estudar sua estabilizagdo conformacional no interior da membrana, além das
mudangas conformacionais induzidas pela passagem do peptideo pela interface,
estabeleceu-se uma segunda interface para simular uma membrana com espessura
finita. S#o consideradas portanto, duas superficies de descontinuidade dielétrica
separadas entre si por uma distancia de 30 angstrons, valor geralmente estimado para
0 “carogo” hidrofébico de biomembranas, tendo o meio interior € = 2 e os externos &
= 80. A solugdo para o problema da dupla interface foi a mais simples encontrada,
algébrica e numericamente. O método das “imagens eletrostaticas” foi empregado
considerando somente a carga-imagem mais préxima a cada superficie de
descontinuidade, desprezando-se as imagens das imagens quando cargas estdo entre as

duas superficies. Nessa situacio cada interface foi tratada independentemente,
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utilizando-se as equagdes desenvolvidas no Capitulo-2, sendo somadas as
contribui¢des de cada interface para compor o potencial. Para as cargas fora da regifio
entre as interfaces foram consideradas somente as imagens causadas pela interface
mais préxima, aplicando-se diretamente as equagdes para a interface 4gua-membrana

desenvolvidas no Capitulo-2.

Tomando-se como referéncia o ponto central entre duas superficies de
descontinuidade dielétrica separadas por uma distancia D, as 2N cargas-imagem (g, e
g,") de uma carga na posi¢io X entre as superficies posicionam-se, com respeito a
origem, as distancias:

ND+X e N'D-X

com N’ e N” variando de 1 a infinito.

D
[ |
[ ]
X
J— I * * >
q; 0 q q:”
2 | |
! D+X ' D-X !

Com base nos resultados para cargas-teste do Capitulo-2, Figuras 2.3 e 2.4,
assumiu-se que a distancia de separagio de 30 Angstrons torna significativo somente o
efeito das primeiras cargas-imagem (g,” € ¢,”). Em € = 2, onde o efeito da interface
tratada pelo “método das imagens” € maior, a energia potencial aproxima-se da obtida
sem o emprego do método a 30 angstrons de distdncia da superficie de
descontinuidade (Figuras 2.3 ¢ 2.4). Como o a-MSH é um peptideo de dimensdes
inferiores a 30 Angstrons, tomar somente as primeiras imagens pode ser compardo a
introduzir um raio de corte de 30 angstrons para os potenciais de cargas-imagem no
espago entre as interfaces. Continuando nessa linha de aproximagdes, para as cargas
fora da regido entre as superficies de descontinuidade, ao tomar somente as imagens

causadas pela presenga da superficie mais préxima despreza-se a contribui¢iio das
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imagens causadas pela segunda superficie, as quais estariam além de 30 angstrons de

distancia.

Para obter uma conformag3o inicial para a dindmica do o-MSH utilizou-se 0
programa Prelude desenvolvido por Rooman (1991). Nesse método a conformacgdo do
esqueleto peptidico é descrita como uma combinagio de 7 estados estruturais,
baseados no diagrama de Ramachandran e em um campo meédio, derivado do
tratamento estatistico de um banco de dados de proteinas com estruturas conhecidas.
E considerada, no método, a estatistica de estados conformacionais de residuos
aminodcidos individuais e de dipeptideos. As probabilidades para um dado residuo
adotar os 7 estados conformacionais discretos sio entiio convertidas em potenciais de
campo meédio (Sippl, 1990; Rooman et al,, 1991). Uma componente de campo de forga,
devido 2 intera¢des locais, é assim obtida e usada para prever conformagdes de baixas
energias em uma dada seqiiéncia de aminoé4cidos, considerando as influéncias de cada
residuo ao longo da cadeia. Os valores angulares para os diedros ¢ e v, do esqueleto
peptidico, definidos para os 7 estados conformacionais A, C,B,P,G EeOno
programa Prelude encontram-se na Tabela-7.1, juntamente com os valores para as
respectivas conformagdes em coordenadas internas no programa Thor. O sétimo
estado, o estado O, ¢ definido para conformagdes em que o angulo diedral o do

esqueleto ¢ igual a zero.

Tabela-7.1 Angulos diedrais ¢ e y definidos para estados conformacionais no programa Prelude e
coordenadas internas de torgdo definidas no programa Thor para 0s mesmos angulos.

estados conformacionais coordenadas internas de torgo para os 4tomos do esqueleto
peptidico (graus)
¢ (graus) | y (graus) C, Cy C 0 N H
A -65 -40 180 175 295 140 320 0
C -89 -1 180 151 271 179 359 0
B -117 142 180 123 243 322 142 0
P -69 140 180 171 291 320 140 0
G 78 20 180 318 78 200 20 0
E 103 -176 180 343 103 4 184 0
¢ -82 133 0 158 278 313 133 180

O método de Rooman fornece somente conformagdes para o esqueleto
peptidico. Para obter as posi¢Ses das cadeias laterais do o.-MSH, fixou-se o esqueleto

na conformagdo proposta com um potencial harménico extra (como no capitulo
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anterior), deixando as cadeias laterais em conformagdo aleatéria. Aplicou-se entio o
annealing, aquecendo a molécula gradualmente, em 30 ps, até 900 K e resfriando-a
lentamente em seguida, em 150 ps, com a constante dielétrica & = 80. A estrutura foi
reotimizada e velocidades foram atribuidas a cada atomo para simular a temperatura
10 K, a qual foi elevada a 300 K em 150 picosegundos, ajustando-se a temperatura de
referéncia Ty. Apés mais 250 picosegundos de dinimica a 300 K retirou-se as
restri¢des que mantinham o esqueleto peptidico na conformag@o proposta pelo método
de Rooman. Em seguida rodou-se mais 100 picosegundos de dindmica para
equilibragdo do conjunto, totalizando a simulagdo de 500 picosegundos nessa fase

inicial, passando a fase de coleta de dados.

Tomando-se o peptideo com a conformagio equilibrada, aplicou-se 10
nanosegundos de dindmica em & = 80. Em seguida o peptideo foi submetido 4
presenga da membrana modelo, representada pelas duas interfaces de descontinuidade
dielétrica por mais 7,4 nanosegundos de dindmica. O arquivo contendo as
coordenadas no final dos 10 primeiros nanosegundos em ¢ = 80 foi utilizado para
tragar o perfil de potencial atravessando a membrana, ao qual essa conformacio seria
submetida. Durante os 17,4 nanosegundos de duragdo total da dinimica foram
registradas as variagdes nas energias e nos angulos diedrais ¢ e y do esqueleto
peptidico e, e ¥, da cadeia lateral do triptofano, bem como a trajetéria do centro de
massa da macromolécula. Diversas imagens foram geradas com as coordenadas
obtidas em vérios instantes da dindmica para a visualizagdo das mudangas
conformacionais. Outra dindmica de 6 nanosegundos foi efetuada para comparagio,
iniciando com o peptideo ja no interior da membrana, na conformagdo apés o

annealing.

7.2 Resultados e discussdo

obtengdo de uma estrutura inicial para a dindmica

O método de Rooman usa o critério de energia para selecionar e ordenar um
nimero arbitrario de conformagdes de baixa energia, descritas por uma combinagéo
linear de estados estruturais de residuos aminoécidos individuais. Nesse método a
energia estd relacionada com probabilidades estatisticas de ocorréncias

conformacionais no banco de dados e vem dada em unidades arbitrarias. Para
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Tabela-7.2 Conformagdes de baixa energia para o a-MSH propostas pelo método de Rooman (1991)

Sequéncia de aminoécidos (na representagéo de uma letra):

SYSMEHFRWGKPV
Conformagtes*: energia
(unidades arbitrarias)
1 CBAAACACCGPP -1.87
2 CBAAACABCGPP -1.86
3 CBAAACGCCGPP -1.82
4 CBAAACGBCGPP -1.80
5 CBAACCACCGPP -1.79
6 CBAAACAACGPP -1.78
7 CBAACCABCGPP -1.78
8 CBAAACACCEPP -1.74
9 CBAACCGCCGPP -1.74
10 CBAAACABCEPP -1.73
11 CBAAACGACGPP -1.72
12 CBAACCGBCGPP -1.72
13 CBAAACBBCGPP -1.70
14 CBBAACACCGPP -1.70
15 BBAAACACCGPP -1.69
16 CBAAACGCCEPP -1.69
17 CBBAACABCGPP -1.68
18 BBAAACABCGPP -1.68
19 CBAAACGBCEPP -1.67
20 CBAACCACCEPP -1.66
24 CBAAACAACEPP -1.65
22 CBAACCABCEPP -1.65
23 CBAACCGACGPP -1.65
24 CBAAAAACCGPP -1.65
25 CBBAACGCCGPP -1.64
26 BBAAACGCCGPP -1.64
27 CBAAACABCGBP -1.63
28 CBAAAAABCGPP -1.63
29 CBAAACBACGPP -1.62
30 CBAACCBBCGPP -1.62
31 BBAAACGBCGPP -1.62
32 CBBACCACCGPP -1.62
33 BBAACCACCGPP -1.61
34 CBAACCGCCEPP -1.61
35 CBBAACAACGPP -1.61
36 CBBACCABCGPP -1.60
36 BBAAACAACGPP -1.60
38 BBAACCABCGPP -1.60
39 CBAAACGACEPP -1.60
40 CBAACCGBCEPP -1.59
41 CBAAACGCCGBP -1.59
42 CBAAAAGCCGPP -1.59
43 CBAAACBCCEPP -1.59
44 CBAAACGBCGBP -1.58
45 PBAAACACCGPP -1.58
46 CBAAACCCCGPP -1.58
47 CBAAAAGBCGPP -1.58
48 CBAAACBBCEPP -1.57
49 CBAACCAACEPP -1.57
50 CBAACCACCGBP -1.57

(*valores angulares na Tabela-7.1)



Figura-7.1 As cinco conformagdes de mais baixa energia, sobrepostas,
para o esqueleto peptidico do «-MSH, propostas pelo método de Rooman (1991).
(terminal-N em azul e terminal-C em vermelho; a parte em hélice ¢ comum para as cinco estruturas).

Figura-7.2 Estéreo-imagem para a conformagio de minima energia do a-MSH termalizada,
proposta pelo método de Rooman (1991).
(Focalizando no espago atras da pagina é possivel a visualizagdo da estrutura em trés dimensdes).



peptideos que adotam uma conformag@io bem definida em solugéo aquosa é esperado
um gap de energia entre a conformagio de energia minima e as outras conformagdes
preditas. Para peptideos flexiveis sio obtidas varias conformagdes com valores de
energias proximos (Rooman et al, 1991). Na Tabela-7.2 estdo ordenadas as 50
conformagdes de mais baixa energia obtidas para o a.-MSH. Nzo h4 previsdes para a
valina-13 por ela estar no terminal-C do peptideo, que ¢ fora de alcance para o
método. Os valores de energia sio préximos entre si, crescendo continua e
gradualmente, néio sendo observado um gap de energia entre a primeira conformagio
¢ as demais ou entre qualquer conformagio e as seguintes, sugerindo que o a-MSH
seja um peptideo flexivel em meio aquoso. Ha porém conformagdes para residuos
individuais que se repetem em toda, ou quase toda, a seqiiéncia de 1 a 50 (Tabela-7.2).
Esses residuos séo: tirosina-2 na posigio B, regidio das folhas-B; serina-3 e metionina-
4 na posigdo A, regifio das hélices-ai; histidina-6 e triptofano-9 na posigdo C, regido
das hélices-3,, que é de transigdo entre hélice-o. ¢ folha-B; Lisina-11 e prolina-12 na
posicdo P, regido das hélices tipo poli-prolina ou regidio de conformacdes estendidas
como a da posigdio B. A serina-1 ¢ freqiiente na posigio C, porém ¢ um residuo da
extremidade da cadeia, regiio geralmente mais flexivel. O 4cido glutdmico-5 é mais
freqiiente na posigdo A, aparecendo também na posigéio intermediéria C. Os residuos
fenilalanina-7 e arginina-8 nfo apresentam conformagdes preferenciais, indicando
estarem em uma regido mais flexivel da cadeia. Finalmente a glicina-10 prefere a
posigdo G que corresponde a regifio das hélices-o. para a esquerda, aparecendo
também na posi¢do E que, como a posigio G, é visitada principalmente pela glicina

pelo fato desse residuo ndo possuir cadeia lateral,

aplicagdo da dindmica em dgua

Na Figura-7.1 sdo apresentadas as imagens sobrepostas das 5 conformagdes de
mais baixa energia para o esqueleto peptidico, correspondentes as 5 primeiras linhas
da Tabela-7.2. A regidio em hélice, comum aos residuos 3,4, 5 e 6, ¢ marcada por uma
barra retangular. Nos residuos 7 e 8 ocorre a ruptura da hélice e a partir dai as
conformagdes nfio mais coincidem na representa¢do, variando entre estruturas
dobradas e estendidas. Os residuos 11 e 12, como indicado na Tabela-7.2, conferem
estiramento para a regifio terminal-C da cadeia. A conformagéo de mais baixa energia

foi utilizada na simulagfo da dinimica do o-MSH. Apds dindmica de equilibragio de
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Figura-7.3 Conformagdes do esqueleto peptidico do a-MSH obtidas, em dindmica molecular em
solvente polar, a partir das coordenadas atdmicas em intervalos de 2 nanosegundos:
At=0,b)t=2,c)t=4,d)t=6,¢) t=_8 e f) t = 10 nanosegundos.



500 picosegundos em € = 80, essa conformagio inicial evoluiu para a que aparece em
estereo-imagem na Figura-7.2. A estrutura do esqueleto praticamente coincide com a
proposta na primeira linha da Tabela-7.2. Os residuos carregados positivamente Arg8
e Lys11 aparecem expostos ao que seria o solvente polar, em lados opostos da cadeia.
O residuo negativamente carregado Glu5 aparece também mais exposto, do mesmo
lado que a Lysl1 porém sem estabelecer ponte salina com a mesma. Os residuos
centrais néo carregados His6, Phe7 e Trp9 aparecem menos expostos ao solvente.
Essa distribui¢do de residuos ¢ compativel com o esperado para cadeias peptidicas em

meio polar.

Em um estudo utilizando o “método das matrizes” para a procura de familias
conformacionais em peptideos no espago de configuragdes, Jacchieri (1995) obteve
tr€s conformagdes de baixa energia para o a-MSH, uma para cada rotamero do Trp
associado a torgdes do diedro ;. As conformagdes do esqueleto com os rotimeros
gauche” e gauche’ do Trp apresentaram uma volta de hélice na regidio dos residuos 3 a
7, a mesma regido em hélice na Tabela-7.2 ¢ Figura-7.2. Pelos fatores estruturais
presentes nessas conformagdes, propds-se que o peptideo as assumiria quando

estivesse em solugio aquosa (Jacchieri & Ito, 1995).

A evolugdo da dinamica por 10 nanosegundos, em & = 80 a 300 K, sugere
porém que essa conformagio para o o-MSH n3o é estivel em solvente aquoso
(Figura-7.3), como apontado pela variagfio continua de energia na Tabela-7.2. Na
Figura-7.3a € apresentada a conformagdo para o inicio da dindmica de 10
nanosegundos, que ¢ a mesma ap6s a dindmica inicial de 500 picosegundos para
equilibragdo. As imagens para o esqueleto nas Figuras 7.3b-7.3f seguintes, foram
obtidas a partir das coordenadas tomadas em intervalos de 2 nanosegundos (Figura-
7.3b,t=2ns; 7.3¢c, t =4 ns; 7.3d, t = 6 ns; 7.3e, t= 8 ns; 7.3f, t = 10 ns). A estrutura,
que ¢ mais empacotada inicialmente, evoluiu para uma forma estendida. A
conformagéo em hélice desfez-se nos primeiros nanosegundos da simulagio, dando
lugar a um loop (Figura-7.3¢) que foi reduzido e deslocado para os residuos 7, 8, 9 ¢
10 (Figura-7.3f). Esse comportamento est4 em concordancia com a instabilidade de
hélices em solvente continuo, de alta constante dielétrica, abordada no Capitulo-5
(seg@o 5.2). Nas condi¢des dessa simulagiio, as pontes de hidrogénio intramoleculares,

que estabilizariam a hélice, sdo enfraquecidas pela alta constante dielétrica do meio.
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o perfil de potencial através da membrana

energia potencial (Kcal/mol)

coordenada-X do centro de massa (A)
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Figura-7.4 Pogo de potencial para o o«-MSH na membrana (a)
e a trajetoria do centro de massa da molécula capturada por ele (b).

A conformagio estendida, do final da dindmica no meio polar (Figura-7.3f),

foi utilizada para o calculo do perfil de potencial através da membrana. As superficies

de descontinuidade dielétrica foram posicionadas em X = 50 ¢ 80 angstrons. O centro

de massa da molécula foi deslocado em intervalos de 0,1 angstron no eixo X, entre as

posi¢des 30 e 100 angstrons, sendo calculada a energia potencial da molécula em cada

ponto. O resultado foi um pogo de potencial simétrico na regi%o central da membrana

¢ assimétrico nas interfaces (Figura-7.4a). Alguns minimos locais apareceram nas

interfaces em nuimero e posi¢des diferentes, comparando-se as duas interfaces, pelo
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fato de a molécula ter sido deslocada pela membrana sempre com a mesma

orientagdo.

As coordenadas e velocidades armazenadas no final da dindmica no solvente
continuo de € = 80 foram recuperadas para reinicializar a dinamica na presenca da
membrana. O centro de massa do o-MSH, que inicialmente estava em repouso
préximo a X = 32 angstrons, passou a deslocar-se em dire¢fio a membrana, acelerado
inicialmente pelo declive suave da energia potencial do meio extra-membranar e
posteriormente pela parede do pogo no interior da membrana (Figura-7.4b). O
peptideo néo foi retido nos minimos locais da interface indo direto para a regido
central da membrana, onde seu centro de massa adquiriu um movimento oscilatério,

centrado no eixo da membrana paralelo as interfaces.

andlise das dindmicas (em dgua e membrana)

As variagbes nas energias potencial, cinética e total para os 174
nanosegundos, o tempo total de duragdio da dinimica (4gua + membrana), sio
apresentados na Figura-7.5a. A energia cinética é mantida sempre constante pelo
acoplamento com o reservatério térmico, de maneira que a queda na energia potencial
com a entrada do peptideo na membrana leva & queda na energia total da molécula. A
energia total para o peptideo no meio aquoso nfo é uma reta, como & para o triptofano
observada no Capitulo-5 (segfio 5.1). E possivel atribuir isto as grandes mudangas
conformacionais sofridas pelo peptideo e¢ & maior diferenca em energia entre os
estados conformacionais visitados, em comparago com o triptofano cujas diferencas
em energia entre os rotdmeros ndo excederam 1 Kcal/mol. Pode ser essa uma das
razbes em considerar-se satisfatéria a flutuagio da energia total em um porcento, com
relagdo a energia cinética, em macromoléculas (Brooks et al., 1983). As flutuag¢Ges na
energia total no interior da membrana podem ter contribui¢des devidas ao movimento
do centro de massa da molécula, que permaneceu oscilatério até o final da dinimica
(Figura-7.5b). A energia total no interior da membrana ainda decresce com o passar
do tempo, o que pode ser atribuido a tendéncia das moléculas em buscar
conformagdes mais estiveis e em parte a0 amortecimento do movimento de seu centro

de massa.
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Figura-7.5 Variagio das energias potencial, cinética e total para o o-MSH em meio polar e no interior
da membrana (a) e o comportamento do seu centro de massa durante toda a dindmica (b): em repouso
no meio continuo de € = 80 e oscilatério entre as interfaces.

(o intervalo entre 10 e 11 nanosegundos em “b” corresponde a Figura-7.4b).

As trajetérias de todos os dngulos diedrais ¢ e y durante os 17,4 nanosegundos
de duragdo da dindmica completa encontram-se na Figura-7.6. A Tyr2, que na Tabela-
7.2 aparece sempre na regizo f, visitou também a regifio das hélices no meio aquoso e
passou cerca de 1 nanosegundo em uma regiio desfavoravel (¢ ~ 60, y ~ -60) do
diagrama de Ramachandran apés entrar na membrana, terminando a dinimica na
regido das hélices. A Ser3, que aparece principalmente na regido de hélice-o. na
Tabela-7.2, saiu rapidamente dessa conformagio na agua mas voltou a ela nos 5

nanosegundos finais da dindmica.
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Figura-7.6 Evolugéo temporal dos angulos diedrais ¢ (linha continua)
e y (linha tracejada) do «-MSH
(as setas indicam o instante da passagem para o interior da membrana)

Os diedros da Met4 ficaram a maior parte do tempo na conformagio hélice-o,

como previsto na Tabela-7.2, visitando a regidio p em t = 8 ¢ 10 nanosegundos
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(Figura-7.6). Apesar do Glu5 ter ficado a maior parte do tempo em hélice-a, sua
conformagio mais provavel, préximo a 8 nanosegundo ele saiu dessa conformagio,
indo para folha- e ai estabilizando-se na membrana. A His6 permaneceu em sua
conformagdo prevista quase todo o tempo. Embora ndio tenha sido prevista uma
posigdo preferencial para a Phe7, ela permaneceu em hélice-a, todo o tempo. A Arg8,
que também ndo teve conformagdo prevista, ficou em hélice a maior parte do tempo
em agua, mas estabilizou-se proximo a regifio B no interior da membrana. O Trp9
ficou em média na sua regifio prevista, entre hélice-o, e folha-B, mas praticamente
estabilizou-se em hélice-o. na membrana. Por nfio possuir cadeia lateral e portanto ndo
sofrer restri¢des conformacionais, a Gly10 alterou varias vezes sua conformacdo em
agua, preferindo porém a regifio f no meio hidrofébico. A Lys11 ficou proxima a sua
conformag#o prevista para o esqueleto praticamente o tempo todo, enquanto a Prol2

esteve na sua posi¢do em 4gua, ficando mais tempo em hélice-o. na membrana.

De um modo geral, a Figura-7.6 mostra que houve estabilizacfo
conformacional do esqueleto, entre os residuos 2 a 11, no interior da membrana.
Porém, somente os residuos Ser3, Met4, His6 estabilizaram-se em posi¢Bes mais
freqiientes na Tabela-7.2 enquanto Tyr2, Glu5 e Trp9 estabilizaram-se em
conformagdes néo previstas. As trajetérias dos diedros ¢ e y do triptofano estfo juntas
com a dos diedros ¥ e y, na Figura-7.7, para comparag3o. Em dois instantes parece
haver maior correlagio entre os diedros, em mudangas conformacionais: préximo a t =
1 nanosegundo o esqueleto passa da conformagéio hélice-3, para folha-B enquanto a
cadeia lateral passa de antiy,g para perpy,g" e ap6s a entrada na membrana, préximo
a t = 11 nanosegundo, o esqueleto passa de folha-B para hélice-o enquanto a cadeia

lateral passa de antiy,g" a perpye .

Pelos resultados para o diedro ; do Trp no Capitulo-5 (Figura-5.2¢c), de
acordo com as trés populagdes de rotdmeros encontradas para o Trp em experimentos
de NMR e com o “modelo de rotdmero” para o decaimento fluorescente, sio
inesperadas as interconversdes conformacionais observadas para o angulo diedral y,
na Figura-7.7. Foram trés mudancas conformacionais em dgua e uma logo apéds a
entrada na membrana, em um intervalo de 11 nanosegundos. A mudanca logo apds a
entrada na membrana pode ser explicada levando-se em conta as mudangas globais na
conformagio do peptideo com sua entrada e acomodagio no meio hidrofébico. A

primeira mudanga pode estar associada a ruptura da hélice no inicio da dinamica,
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enquanto as mudangas proximas a t = 7 e 9 nanosegundos estariam ligadas ao
estiramento da cadeia. Varios residuos sofrem mudancas conformacionais entre 7 e 9
nanosegundos, sendo o GluS o que mais se alterou, registrando o estiramento da
cadeia pela sua passagem da conformagio compacta hélice-o. para a estendida folha-p
(Figuras 7.3 e 7.6). Supondo que a conformagio estendida seja a preferida para o o-
MSH em solugio aquosa, como parece ser a regra para peptideos com suas dimensdes
(ver polialanina: Capitulo-5, se¢fio 5.2; Taylor & Kaiser, 1987), € possivel que nfio mais
ocorram mudangas globais como ruptura de hélice e estiramento. O peptideo passaria
a flutuar entre conformacdes estendidas e o residuo triptofano estabilizaria em um

rotamero ao redor do diedro y, em 4gua.
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Figura-7.7 (a) Trajet6rias dos diedros y, e y, da cadeia lateral e (b) ¢ e y do esqueleto do triptofano.

O método de Rooman pode néo ser adequado para a previsdo conformacional
de qualquer peptideo em solugio aquosa por basear-se em um banco de proteinas,
onde a maioria dos residuos aminoacidos estariam empacotados no interior
hidrofébico das mesmas. Esse método foi criado baseando-se no fato de haver

enrolamentos e empacotamentos locais, anteriores ao empacotamento global das
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proteinas. Em tais regides as interagdes locais seriam de grande importancia na

estabilizagdo prévia de estruturas secundérias, de forma que peptideos com a mesma

seqiiéncia de aminoécidos teriam estruturas estaveis em agua, apresentando um gap de

energia entre a conformagdo mais provéavel e as demais (Rooman, 1991). Como exposto

anteriormente, ndo é o caso do o-MSH, ele nio apresenta gaps de energia na Tabela-

7.2 ¢ assume uma conformagéo diferente das propostas em 4gua.
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Figura-7.8 Evolugdo temporal dos diedros ¢ € y do a-MSH para a dinimica iniciada na membrana.
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A conformag&o proposta para o o-MSH, pelo método de Roorfian, mostrou ser
estavel quando a dindmica inicia com o peptideo ja no interior da membrana, nessa
conformag@o (Figura-7.8). Foram rodados 6 nanosegundos de dinimica e a molécula
permaneceu centrada na membrana. N3o ocorreu praticamente mudangas
conformacionais entre os residuos 3 e 11, ficando estavel uma hélice entre a Tyr2 ea
Arg8. Porém, entre o local da sintese e seu destino no sitio ativo do receptor, espera-se
que esse peptideo seja exposto ao solvente polar extracelular, onde a conformagio
helicoidal seria instivel. Além disso, para a estimulagio de melanécitos ¢ mais
compativel uma conformagdo em dobra-p do que em hélice-o. na regido mais
relevante para a atividade bioldgica, His6-Phe7-Arg8-Trp9, como sugerem estudos de
estrutura-fungéio com o a-MSH e seus anélogos (Sugg et al., 1988; Al-Obeidi et al., 1989c;
Hruby et al, 1993). A Figura-7.6 sugere que quando o peptideo estendido no meio

aquoso ¢ incorporado na membrana, ocorre a estabiliza¢io de uma dobra-f3 na Arg8.

O momento da entrada do o-MSH na membrana é registrado por uma
seqiiéncia de imagens na Figura-7.9a, geradas a partir das coordenadas atdmicas
tomadas em intervalos de 2 picosegundos. E possivel a visualizagdo do peptideo vindo
pelo meio aquoso estendido, em movimento rotacional, entrando em seguida na
membrana. Na primeira interface 0 mesmo dobra-se ao meio e seu centro de massa
passa a oscilar entre as duas interfaces. O instante da dobra foi préximo a t = 10
nanosegundos, como pode-se observar na evolugio dos diedros ¢ e v da Arg8 na
Figura-7.6. A conformagfo do esqueleto, estabilizada no final da dinamica, pode ser
visualizada na seqiiéncia de imagens da Figura-7.9b, tomadas em intervalos de 50
picosegundos. Na Figura-7.10 s#o apresentados mais detalhes das conformagdes finais
em 4agua e na membrana. Sdo destacados os residuos carregados GluS’, Arg8" e
Lys11, que nfio formaram pontes salinas no solvente polar devida a alta constante
dielétrica do meio (Figura-7.10a). Porém, no interior da membrana, a baixa constante
dielétrica propicia maior atracdio eletrostatica favorecendo a estabilizagdo dessas
pontes, sendo talvez o principal motivo da dobra do peptideo ao meio (Figura-7.10b).
Cria-se entdo um “carogo” hidrofilico e uma superficie hidrofébica no peptideo, com a
segregagdo dos residuos pelas suas cargas. Na Figura-7.10c esse “caroco” hidrofilico
pode ser visto em detalhe e em outro angulo, com o residuo Glu5 ladeado pela Arg8 e

Lysll a distancias entre 3 e 4 angstrons. No detalhe também podem ser vistos os
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Figura7.9 Representagdes gréficas para o esqueleto peptidico do «-MSH (a) migrando para o interior
da membrana (coordenadas geradas em intervalos de 2 picosegundos) e (b) apos estabilizagdo
conformacional na membrana (coordenadas geradas em intervalos de 50 picosegundos).
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residuos His6, Phe7 e Trp9 formando parte de uma superficie hidrofébica circundando

o nucleo hidrofilico.

Esse arranjo estrutural para o o-MSH estdi em pleno acordo com a
conformag@o biologicamente ativa proposta na literatura. Os ensaios de estrutura-
fungdio encontraram andlogos superpotentes pela selegdo de peptideos que se

estabilizam em conformagdes bastante préximas a esta.
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8 Conclusoes

validade dos modelos e métodos utilizados

Na escolha da fungo energia potencial utilizada no programa Thor procurou-
se atender ao compromisso entre acuracia e simplicidade, para a analise estrutural e
dindmica de macromoléculas, tanto em meios homogéneos como no meio
inomogéneo das interfaces bioldgicas. A aproximagdo de “4dtomo unido”, que agrupa
os atomos da ligagdo C-H em pseudoatomos, nio levou a perdas observéveis na
descrigdo de estruturas e, a0 mesmo tempo, reduziu para préximo da metade o nimero
de atomos dos sistemas estudados, resultando no ganho em tempo de computagio.
Com essa aproximagdo nfio ha variagdes no nimero ou posi¢des de minimos de
energia, tanto em cadeias laterais como em esqueletos de peptideos. Os rotdmeros do
triptofano foram encontrados nas posigdes previstas, enquanto os esqueletos
peptidicos obedeceram o diagrama de Ramachandran. O comportamento dindmico do
triptofano, bem como a distribuigio populacional de seus rotAmeros foram
concordantes com o observado experimentalmente. A modelagem explicita somente
dos 4tomos de hidrogénio polares, descreveu satisfatoriamente as pontes de
hidrogénio e a estabilizagfio de estruturas secundérias em baixa constante dielétrica. O
tratamento do solvente como um continuo eletrostatico foi satisfatério na descrigio
das conformagdes estendidas para peptideos em dgua e no empacotamento dos
mesmos em meio apolar.

O resultado obtido com o emprego do “método das imagens eletrostaticas”,
para a descri¢fo da descontinuidade dielétrica na interface agua-membrana, tende ao
mesmo resultado sem o emprego do método em regides distantes da interface,
mostrando a coeréncia do modelo. Na regifio da interface, o degrau de potencial sobre
a superficie de descontinuidade entre os dois meios & suavizado com o emprego do
meétodo, evitando a descontinuidade no potencial. Além de gerar forgas que
direcionam as moléculas para o meio intra ou extramembranar, a suavizagio do
potencial é um pré-requisito para a aplicabilidade da Dinimica Molecular. B
necessario que a energia potencial seja uma fungio continua das posigdes e que o
passo de tempo seja pequeno, para que as posi¢des atdmicas possam ser previstas em

cada passo a partir das posi¢des nos passos anteriores.
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estudos conformacionais do triptofano

Na utilizagdo do método annealing mostrou-se que a configuragdo que
confere o minimo global de energia potencial para uma dada estrutura, nio &
necessariamente a mais visitada ou a mais populada. Em um sistema termodinimico
espera-se que o minimo global seja calculado através da energia livre de Gibbs,
incluido-se contribui¢des entrépicas. Por exemplo, nas populagdes de rotimeros do
triptofano, as conformagdes de menor energia potencial niio foram as mais visitadas e
a conformagdo gauche', que foi a menos visitada, em geral ndo apresentou a maior
energia potencial. Ao mesmo tempo, enquanto as conformagdes trans e gauche
possuem maior liberdade de movimento a conformag#o gauche é mais restringida em
seus movimentos. Uma concordéncia entre a distribuigio populacional calculada e a
energia livre de Gibbs seria possivel, atribuindo-se menor entropia a conformagio
gauche” e maior entropia as duas outras conformacdes.

A dindmica do triptofano mostrou que suas mudangas conformacionais ao
redor do diedro y, podem ser muito mais freqiientes do que ao redor de ¥y,
concordando com o fato de as populagdes associadas aos dois microestados
conformacionais ao redor de y, ndo serem resolvidas por NMR ou fluorescéncia com
resolugdo temporal. A menor populagio para a conformagio gauche’ estd em
concordancia com o freqiientemente observado em NMR. Em experimentos de
fluorescéncia em que observa-se trés tempos de vida para o triptofano, a conformagio

+ . . r .
gauche ¢ candidata a ser a de menor fator pré-exponencial.

estabilizagdo de hélices-o

Mostrou-se que a estabilidade de hélices-o é um efeito cooperativo pois as
flutuagdes conformacionais diminuiram gradualmente partindo das extremidades em
dire¢éo ao centro da polialanina, ficando a maioria dos residuos centrais estabilizados
em hélice-a. A estabilizagdo foi atribuida as pontes de hidrogénio miltiplas ou
flutuantes entre os residuos n ¢ n + 3, n + 4 ou n+ 5, como conseqiiéncia de
flutuagdes térmicas. A possibilidade das pontes de hidrogénio deslocarem-se entre
residuos vizinhos ¢ importante para o folding de cadeias polipeptidicas. Mostrou-se
ainda que a baixa constante dielétrica é importante para a estabilizagdo de hélices-o

mesmo para as hélices anfifilicas que, apesar de estarem na interface entre o meio

105



aquoso ¢ a membrana, ou entre o meio aquoso e o interior hidrofébico de proteinas

globulares, seu eixo pode estar deslocado para o interior do meio apolar.

mudangas conformacionais na interface agua-membrana

A passagem de peptideos para o interior de biomembranas, ou sua retengdo na
interface com o meio hidrofilico, pode ser acompanhada de empacotamento e
estabilizagéio conformacional da cadeia. Isso seria causado pela reducgdo dos graus de
liberdade, imposta pela baixa constante dielétrica do interior hidrofébico ou pela
variagdo do potencial na interface. A hélice anfifilica de uma B-endorfina modelo foi
parcialmente conservada na interface e o tetrapeptideo His-Phe-Arg-Trp mostrou
perfis de potencial diferentes, conforme o grau de empacotamento. Uma regidio da
seqliéncia sinal para o receptor-A na e. coli, teve conformagio em hélice-o
estabilizada perpendicularmente a interface como proposto na literatura.

A trajetéria dessa seqiiéncia sinal perante a interface 4gua-membrana mostrou
que a passagem através da interface ou sua retengdio na mesma depende de fatores
como conformagdo e distribuigdo de cargas. Uma conformagio randémica na forma
zwitteriénica do peptideo atravessou livremente a interface, acompanhando uma curva
de potencial decrescente para o interior da membrana, sem barreiras ou minimos de
energia significativos. Quando a conformagio em hélice-o. foi imposta para uma parte
do peptideo, sua passagem para o meio apolar foi impedida por uma barreira de
potencial. Porém, quando instalado inicialmente do outro lado da barreira, sua
trajetéria foi capturada por um minimo de energia na interface. Supos-se portanto que
a hélice seria formada apés a entrada do peptideo na membrana, concordando com a
instabilidade sugerida para essa estrutura em meio polar. Para a forma nZo
zwitteridnica com a conformagfo parcialmente em hélice-o. observou-se também um
minimo na regido da interface porém, nenhuma barreira significativa foi observada
para reter o peptideo no meio aquoso.

O estiramento do o-MSH no meio de alta constante dielétrica é também
compativel com a instabilidade de peptideos de porte médio em conformagdes
empacotadas ou em hélice em meio aquoso. Nesse caso porém, o desenrolamento da
estrutura foi mais lento que o da polialanina, de maneira que apos 10 nanosegundos
em dgua, um resquicio de loop foi ainda observado. E possivel que essa regifio em

loop seja estavel em 4gua. Ao entrar em contato com a membrana o o.-MSH dobrou-se

106



ao meio imediatamente, estabilizando-se em seguida em dobra-B no interior da
membrana. A estabilizagdo dessa dobra foi reforgada por pontes salinas entre os
residuos Arg8, GluS e Lysl1, os quais formaram um “carogo” hidrofilico segregado
de uma superficie hidrofébica. A estabilizagfio dessa dobra e a exposi¢do dos residuos
His6, Phe7 e Trp9 estdi em pleno acordo com o esperado para a conformagio

biologicamente ativa do peptideo.

contribuicdo para o efeito hidrofdbico

Com a aplicagdo do “método das imagens eletrostaticas”, alguns peptideos
carregados com cargas do mesmo sinal mostraram um comportamento hidrofilico. No
caso da tetralisina houve um minimo na interface ao lado de uma barreira para o meio
hidrof6bico, concordando com a anfifilicidade atribuida a esse aminoacido. 0]
fragmento modelo para a hélice anfifilica da B-endorfina comportou-se da maneira
esperada. Uma inspe¢dio na seqiiéncia de aminoacidos dessa estrutura mostra que
todos os residuos carregados sio lisinas. A seqiiéncia mensageira minima do o.-MSH,
His-Phe-Arg-Trp, atravessou para o interior do meio hidrofébico, o que se poderia
esperar pelo arranjo estrutural desse segmento no horménio na conformagio
biologicamente ativa. A seqiiéncia sinal estudada comportou-se como o previsto,
incorporando-se & membrana e ai estabilizando em uma conformagio parcial em
hélice-a.. Quanto ao a-MSH, a observagio experimental é que o0 mesmo interage com
membranas lipidicas carregadas negativamente, instalando-se préoximo as interfaces
com o meio polar, como resultado de sua carga liquida positiva. Tem se observado
ainda que a interagio com membranas lipidicas zwitteriénicas é mais fraca. O papel da
membrana seria porém relevante para a estabilizacdo da conformagio biologicamente
ativa.

A hidrofobicidade tem contribuigdes entalpicas e entrépicas intermoleculares,
vindas de interagdes soluto-solvente, solvente-solvente e soluto-soluto, bem como
intramoleculares, vindas de interages internas nas moléculas do soluto e do solvente.
No presente trabalho considerou-se somente a renormalizagdo das interagdes
cletrostéticas intramoleculares, perante um continuo eletrostatico representando o
solvente, ou uma superficie de descontinuidade dielétrica representando a interface

agua-membrana. Apesar de cobrir somente uma parte das interagdes que contribuem
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para a hidrofobicidade, pode-se dizer que no modelo aqui proposto o comportamento

anfifilico, hidrofébico ou hidrofilico de alguns peptideos foi reproduzido.
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Apendlce-A Coordenadas, ligacdes e cargas atdbmicas para o triptofano
(arquivo de entrada “trp.IN”).

molecula:

triptofano (antiX2g+)
MECANICA MOLECULAR
MD HOOK FTHET FDHP FDHI FVDW COULOMB

.1000000000
.0000100000
.0000000000
80.0000000000
2.0000000000

1 H
2 H
3 NL
4 H
5 CH1

6 CH2

7 CB

8 CRS1

9 CB
10 NRS*
11 H
12 CB
13 CRé6l
14 CRé61
15 CRél
16 CR61
17 c
18 oM
19 oM

0 XXXX

3.47747
2.49418
2.54666
2.23592
1.78646
27771
-.21057
.02239
-.94057
-.51688
-.46384
-1.15538
-1.52898
-2.03783
-2.40306
-2.62987
2.21517
1.94345
2.64362
0.00000

VELOCIDADES APOS

1 H
2 H
3 NL
4 H
5 CH1
6 CH2
i CB «~
8 CR51
9 CB
10 NR5*
11 H
12 CB
13 CRr61
14 CRr61
15 CRrReél
16 CRé6l
17 of
18 oM
19 OM

25.28828
4.72704
5.07626

13.61323

.84878
-.11025

-3.61886
2.91537
3.11310
3.58088
9.84792
3.48301

-1.01825
-.71486

-1.64549

-3.07056

-2.92918

-2.07300

-6.62963

Valor inicial do passo DELTA-X usado na minimizacao.

Valor da precisao no calculo do potencial.

Posicao da interface no eixo X.

Valor
Valor

=1.
i
o1
—2is
.91332
.14213
.04886
.88818
.07121
.49649
.93195
.34457
.03026
.45061
.83752
.56094
.53544
.06987
.16414
.00000

oRr R

de EPSLONL,
de EPSLONZ,

95887
92043
97427
85200

-1.59791
-.31870
-1.29246
-1.58402
-2.00885
-1.79926
-.32155
.65487
.26351
1.80856
2.73640
1.60086
-.44036
2.33617
.32137
1.69239
-1.82574
-.74958
-2.84999
0.00000

A DINAMICA MOLECULAR

4.
6.
5.
5.
3.

3
-4
-4
-2

-2

18129
39863
51143
82527
65659

.52343
.04717
.90476
.89009
=-6.
.47258
-5.

06034

03461

-.89884

-3.
-3
=3,
10.

42041
44586
41955
93414

-.62445

8

.03401

5.04510
10.58678
-8.75521

-.25389
-3.97250
-7.54867

.54293
-1.30143

2.12650

-3.85442
-23.20363

2.74116

6.97340

5.78256

6.86972

7.07224
-8.49117

1.31563

1.71416

COUWOoOOIJNHhUTWWE WW

B =

-

=
COO0OWOOOOLONWOWOIOMOO

COO0OO0O0O0O00COO0OO00O0O0O0O0O0OWLOO

COO0OO00O0O0O0OO0OO0O0COO0DODO0OO0OO0OOC

correspondente aoc meio aquoso.
correspondente ao meio apolar.

[eNeolololeolololeNololololeloleolelololoNe]

.248
.248
.129
.248
.127
.000

.000
.000
.050
.190
.000
.000
.000
.000
.000
.270
.635

1

0.000

2H
3H

1H
CA
CB
CcG
CD1
CD2
NEL
HEL
CE2
CE3
cz2
Ccz3
CH2

OXT

As duas primeiras linhas do arquivo de entrada “IN” acima sdo para

comentarios. A terceira e quarta linha sdo para comandos: MD para simulagio de

Dindmica Molecular; HOOK para o calculo das forgas de Hooke, FTHET para as forgas

envolvendo os dngulos 0, FDHP para as forgas diedrais proprias; FDHI para as
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improprias, FVDW para as de Van der Waals, e COULOMB para as eletrostaticas.
Outros comandos sdo: OTMZ para a otimizagio de geometria, ANIL para o annealing,
INTERFACE para uma interface agua-membrana, MEMBRANE para as interfaces
agua-membrana-agua;, XSUPER para tragar o perfil de potencial, e INTERNAL para a
entrada em coordenadas internas (tabela abaixo). As linhas seguintes sdo: o valor do
deslocamento nas coordenadas para iniciar a otimizagdo de geometria; o fator de
convergéncia AV para o término da otimizagdo; a posicdo da interface 4gua-membrana
no eixo X quando se usa o comando INTERFACE ou MEMBRANE (no caso desse
Gltimo a segunda interface é colocada automaticamente a 30 angstrons a direita da
primeira); € os valores para as constantes dielétricas para o meio aquoso e apolar. As
colunas sdo: o numero I de cada 4tomo; o simbolo atdmico do GROMOS; as
coordenadas X, Y e Z, a matriz de conectividade; as cargas parciais; os simbolos PDB
para atomos e residuos aminoacidos; e o niimero do residuo aminoacido. Nesse mesmo
arquivo aparecem em seguida as componentes das velocidades de cada atomo,
armazenadas juntamente com as coordenadas em uma dindmica anterior. No arquivo de
entrada em coordenadas internas abaixo, as colunas significam: o simbolo GROMOS; a
distdncia r, o dngulo O e a tor¢do ¢ com relagio aos atomos nas colunas seguintes

respectivamente; as cargas parciais;, e a matriz de conectividade.

molecula: triptofano (antiX2g+) em coordenadas internas
MECANICA MOLECULAR ‘
INTERNAL OTMZ HOOK FTHET FDHP FDHI FVDW COULOMB

.1000000000 Valor inicial do passo DELTA-X usado na minimizacao.
.0000000001 Valor da precisao no calculo do potencial.
.0000000000 Posicao da interface no eixo X.

80.00000V00000 Valor de EPSLONl, correspondente ao meio aquoso.

H

H

NL

H
CH1
CH2
CB
CR51
CB
NRS*
H

CB
CR61
CR61
CR61
CR61

oM
OM
fHH#

2.0000000000 Valor de EPSLON2, correspondente ao meio apolar.

.000 0 .00 0 .00 0 0 0 0 0 .248 3 0 0
1.630 0 .00 0 .00 0 1 0 0 0 .248 3 0 0

.999 0 35.43 0 .00 0 2 1 0 0 «1:2:9 a8 2 4
1.001 0 110.35 0 119.97 0 3 2 1 0 .248 3 0 0
1.478 0 109.96 0 240.51 0 3 2 1 0 .127 3 6 17
1.540 0 111.05 0 50.35 0 5 3 2 0 .000 5 7 0
1.537 0 114.95 0 57.29 0 6 5 3 0 -.140 6 8 9
1.337 0 127.22 0 100.05 0 7 6 5 0 .000 7 10 0
1.383 0 129.57 0 273.80 0 7 6 5 0 .000 7 12 13
1.344 0 111.75 0 175..33: 10 8 7 6 0 -.050 8 11 12
1.000 0 124.97 0 179.80 0 10 8 7 0 .190 10 0 0
1.334 0 110.05 0 359.83 0 10 8 7 0 .000 9 10 14
1.412 0 127.07 0 4.22 0 9 7 6 0 .000 9 15 0
1.410 0 135.33 0 180.72 0 12 10 8 0 .000 12 16 0
1.411 O 117.86 0 180.53 0 13 9 7 0 .000 13 16 0
1.412 0 118.22 0 179.10 0 14 12 10 0 .000 14 15 0
1.545 0 114.90 0O 179.63 0 5 3 2 0 .270 5 18 19
1.255 0 119.65 0 280.51 0 17 5 3 0 -.635 17 0 0
1.252 0 116.06 0 105.35 0 17 5 3 0 -.635 17 0 0

.000 0 .00 0 .00 0 0 0 0 0 .000 0 0 0
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Apéndice-B Tabelas de parimetros pa.ra o triptofano
(arquivo de entrada “trp. TOP”).

PARAMETROS PARA O POTENCIAL DE

1)
2)
3)

20)

' PARAMETROS PARA O POTENCIAL THETA

30)

WO IJOUTUTWWN R

=

=
KDO&O\D!-—‘(X)@N-—JQ—JOQO\G\MO\&JO)JBNNI—‘I—‘H

COIJoU b Ww

COUVWOIIINANVUTWWWWWwW

e
VODIIIO TGS G BN

H

H

NL
NL
CH1
CH1
CH2
CB
CB
CR51
CB
CB
NR5*
NR5*
CB
CR61
CR61
CR61
c

c

HOOKE (I-J,atomos,Kb,b(0))

- NL
o= NL

= €

H
H1

- CH2

- CR

Cc
CB
51

= CB

- NR

5%

e CB

- CR

- CR
- CR
- CR
- CR

CH1
CH1
oM

6l

H
CB
61
61
61
6l
oM
OM

NL
NL
NL
NL
NL
NL
CH1
CH1
CH1
CH2
CB
CB
CB
CR51

895.
895,
895.
900.
800.
800.
800.
1000.
1000.
1000.
1000.
1000.

895
1000

1000.
1000.

1000

1000.
1000.
1000.

0000
0000
0000
0000
0000
0000
0000
0000
0000
0000
0000
0000
.0000
.0000
0000
0000
.0000
0000
0000
0000

80.
80.
90.
80.
.0000

90

90.
110.
110.
.0000

110

110.
100.
100.
.0000

100

100.
100.
100.

100

100

100
100

100.
100.
100.
120.
120.
120.

1.0000
1.0000
1.0000
1.4700
1.5300
1.5300
1.5300
1.3300
1.3900
1.3300
1.3900
1.3900
1.0000
1.3300
1.3900
1.3900
1.3900
1.3900
1.2500
1.2500

(I-J-K, atomos, Ktheta, THETA(0))

0000
0000
0000
0000

0000
0000
0000

0000
0000
0000

0000
0000
0000

.0000

90.
100.

90.
.0000
100.
.0000
.0000

0000
0000
0000

0000

0000
0000
0000
0000
0000
0000

109.0000
109.0000
109.0000
109.0000
109.0000
109.0000
109.5000
109.5000
109.5000
111.0000
126.0000
126.0000
108.0000
108.0000
120.0000
120.0000
120.0000
126.0000
108.0000
126.0000
108.0000
120.0000
132.0000
120.0000
120.0000
120.0000
120.0000
117.0000
117.0000
126.0000

PARAMETROS PARA O POTENCIAL DIEDRAL IMPROPRIO (I-X-Y-1L, atomos, Kchi, CHI (0))

1)
2)
3)

3
3
17

5
5
5

1
18

1
4
1.9

NL - X -Y -
NL - X -Y -~
C-X-Y -

H
H
oM

80.0000
80.0000
40.0000

35.2644
35.2644
0.0000
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4) -- 5 3 17 6 CHlL - X - Y - CH2 80.0000 35.2644
5) -- 7 8 9 6 CB-X-Y- CH2 40.0000 0.0000
6) —— 9 7 8 10 CB - X - Y - NR5* 40.0000 0.0000
7 - 12 9 7 8 CB - X ~-Y - CR51 40.0000 0.0000
8) —- 7 8 10 12 CB-X-Y- CB 40.0000 0.0000
9) —-- 7 9 12 10 CB - X - Y - NR5* 40.0000 0.0000
10) -- 9 12 10 8 CB - X - Y - CR51 40.0000 0.0000
11) -- 10 8 12 11 NRS* - X - Y - H 40.0000 0.0000
12) -- 9 12 13 i CB-X-Y- CB 40.0000 0.0000
13) == 12 9 14 10 CB - X - Y - NR5* 40.0000 0.0000
14) -- 13 9 12 14 CR6l - X - Y - CR61 40.0000 0.0000
15) -- 9 12 14 16 CB - X - Y - CR61 40.0000 0.0000
16) —-- 12 9 13 15 CB - X - Y - CR61 40.0000 0.0000
17) -- 12 14 16 15 CB - X - Y - CR61 40.0000 0.0000
18) -- 9 13 15 16 CB - X -Y - CR6l 40.0000 0.0000
19) -- 13 15 16 14 CR61 - X - Y - CR61 40.0000 0.0000

PARAMETROS PARA O POTENCIAL DIEDRAL PROPRIO (X-J-K-Y,atomos,Kfhi,DELTA, Nminimos)

1) == 5 6 7 9 X - CH2 - CB - Y 0.1000 0.0000 6 *
2) == 17 5 3 1 X - CH1l - NL - Y 0.9000 0.0000 3.
) = 18 17 5 3 X = C- CHl - Y 0.1000 0.0000 6 *
4) -- 3 5 6 i X- CH1 - CH2 - Y 1.4000 0.0000 3 ¥*

VIZINHOS EXCLUIDOS NO CALCULO DE VAN DER WAALS E COULOMB (I,Nexcluidos,vizinhos)

1 4 3 2 4 5

2 3 3 4 5

3 4 4 5 6 17

4 1 5

5 65§ 6 7 17 18 19
6 4 17 7 8 9

7 5 8 10 9 12 13
8 4 9 10 11 12

9 5 12 10 14 13 15
10 3 11 12 14

11 1 a2

12 3 13 14 16

13 2 15 16

14 2 16 15

15 1 16

le 0

17 2 18 19

18 1 19

19 0

MASSAS ATOMICAS (I,codigo atomico,atomo,massa atomica)

1 18 H 1.00800
2 18 H 1.00800
3 T NL 14.00670
4 18 H 1.00800
5 12 CH1 13.01900
6 13 CH2 14.02700
7 17 CB 12.01100
8 15 CR51 13.01900
9 17 CB 12.01100
10 9 NR5* 14.00670
11 18 H 1.00800
12 17 CB 12.01100
13 16 CR61 13.01%00
14 16 CR61 13.01900
15 16 CR61 13.01900
16 16 CR61 13.01900
17 11 c 12.01100
18 2 oM 15.99940
1:9 2 oM 15.99940
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Apéndice-C Tabela de dados para a Dinimica Molecular

10.0000
10.0000
30.0000
300.0000
0.0005
20000000
50

0

PARAMETROS REFERENTES AO CALCULO MD

TEMPER
DELTA T
TEMPSCAL :
TEMPERMAX :
HTIME
NSTEP
ISCALING :
INVEL

Temperatura (Kelvin) inicial p/ Termalizacao.
Incremento na Temperatura.

Re-escalona as veloc. quando T-To > TempScal.
Temperatura maxima.

: Incremento no tempo de integracao em ps.
: Numero de passos no calculo MD.

Limite para re-escalonamento das velocidades.
Zero utiliza MB, outro N veloc. anteriores.

TEMPER ¢ a temperatura inicial para o sorteio das velocidades. Ela sofre o

incremento de DELTA_T por picosegundo até atingir a temperatura méxima

- TEMPERMAX. TEMPER é ainda a temperatura de referéncia T. TempScal € o desvio

permitido na temperatura do sistema, acima do qual as velocidades sio corrigidas.

HTIME ¢€ o passo de tempo ¢ NSTEP ¢ o numero total de passos da dindmica. A

multiplicagdo de HTIME por NSTEP d4 o tempo total de dindmica, em picosegundos,

que se pretende simular. ISCALING ¢ o nimero de passos em cada ciclo sobre o qual

sdo calculadas as energias cinética e potencial do sistema. Quando INVEL é igual a zero

as velocidades atdmicas sio escolhidas a partir da distribuigio de Maxwell-Boltzmann,

sendo sorteadas as diregdes e sentidos dos movimentos. Outro valor, diferente de zero,

para INVEL faz o programa ler as velocidades armazenadas o arquivo “.IN” (Apéndice-

A).
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