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Resumo

Diversos processos biologicos envolvendo proteinas sao mediados por alteracoes de pH.
Infeccao de células por virus, catdlise enzimdtica, associacao de ligantes e a solubilidade de
compostos sao exemplos de tais processos. Assim, investigar o comportamento das cargas
dos grupos ionizdveis de proteinas em funcao de mudancas no pH é de grande interesse.
Simulacoes de Dinamica Molecular sao amplamente utilizadas para estudo dos mais diver-
sos sistemas bioldgicos devido a confiabilidade de seus resultados. No entanto, elas nao se
mostram eficientes para a descricao de sistemas sensiveis a variacoes de pH pois os graus de
ionizagao precisariam variar ao longo da simulagao. Esse estado é definido na modelagem do
sistema com base no pK, desses grupos isolados e no pH da solucao. Isso representa uma
limitacao severa, pois processos que sao modulados pela mudanga na protonacao nao podem
ser observados, de modo que uma abordagem mais realista é executar simulacoes em que o es-
tado de protonacao dos componentes do sistema possam variar com o tempo. Neste trabalho
¢é desenvolvido um sistema computacional que acopla Dinamica Molecular comum, executada
com o pacote GROMACS, a um algoritmo que modifica o estado de protonacao dos residuos
ionizaveis do sistema em intervalos de tempo regulares utilizando o método Monte Carlo com
o critério de Metroépolis. Objetivando-se testar o método desenvolvido, foram realizadas Sim-
ulacoes de Dinamica Molecular a pH Constante de um pepideo composto majoritariamente
de alaninas e cujo Unico grupo ionizavel é um &acido glutamico em diferentes pHs, com a
finalidade de obter a curva de titulagao desse peptideo e entao compara-la com a curva de

titulagao do acido glutamico isolado.

Palavras-chave: Dinamica Molecular. pH constante. pK,



Abstract

Several biological processes involving proteins are mediated by pH changes. Virus
infection of cells, enzymatic catalysis, association of ligands and compounds solubility are
examples of such processes. Therefore, invetigation of the titration residues charges in
proteins in function of pH changes is very concernment. Molecular Dynamics simulations
are widely used to study the most diverse biological systems due to the reliability of its re-
sults. However, they are not efficient to describe systems that are sensitive to pH changes
because the protonation state needs to vary throughout the simulation. This state is defined
in the system modeling based on the pKa of these isolated groups and solution pH. This is a
severe limitation as processes that are modulated by the change in the protonation can not be
observed, so that a more realistic approach is to run simulations where the protonation state
of the system components may vary with time. In this work a computer system that couples
common Molecular Dynamics, performed with GROMACS, and an algorithm that changes
the protonation state of titratable residues of the system at regular time intervals by using
Monte Carlo - Metropolis is developed. In order to test the developed method, Molecular
Dynamics Simulations by Constant pH of a peptide consisting of mostly alanines whose only
titratable group is a glutamic acid was made in different pHs in order to obtain the titration

curve of this peptide and then compare it with the titration curve of isolated glutamic acid.

Keywords: Molecular Dynamics. Constant pH. pK,
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Capitulo 1

Introducao

1.1 A atividade das Proteinas

As proteinas sdo macromoléculas complexas que desempenham diversas atividades na
célula e sua funcédo é dependente dos elementos que compde sua estrutura: os aminodcidos.
Elas estao envolvidas em praticamente todas as cadeias metabdlicas da célula. Exercem
também fungoes regulatérias, controlando as condigoes intra e extracelulares além de serem
componentes estruturais fundamentais da célula. Também existem proteinas que geram forcas
eletroquimicas, forcas mecanicas e proteinas que sao transportadoras de outras moléculas.

Ademais, ha proteinas cuja funcao é parcial ou totalmente desconhecida[l].

Para determinar a funcdo de uma proteina é necessario, dentre outras coisas, deter-
minar sua estrutura. Diferentemente dos carboidratos e dos dcidos nucleicos, as proteinas
nao possuem uma estrutura regular, pois suas subunidades (os aminodcidos) apresentam

propriedades fisico-quimicas das mais variadas.

Os aminodacidos possuem uma forma apresentada na figura 1.1:

COO~™

+ |
NH3; — |Coc_ H

R

Copyright ©1997 Wiey-Lis,inc.

Figura 1.1: Forma geral de um aminoécido.

onde ha um carbono « ligado a um grupo amino, um grupo carboxilico, & um hidrogénio



e uma cadeia lateral R que é diferente para cada um, podendo ser dcida, neutra ou basica,
dependendo dos grupos quimicos de sua composicao, o que determina as propriedades fisico

quimicas do aminodcido em questao[2].

Entao, em suma, diferentes caracteristicas fisico-quimicas dos aminoacidos, tais como
carga elétrica e hidrofobicidade, sao diretamente responsaveis pela estrutura final que uma

proteina assume[3] e atividade que esta desenvolve[4].

1.2 A influéncia do pH

O pH (potencial hidrogeniénico) é uma propriedade fisico-quimica que mede o grau
de acidez ou alcalinidade de uma solucao, sendo importante no equilibrio de um sistema
pois determina a protonagao dos grupos ionizaveis (amino e acido carboxilico) dos préprios
aminodcidos. Nas proteinas, esses efeitos de mudanca de pH afetam a estabilidade, catélise
e acoplamento de ligantes[5-9], o que implica na existéncia de uma faixa de pH onde as
fungoes bioldgicas sao desempenhadas eficientemente. Geralmente tal faixa é estreita e esta
relacionada a presenca de grupos ionizdveis em sitios ativos[10]. Consequentemente, medir

precisamente o pK, desses residuos é crucial para entender o mecanismo catalitico[11-15].

Esses diversos processos que ocorrem em proteinas, como por exemplo enovelamento
de proteina[16-19], interacoes proteina-proteina[20], ligagdo proteina-substrato[21, 22] sao
sensiveis a variacoes no pH porque, para que um determinado processo ocorra, é necessario que
algum grupo quimico esteja apto a doar ou receber prétons[23-25], processo este diretamente

regulado pelo pH.

Peptideos que possuem residuos de aminoacidos de cadeia lateral dcida ou bésica tém
uma carga diferente dependendo do pH em que ele se encontra, a dificuldade em protonar
ou desprotonar um determinado aminoicido é medida pela constante de dissociacao dcida

daquele aminoacido.

A constante de dissociacao acida, K,, € uma constante que quantifica o grau de disso-
ciacao de um acido no equilibrio quimico. Essa constante define um acido como sendo forte
ou fraco. Ela é dada pelo quociente entre a concentracao dos fons dissociados e do eletrélito.
O pK, é o negativo do logaritmo da constante de dissociacao écida de determinado residuo
(pKy = —logg K,). Ele é importante na estabilidade e fungoes biolégicas de proteinas pois
ele, em conjunto com o pH da solucao, determina o estado de protonacao desse residuo no
dado pH.

Deteminar os valores de pK, dos aminodcidos é algo amplamente estudado tanto uti-

lizando técnicas experimentais[26, 27] como tedricas[28-31]. Valores de pK, para aminoacidos
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isolados com cadeia lateral carregada em solugao encontram-se na tabela 1.1[32].

Valores de pK, para os aminoacidos

Aminoéacido pK,
Arginina 13.0
Acido aspartico | 4.0
Cisteina 8.7
Acido Glutamico | 4.4
Histidina 6.3
Lisina 104
Tirosina 9.6

Tabela 1.1: Valores de pK, para os aminodcidos de cadeia lateral carregada.

1.3 Dinamica Molecular em Sistemas Biologicos

A Dinamica Molecular é um método que simula a evolugao temporal de um sistema uti-
lizando potenciais classicos para descrever as interagoes moleculares, de modo que é possivel
obter informagoes sobre a dindmica do sistema em nivel atémico/molecular, o que, em muitos

casos, pode ser invidvel experimentalmente.

A primeira simulagdo por Dindmica Molecular foi realizada em 1957 por Alden e
Wainwright utilizando modelo de esferas rigidas [33]. Com o tempo, a técnica evoluiu até
ser possivel a simulacao de um liquido, a primeira simulacdo desse tipo foi uma simulacao de
agua liquida realizada por Stillinger em 1974[34]. Avancos na area computacional e desen-
volvimento de novos modelos tornaram possivel simular sistemas de maior complexidade e
tamanho como as macromoléculas biolégicas. A primeira simulagdo de Dindmica Molecular
de uma proteina foi o estudo da BPTT (inibidor pancreatico bovino da tripsina) realizado por
McCammon em 1977 [35] e de uma bicamada lipidica por Berendsen e Van Der Ploeg em 1982
[36]. Desde entao, as simulagoes de DM vem sendo aplamente utilizadas no estudo dos mais

diversos sistemas bioldgicos sendo, no caso de proteinas, a principal técnica de simulagao.

A confiabilidade dos resultados de DM esté diretamente relacionada com a modelagem
utilizada. Uma boa modelagem reproduz, de forma satisfatoria, o comportamento do sistema
real em estudo[37]. A Mecanica Quéantica poderia ser utilizada para modelar um sistema
muito detalhadamente, mas, para sistemas de muitos atomos essa abordagem se torna inviavel
devido a complexidade dos cédlculos necessarios e ao elevado custo computacional. Assim,
em simulacées de DM, os modelos das moléculas investigadas s@o construidos a partir de
potenciais classicos efetivos, que incorporam os fendmenos quanticos, de modo a reproduzir,

dentro de uma determinada precisdao, o comportameto do sistema real.
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A evolucao temporal do sistema é obtida resolvendo as equagoes de Newton que des-
crevem o movimento dos atomos. Os atomos sao considerados como esferas de Van der Waals

que interagem entre si e, porventura com campos externos.

Simulagoes de Dinamica Molecular tradicionais utilizam um estado fixo de protonacao
durante todo tempo de simulacao, dessa forma, o pH em que se deseja realizar a simulacao
é comparado com o pK, dos residuos ionizdveis isolados da molécula e, dessa comparagao,
utiliza-se a protonacao apropriada. Essa forma nao é a mais eficiente quando se trata de
simulacoes a pH constante, pois o pK, de um residuo na proteina pode diferir muito do
valor intrinseco e, também, com a protonacdao sendo mantida fixa, diversos aspectos que
envolvem mudancas de protonacao nao podem ser observados. Dessa forma, o ideal é se fazer
uma simulacao onde os estados de protonacao possam se alterar no decorrer da simulagao,
respeitando a diferenca entre pH e pK, do residuo ionizavel, por exemplo, se mantendo maior

porcentagem de protonacao em pH &dcido e menor em pH bésico.

1.4 Dinamica Molecular a pH constante

Até o momento diversos métodos de Dinadmica Molecular a pH constante ja foram
reportados na literatural29, 38-43]. Esses métodos podem ser divididos em dois grandes
grupos, os de protonagao discreta (DpHMD)[44, 45] onde a carga muda em valores inteiros, e
continua (CpHMD)[46-50] onde a carga no residuo é variada continuamente até atingir o valor
desejado. Neste trabalho é desenvolvido um método de protonagao discreta implementado
no software GROMACS.

O DpHMD consiste em interromper periodicamente as simulacoes para realizar passos
de Monte Carlo Metrépolis para escolher o novo estado de protonagao (mudando ou nao do
antigo). O calculo da energia eletrostatica do sistema é realizado resolvendo a equagao de
Poisson-Boltzmann completa, tarefa aqui realizada pelo software APBS[51] e, dessas energias,
é calculada a energia livre do sistema. Esse software foi utilizado por considerar um modelo de
solvente implicito com soluto nao polar representando bem as interagoes atrativas e repulsivas

soluto-solvente.

A primeira ideia para esse tipo de método foi proposto por Baptista et. al.[38] onde é
aplicado Poisson-Boltzmann para calcular as energias eletrostaticas durante a simulacao de
DM.

Um método muito similar é proposto nesse trabalho usando solvente explicito nas

simulagdes de DM[52] com o pacote GROMACS, o software APBS para célculo das energias

e o critério de Metropolis para as decisbes de mudanca de protonacao baseadas na energia.
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Foram realizadas simulacoes em diversos pHs do meio, com agua explicita e todos os atomos.

1.5 Motivacao e Objetivos

Devido ao fato de as simulagoes de Dinamica Molecular convencionais nao serem a
melhor opcao quando se quer observar fendomenos que estao relacionados com mudanga de
protonacao, esse trabalho tem por objetivo desenvolver um sistema para realizar simulacoes
de DM a pH constante. O método utilizado foi interromper periodicamene simulacées de DM
convencional para alterar o estado de protonacao, utilizando, para isso, o método de Monte
Carlo.

A proteina escolhida para testar o sistema desenvolvido nesse trabalho foi o peptideo
E2 de Scholtz et. al., 1993 [53]. No trabalho citado, foi sintetizado um peptideo base
Ac-(AAQAA)3Y (N Hjy)[54] escolhido por ser a base de alanina, que é facilmente soluvel,
e também por dados conhecidos de estudos de calorimetria[55], apontarem que o préprio
backbone desse tipo de peptideo é responsavel pela estabilidade da estrutura em hélice-a em
solucao aquosa. O peptideo E2 possui residuos neutros (alanina, glutamina e tirosina) como
o peptideo inicial de referéncia e um residuo acido, que é o acido glutamico, e nas extrem-
idades N-terminal e C-terminal deste peptideo estao, respectivamente, uma acetilagao (Ac)
e uma amidagao (N Hs) que também vém do peptideo inicial, a sequéncia desse peptideo se

encontra na figura 1.2.

E2 Ac-A-E-Q-A-A-A-A-Q-A-A-A-A-Q-A-A-Y(NH,)
Figura 1.2: Sequéncia de aminoéacidos do peptideo utilizado.

As simulagoes de DM a pH constante foram realizadas com esse peptideo a fim de
observar como o estado de protonacao varia com o pH. Ele foi construido com a ferramenta
Molefacture do software VMD[56] em quatro conformagoes diferentes: inteiramente hélice,
inteiramente random coil e metade coil metade hélice com a hélice na metade do N-terminal

e coil na do C-terminal (hélice-coil) e o contrario (coil-hélice) como mostrado na figura 1.4.
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(a) Hélice (b) Hélice-coil (c) Coil-hélice (d) Coil

Figura 1.3: Representagao construida no software VMD do peptideo utilizado com todos os
atomos e estrutura secunddaria nas conformagoes (a) hélice, (b) hélice-coil, (c) coil-hélice e
(d) coil.

Segundo o artigo [53], dependendo do posicionamento do dcido glutdmico o pH influen-
cia na fracao de hélice, entao, como uma validagao adicional do método tentamos reproduzir
a curva de fracao de hélice do peptideo E2. Os dados retirados do artigo experimental que
tentaremos reproduzir teoricamente com simulacoes de Dinamica Molecular a pH constante

estao na figura 1.4.

Gréfico de fragdo de hélice versus pH
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Figura 1.4: Gréfico de fracao de hélice versus pH do peptideo E2 adaptado do artigo Scholtz
et. al., 1993.
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Essa analise é dificil de ser reproduzida devido ao fato de que a variacao de hélice
observada é de apenas 10%, o que corresponde & pouco mais de um residuo de aminodcido no
peptideo, e também, nao se sabe se a porcentagem de hélice nos resultados de CD reportados
no trabalho, de 40 a 50%, significa que todos os peptideos da solucao apresentam essa por-
centagem de hélice ou se temos essa porcentagem de peptideos em hélice perfeita e o restante

em random coil.
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Capitulo 2

Metodologia

2.1 Algoritmo

Neste trabalho é desenvolvido um método para implementar simulacoes de DM a pH
constante utilizando um script que mescla simulagoes de Dindmica Molecular com o método
Monte Carlo para a decisao da protonagao (ou nao) do residuo ionizdvel da proteina em
questao. Também foi necessario o desenvolvimento de alguns programas auxiliares ao script
para tratar das varidveis reais e cdlculos. Um fluxograma do método utilizado no desenvolvi-

mento do trabalho encontra-se na figura 2.1.

Para iniciar o script criado é necessario o arquivo de coordenadas da proteina des-
protonada com aguas e ions e os arquivos de topologia para uma situagao de a proteina
estar protonada e uma para quando ela estiver desprotonada. O arquivo de topologia é o
arquivo onde sao especificados os parametros de interacao ligados e nao-ligados dos atomos
que compoe o sistema. E necessdrio também um arquivo com os parametros da simulacao
como numero de passos, temperatura, etc. (.mdp) de minimizagdo de energia onde é feita
uma leve equilibracao do sistema, dinamica de restrigao para relaxar o solvente em volta da

proteina e dindmica molecular propriamente dita.



Minimizacao de ener-
gia (1000 passos) no

estado desprotonado

Dinamica de res-

tricao por 100 ps

Dinamica Mole-

cular por 100 ps

/

Cria o arquivo .pqr
da proteina na

configuragao atual

Protona

A proteina estd

nao

Arruma o .gro

Coloca 1 molécula
de Cl1~ no lugar de

uma molécula de dgua

sim

protonada?

Desprotona

Arruma o .gro

Cria o arquivo .pqr
da proteina na

nova configuragao

Coloca uma molécula
de agua e retira uma

molécula de C1~.

/

Cria os arquivos

.pqr que faltam

Calcula todas as
energias (3 para

cada estado de

Compara as ener-
gias utilizando
Monte Carlo

Dinamica Molecular

do estado anterior

protonacao) via APBV

A nova

nao

sim

configuragao foi

aceita?

Dinamica Molecular

do novo estado

Figura 2.1: Fluxograma detalhado do algoritmo utilizado no trabalho.

O script desenvolvido foi testado na simulacao do peptideo E2[53] em solucao aquosa

de NaCl a 0,15 M. Utilizando quatro estruturas iniciais para o peptideo. Variamos também o

tempo dos passos de DM entre as etapas de alteracao do estado de protonacao. Realizamos

quatro simulagoes de 10 ns divididas em 100 passos de 100 ps cada um, iniciando em cada

uma das configuracdes iniciais e, na conformagao coil-hélice, foi realizada uma simulagao de
50 ns, dividida em 100 passos de 500 ps.
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2.2 Dinamica Molecular

Em simulagoes de DM é utilizado o Método das Diferencas Finitas[37] para a resolucao
numérica das equagoes de movimento, uma vez que potenciais continuos acoplam o movimento
de todas as particulas nao podendo ser resolvidas analiticamente. Uma particula de massa
my;, sujeita a uma forca F; e se movendo ao longo de uma trajetéria na coordenada x; possui

a seguinte equagao de movimento:

d2 Ty

Fi=mi g

(2.1)

O Método de Verlet diz que a partir da posicao da particula em um tempo ¢ pode-se
escrever a posicao da particula em tempos t + 0t de acordo com uma expansao de Taylor, da

forma:

de(t) 1 _,d*x(t)

x(t + dt) = x(t) + ot o + 5(51& 72 (2.2)
B de(t) 1 _,d*x(t)
x(t — ot) = x(t) — ot o + 2(5t pTo (2.3)
Somando as duas expressoes temos:
x(t + 6t) = 2x(t) — x(t — 5t) + dt%a(t) (2.4)

Assim, a posicao pode ser calculada a partir de dois instantes de tempo anteriores,

sem a aparicao explicita da velocidade que, se necesséria, pode ser calculada como:

_x(t +6t) — x(t — 6t)

u(t) = o5 (2.5)

Dessa forma, as equacbes de movimento podem ser resolvidas para um sistema de

muitos corpos, nesse caso, sistemas atomicos.

No GROMACS utiliza-se uma modificacao do Método de Verlet chamado Leap-frog.

Os potenciais classicos utilizados para modelar um determinado sistema e os parametros

necessarios formam o Campo de Forca. Os sistemas sao descritos utilizando a aproximacao
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de Born-Oppenheimer (apenas os movimentos dos ntcleos atdémicos sao considerados) e as
interagoes entre eles sao modeladas por um potencial classico que, geralmente, assume a

seguinte forma:

V=) K(r—r)’+ > Kg(0—06p)

lig angulos
1
+§ Z Cpll — (—=1)" cos (ng — v4,)]
n,diedros
+3° N e (@)m - (@)6 (2.6)
= dmegri; - Y\ r r '

onde cada termo descreve mudancas na energia potencial em funcgdo de cinco diferentes
parametros do sistema. O primeiro termo é devido ao estiramento e contracao da ligacao
entre os dtomos, o segundo termo a variagao do angulo entre os atomos, o terceiro a variagao
do angulo diedral, o quarto a interagao coulombiana devido a interacao eletrostatica entre os

atomos e o ultimo descreve as interacoes de Van der Waals.

Entao, com a Dinamica Molecular é possivel obter a trajetéria do sistema ao longo
do tempo, sendo possivel analisar diversas de suas propriedades fisico-quimicas a partir de

médias sobre esse ensemble.

2.3 APBS

O software utilizado para calcular as energias livres de cada estado de protonacao
foi o Adaptive Poisson-Boltzmann Solver (APBS). O APBS ¢ aplicado para célculos com
biomoléculas solvatadas resolvendo a equagao de Poisson-Boltzmann (PBE). Essa equagao
descreve interacoes eletrostaticas envolvendo a molécula de interesse e seu meio aquoso e
salino. Uma descricao mais elaborada da equagao de Poisson-Boltzmann e um exemplo de re-
solucao da equagao de Poisson-Boltzmann linearizada (LPBE) na simetria esférica encontram-

se no Apéndice A.

A constante de dissociacao acida K, vem da dissociacdo dos componentes[57]:

HAS g+ 4 A~ (2.7)

onde HA é o residuo ionizadvel protonado e com carga neutra, H+ é o préton isolado e
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A~ é o residuo desprotonado e com carga negativa.

Ela pode ser calculada com base na atividade dos componentes, que em condigoes

ideais, pode ser substituida pelas concentragoes dos componentes:

N Cy+ + Cy-

K
¢ Chra

(2.8)

onde Cg+ é a concentragao de prétons na solugao, C'4- é a concentragao de peptideos des-
protonados e com carga negativa na solugao e C'y 4 é a concentracao de peptideos protonados

com carga neutra na solucao.

A constante de equilibrio quimico esta diretamente relacionada com as energias livres

por:

—RTInK,=AG=Gga—Gg+ — G4 (2.9)

onde R é a constante universal dos gases perfeitos, T é a temperatura absoluta, AG é
a energia livre resultante da dissociacao dos compontentes, ou seja, da desprotonacao do
residuo, Gga, G+ e G4- sao as energias do residuo protonado, do préton livre e do residuo

desprotonado, respectivamente.

Partindo de que:

AG = —RTIn K, = —2,203RT log K, (2.10)

Mas como:

pK, = —log K, (2.11)
Entao, o pK, pode ser dado por[40]:

A
pK, G

= 2.12
“ " 2.303RT (2.12)

Valores de pK, em proteinas sao calculados de acordo com as expressoes abaixo[58]:
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AGHA,modelo

HA(aq) - H"(aq) + A~ (proteina) (2.13)

HA(proteina) — H™"(aq) + A™ (aq) (2.14)

Para calcular a energia desconhecida AG 4 do modelo, é necessario calcular as energias
livres AGpa e AG4-, que correspondem aos estados protonado e desprotonado respectiva-

mente, de acordo com o ciclo da figura 2.2 [59].

AgH A+ Hg

AG(AH, A
AsH _QE_)> A. + H‘

AG; p(AH) AGg p(A)

AH, A
ApH _AE’(;_-—)p Ap - H'

Figura 2.2: Ciclo termodindmico completo da protonacao do residuo ionizavel.

Neste ciclo, sao representadas as energias livres para a desprotonacao do residuo
ionizavel na fase gasosa, em solugao e na proteina. No caso desse trabalho, é utilizado
apenas o ciclo que envolve o residuo na solucao e na proteina. Com base nesse esquema, as
energias livres AGpa e AG4- podem ser determinadas via equacao de Poisson-Boltzmann

e sao calculadas por:

AGX = AGprot,X - AGprot,X:O - AGXisolaclo (2‘15)

onde AGprot,x € a energia eletrostatica da proteina com o grupo ionizével X ligado com suas
cargas nos valores normais, AGp.., x—o ¢ a energia eletrostdtica da proteina com o grupo
ionizavel X ligado com suas cargas mudadas para zero e AG x;solado € @ energia eletrostatica

do grupo X em solucao com suas cargas nos valores normais.
Com isso, os valores das energias livres do sistema nos estados protonado e desproto-

nado serao calculados utilizando a equagao 2.15, e as energias individuais necessarias para o

cdlculo serao realizadas no software APBS.
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2.4 Monte Carlo

O método de Monte Carlo utiliza configuragoes aleatdrias geradas computacionalmente
formando uma cadeia Markoviana, onde um determinado estado depende apenas do es-
tado anterior para realizacao de uma simula¢ao computacional[60, 61], baseando-se assim em
funcoes de densidades de probabilidade para descrever o processo fisico, ja que uma solucao
analitica é invidvel para um problema de muitos corpos devido a sua complexidade, logo,
para esses sistemas é necessaria uma abordagem numérica. Esse procedimento numérico é
amplamente utilizado na anélise de propriedades de sistemas que convergem para o equilibrio

quimico como as proteinas e outras macromoléculas bioldgicas.

Uma simulagao de Monte Carlo gera configuracées do sistema mudando de maneira
aleatdria as posigoes, orientacoes e conformacao das moléculas presentes utilizando o principio
do Balango Detalhado para definir um critério de aceitagao das configuracoes geradas para

satisfazer a distribuicao de probabilidades e encontrar os estados de menor energia.

Existem diversos algoritmos que sao baseados no método de Monte Carlo mas, den-
tre eles, o algoritmo de Metropolis[62] é, provavelmente, o mais utilizado. O algoritmo de
Metropolis amostra o sistema segundo uma distribuigao de Boltzmann. Dadas uma con-
figuracao ¢ e uma configuracao posterior j quaisquer, sendo P; e P; as probabilidades de

ocorréncia das duas configuragoes, a razao entre elas pode ser descrita como:

B
P Ae FaT E; — E; AFE
w = Fj = 67:,1_ = exp [—;{TZ} = erp [_sz] (2.16)
) Ae FBT B B

onde w é a razado das probabilidades, A é uma constante de normalizacdo, kg é a constante
de Boltzmann, T é a temperatura em Kelvin, E; e E; sao as energias das configuracoes i e j,

e AFE é a diferenca entre as energias.

Resolvendo esta equagao determina-se qual é a configuragao aceita, uma das solugoes
existentes e também a que é utilizada neste trabalho é a proposta por Metropolis[62] onde

para:

AE

P;=exp|———| , AE >0, R[0,1] (2.17)
knT
Pi=1 , AE<O (2.18)

ou seja, para situacoes onde a energia diminui, a nova configuracao é sempre aceita, quando
a energia aumenta, a probabilidade é dada pelo peso de Boltmann comparado com o nimero

aleatorio sorteado R.
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O algoritmo de Metropolis encontra as varidveis macroscopicas de um sistema fisico
que esteja em equilibrio termodinamico, nessas condigoes a distribuicao de probabilidades
para o microestado é a distribuicao de Boltzmann. Sendo assim, os valores das variavies
macroscopicas no equilibrio podem ser calculados como a média de todos os microestados

compativeis tendo como peso a distribuicao de Boltzmann.

No algoritmo de Metropolis sao efetuadas médias sobre um ensemble em vez de médias
temporais, logo, como condigao, o sistema deve ser ergdédico. Um sistema é ergédico quando
qualquer um dos seus microestados pode ser obtido a partir de qualquer outro por uma série
de transicoes, outra condicao é que uma série aleatéria de transicoes leve ao macroestado de

equilibrio.

Como nao é relevante o roteiro pelo qual o sistema atinge o equilibrio, podemos escolher
qualquer sequéncia de transigoes desde que a distribuicao final de microestados seja a situagao

de equilibrio termodinamico, para este propdsito que é utilizado o balango detalhado.

O algoritmo de Metropolis pode ser implementado de acordo com o esquema da figura
2.3.
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Gera-se uma configuragdo A com
valores aleatérios para todos os

graus de liberdade do sistema

B se torna A

Gera-se uma nova configuracao B
fazendo pequenas mudancas nas

coordenadas da configuracao A

Calcular a variagao de energia entre a con-

figuragao nova e a anterior (AE = Ep — E4)

AFE <07 (A nova configuragao é

sim

O algoritmo de Metropolis estd sendo utilizado para amostrar o sistema segundo uma
distribuicdo de Boltmann de acordo com o pH do meio em relagao com o pK, do residuo
ionizavel. Para incluir a influéncia do pH na escolha do novo estado de protonacao foi feita

uma modificagdo na expressao que dé a energia que serd considerada no Monte Carlo dada

na expressao 2.19

Apés calcular as grandezas Ay re,Gpa € AgrerGa- pela equacao 2.13, a variacao da

energia eletrostatica entre o estados é, no caso da protonacgao, dada pela equacao 2.17, e pela

aceita)

nao

Gera-se um nimero aleatdrio i (entre 0 e 1)

e o valor de w é calculado pela equagao 2.1

w > 14?7 (A nova configuracao é

B se torna A

sim

aceita)

nao

A é mantido e retorna para o segundo passo.

A simulagao acaba quando um nimero deter-

minado de passos de Monte Carlo é realizado

Figura 2.3: Fluxograma do critério de Metropolis.
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equacao 2.18 no caso da desprotonacao.

AG = AyrerGra — DpperGa- (2.19)

ou,

AG = AyperGa — DpserGra (2.20)

A energia livre calculada AG® ser4 substituida na expressio abaixo[63-66]:

AG = AG® + ¢kgT(pH — pKi)In 10 (2.21)

onde AG sera o valor de energia utilizado no critério de Metropolis, pH do meio, pK}, é
o pK do residuo ionizavel isolado presente no peptideo, & pode ter os valores +1 quando o
residuo ¢é acido e -1 quando o residuo é basico e o sinal + sera usado no caso de ocorrer uma

protonacao e o sinal - no caso de uma desprotonacao.

Dessa forma, a contribuicao da diferenca entre o pH do meio e o pK, do residuo é

levada diretamente em consideragao no passo de Monte Carlo.

2.5 Detalhes Computacionais

No APBS foi fornecido um arquivo com os parametros de entrada para o programa

como na tabela 2.1.

O peptideo para realizar as simulagoes foi construido no software VMDI[56], solvatado
em uma caixa de dimensoes 55A, 55A, 55A nas direcoes x, y e z com cerca de 4900 moléculas de
agua e fons de Nat e Cl~ a uma concentracao de 0,15 mM. As simulacoes foram realizadas
com o pacote GROMACS[67] no campo de forca CHARMM27[68] com o modelo de dgua
TIP3P[34].

Todas as simulagoes foram realizadas utilizando-se condic¢oes periddicas de contorno
no ensemble NPT. A temperatura e pressao foram mantidas constantes, respectivamente,
utilizando v-rescale e Berendesen e nos valores de 300K e 1 atm. As interagoes nao ligadas de
Van der Waals foram truncadas em 14A, as interacoes eletrostéticas de curto alcance foram
consideradas até a distancia de 14A e além disso, para o célculo das interacoes eletrostaticas

de longo alcance, foi utilizado o algoritmo Particle Mesh Ewald (PME).
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Parametros para o APBS

Parametro Valor Significado

- mg-auto Tipo de calculo

mol sistema.pqr Sistema que se deseja calcular a energia livre

mol referéncia.pqr | Sistema de referéncia para o cdlculo da energia

dime 129 129 129 Dimensoes do grid (valor recomendado para proteinas)
cglen 52.0 66.0 79.0 | Espacamento grosseiro do grid

fglen 51.0 59.0 67.0 | Espacamento fino do grid

cgcent e fgecent | mol 2 Centrar o grid na molécula 2

- Ipbe Resolver a equacao de Poisson-Boltzmann linearizada
befl sdh Condigoes de contorno (momento de monopolo)

pdie 20.00 Constante dielétrica do soluto (valor recomendado)
sdie 78.54 Constante dielétrica do solvente

srfm smol Definicao da superficie da molécula

sdens 40.0 Densidade da esfera

chgm spl2 Spline-based discretizacao das fungoes delta

srad 1.40 Solvent probe radius da superficie molecular

swin 0.30 Janela do solvente

temp 273.15 Temperatura

calcenergy total Fazer o célculo da energia

calcforce no Nao calcular as forcas

Tabela 2.1: Parametros utilizados nos célculos de energia livre no software APBS

Foi realizada inicialmente uma minimizacao de energia de 1000 passos, 100 ps de
dindmica de restricdo (com passos de integragao de 2 fs), e também 10 ns de dinamica
molecular dividida em 100 passos de 100 ps (com 1 fs de passo de integracao). Entao, para as
cinco simulagoes, ao fim de cada passo de DM, a configuracao final é utilizada para célculo da
energia livre via APBS, o estado de protonagao é mudado e também é calculada sua energia
livre da mesma maneira, essas duas energias sao utilizadas no critério de Metropolis para a
decisao do estado de protonacao do préximo passo. Para manter a neutralidade do sistema
é feito um controle do nimero de ions Cl~ presentes na solucao, quando é realizada uma
protonagao adiciona-se também um fon CI~ para que a carga continue neutra, de maneira

analoga, quando ¢ realizada uma desprotonagao é retirado um ion.
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Capitulo 3

Resultados e Discussoes

Utilizando o script desenvolvido, foram feitas simulagoes em quatro configuragoes di-
ferentes do peptideo. A primeira, onde o peptideo estava inteiro em hélice-ar (aqui chamada
configuragao hélice), na segunda o peptideo estava com oito residuos (50%) em configuracao
random coil e os outros oito residuos em hélice-av (configuracao coil-hélice), a terceira onde
inverteu-se a conformacao anterior, ou seja, primeiro os oito residuos em hélice-a e depois os
oito residuos em coil (configuracao hélice-coil) e, por tltimo, todo o peptideo em conformagao

random coil (configuracao coil).

Incialmente, foram realizadas simulacoes nas quatro conformagoes de 10 ns divididos
em 100 passos de 100 ps, depois, a fim de refinar os resultados foi feita uma simulacao de
50 ns divididos em 100 passos de 500 ps em conformagao coil-hélice. Todas essas simulacoes
foram feitas a pH constante indo por unidade de 1 até 7 e, depois realizada também uma

simulacao no pH igual ao pK, do residuo ionizavel, no caso, 4,4.

Entre cada simulacao de DM foi realizado um passo de Monte Carlo para decidir o
estado de protonagao para o proximo passo, mudando o estado de protonagao e calculando
as energias necessarias, quando ocorre uma protonacgao, a carga do peptideo vai de -1 para 0,
sendo necessaria a inclusao de um atomo de Cl~, caso contrario, ou seja, uma despronotagao,
a carga do peptideo vai de 0 para -1 e um atomo de C L™ é excluido, com o intuito de manter
a carga liquida do sistema igual a zero. Uma ilustragdo desse processo é apresentada na figura
3.1.

Os resultados obtidos desses 5 tipos de simulagoes em todos os pHs encontram-se

descritos abaixo.



(a) Peptideo desprotonado

(b) Peptideo protonado

Figura 3.1: Configuragao do peptideo protonado e desprotonado mostrando a mudanga na
protonagao durante a simulacao computacional.
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3.1 Curva de titulagao

Para analisar os resultados das simulacGes feitas utilizando o script desenvolvido a
primeira etapa foi gerar uma curva de titulagdo, com base na porcentagem de tempo em
que a proteina estava protonada ou desprotonada. Para isso, foram analisados os graficos de
carga para cada pH apresentados abaixo, como o residuo ionizavel da proteina é um &cido
glutamico, a carga varia entre -1, quando o residuo estd desprotonado, e 0, quando esta

protonado. Os graficos desse tipo para a conformagao hélice estao na figura 3.2.

Em todas as conformagoes foram realizadas simula¢ées em pHs variando de 1 a 8 em
nameros inteiros para analisar como a carga se comportaria durante tal processo e, também,

realizada uma simulagao no pK, do residuo isolado.

Analisando as figuras nota-se que em pHs baixos o peptideo se encontra protonado
na maior parte do tempo, ji em pHs altos ela ja estd desprotonada na maior parte do
tempo, o que era esperado o que ja demonstra concordancia entre o método e resultados
experimentais. O mesmo comportamento foi observado para todas as simulagbes. A partir
dos graficos anteriores de todas as conformacoes' pode ser gerada a curva de titulacdo desse

peptideo:

1Os graficos para as outras trés conformacdes estudadas foram omitidas pois apresentam basicamente o
mesmo padrado dos graficos apresentados da Figura 3.2
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Figura 3.2: Graficos de carga versus passo para os pHs (a) 1, (b) 2, (c) 3, (d) 4, (e) 4,4, (f)
5, (g) 6, (h) 7, da simulagao de 10 ns do peptideo em configuracao hélice.
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Gréfico de Fracao Desprotonada versus pH
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Figura 3.3: Curva de titulagdo do peptideo obtida a partir dos resultados das simulagoes.

Para obter os valores de pK, do residuo no peptideo pelo sistema computacional

utilizado os resultados foram fitados com a equacao 3.1, que é a equacdao de Henderson-
Hasselbalch.

pH = pK, +logy {[[;4[:4]]} (3.1)

Logo, a curva de titulagdo obtida concorda com o esperado, tendo a forma muito
parecida com a equagao de Henderson-Hasselbalch. Fitando os resultados obtidos com a
equacao, o pH onde a proteina se encontra metade do tempo protonada é, na simulacao em
hélice de é 4,2, em hélice-coil é 4,4, em coil-hélice ¢é 4,3 tanto para a simulacao de 10 ns quanto
para a de 50 ns e de 4,3 em coil, valores muito proximo do pK, do residuo isolado que ¢é 4,4,

como se esperava ja que o peptideo é muito pequeno.

A fim de comparacao do método aqui desenvolvido com um método mais utilizado que
¢ a A-dinamica foi utilizado o trabalho de Goh et. al. de 2014[49] de CpHMD utilizando
A-dinamica e solvente explicito para determinar os valores de pK, de varios aminoacidos,
incluindo o &cido glutamico. Desse trabalho, tém se a curva de titulagdo apresentada na
figura 3.4.
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Figura 3.4: Curva de titulagao do acido glutamico adaptado de Goh et. al.

Pode-se notar que os valores obtidos nesse trabalho condizem muito bem com Goh et.
al. e também com o valor de pK, do residuo isolado. O que mostra certa confiabilidade do

método de Dinamica Molecular a pH constante aqui desenvolvido.
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3.2 Energias

Em simulagoes de DM é importante analisar como se comporta a energia no decorrer
da simulacao, para saber se o sistema atingiu um equilibrio, se houve mudancas conforma-
cionais dentre outros fatores. Entao, nesse trabalho foram realizadas andlises energéticas em
funcao do tempo de simulagao de trés tipos: a energia eletrostatica do sistema calculada no
GROMACS, a energia eletrostatica calculada pelo APBS, e a energia total também calculada
pelo GROMACS.

Primeiro, foram feitos gréaficos de energia eletrostatica e total pelo GROMACS a fim
de avaliar se a simulagao atinge um equilibrio. Os gréaficos das energias eletrostaticas para as
simulacoes de 10 ns estao na figura 3.5, os das energias totais na figura 3.6, para a simulacao

de 50 ns, ambos os gréaficos estao na figura 3.7.

Também foram plotados os graficos com as energias calculadas em cada passo pelo
APBS, nestes gréficos foram utilizadas apenas as energias dos estados escolhidos (protonado

ou desprotonado) a cada passo, os dados estao apresentados na figura 3.8.

Foram obtidos valores de energia diferentes para configuragoes de estrutura secundaria
diferentes e, em todas as simulagoes os valores de energia se comportaram de forma linear,
0 que mostra uma estabilidade energética da simulagao. Também, os valores de energia ao
mudar o estado de protonagao nao variam significativamente em comparacao com o sistema
inteiro. Os valores de energia livre calculados com o APBS pela equagao 2.15 mostram que

as energias para protonar ou desprotonar sao pequenas, muito menores do que 1 kpT.
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Gréfico de Energia Livre versus Passo de Simulagio
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Figura 3.8: Graficos de energia livre calculada pelo APBS wversus tempo para todas as sim-
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3.3 Analise de Estrutura Secundaria

Na tentativa de reproduzir os resultados experimentais de fracdo de hélice para esse
peptideo foram realizadas andlises de estrutura secundaria, utlizando o VMD, para cada

configuracao nos diferentes pHs.

Na maioria das simulagoes a estrutura secundéria nao variou muito, mas na simulacao
que se iniciou em configuracao coil a fragdo de hélice aumentou muito com o pH, os gréficos
de estrutura secundéria por residuo por passo para todos os pHs da simulacao em coil estao

na figura 3.102. Os gréficos de fracio de hélice por pH para todas as simulacdes na figura 3.9.

Pode-se notar que o resultado obtido nesse passo foi muito diferente do esperado. Nao
foi possivel observar uma variacao de 10% no aumento da fracao de hélice com o aumento
do pH como o esperado de acordo com resultados experimentais. Isso de deve ao fato de nao
haver informacao sobre o tempo que leva para ocorrer uma protonagao (ou despronotagao)
desse peptideo, o tempo utilizado de 100 ps e de 500 ps podem nao ter sido suficientes para
mimetizar o sistema de maneira mais realistica. Também o tamanho total da simulacao
(da ordem de nanossegundos) pode nao ter sido o suficiente para observar mudangas tao

minuciosas estrutura secundaria.

Gréfico de Fracdo de Hélice versus pH

1 T ] T | T ] T | T ] T | T ] T
L w’ﬁ\ﬁ 4
0,8 _
1) L o — .
2
\E 0.6+ .
) o
2 | R N i
8
S 04— — hélice, 10 ns
=L — hélice-coil, 10 ns
coil-hélice, 10 ns
0.2- — coil, 10 ns
i — coil-hélice, 50 ns
% 1 2 3 4 5 6 7 8

Figura 3.9: Grafico de fragao de hélice versus pH para todas as simulagoes.

20s gréficos para as outras conformacdes foram omitidas por ndo haver variacio efetiva da estrutura
secunddria com o tempo e nem com a mudanca no pH, entdo, somente sdo apresentados os graficos de fragao
de hélice versus pH para as outras conformagdes.
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Figura 3.10: Grafico de estrutura secundéria por residuo resultado da simulacao de 10 ns do

peptideo em configuragao coil.
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Capitulo 4

Conclusoes

Com base nos resultados obtidos, percebe-se que a Dinamica Molecular a pH constante
reproduz melhor o comportamento do sistema do que a Dinamica convencional porque o
estado de protonacao pode variar com o tempo no decorrer da simulagao. De forma geral, o
método implementado teve sucesso pois os graficos construidos de carga versus tempo foram
satisfatorios chegando no resultado esperado pois em pHs mais baixos o peptideo ficou maior
parte do tempo protonado e foi aumentando gradativamente a desprotonacao até que, em
pHs bem mais altos do que o pK, do acido glutamico (4,4) o peptideo estava na maior parte

do tempo desprotonado.

Os valores de pK, para o acido glutamico também foram satisfatérios, pois concor-
daram muito com o valor tabelado e também com o valor obtido teoricamente pelo trabalho
de Goh et. al.

A comparacgao do gréfico de fracao de hélice versus pH com os resultados experimentais
nao foi bem sucedida pois a variacdo na fracdo de hélice é muito pequena, de apenas 10%
0 que, no caso, corresponde a aproximadamente um residuo e também, nao se sabe se a
porcentagem de hélice nos resultados de CD reportados no trabalho, de 40 a 50%, significa
que todos os peptideos da solugao apresentam essa porcentagem de hélice ou se temos essa

porcentagem de peptideos em hélice perfeita e o restante em random coil.



Capitulo 5

Perspectivas Futuras

Como perspectiva futura desse trabalho tém-se que realizar mais simulacoes longas,
com tempos variados na tentativa de reproduzir melhor os resultados experimentais de es-

trutura secundaria.

Deseja-se futuramente generalizar o sistema aqui desenvolvido para funcionar com
qualquer tipo de peptideo que tenha outros tipos de residuos ionizaveis e também mais de
um residuo desse tipo. E também, desenvolver um sistema para calcular a energia livre de
protonagao (ou desprotonacao) do sistema de maneira a incluir uma membrana fosfolipidica
como outro meio com o qual o peptideo possa interagir. Essa abordagem tem por aplicabi-
lidade estudar teoricamente a interagao de peptideos antimicrobianos com membranas a pH
constante. Trabalho esse que é desenvolvido por outros grupos de pesquisa experimental e

computacional do departamento.
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Apéndice A
A Equacao de Poisson-Boltzmann

A lei de Gauss[69] é uma formulagao integral muito utilizada para a descrigao de
campos eletrostaticos. Se quisermos fazer uso da forma diferencial dessa lei, pode-se utilizar
o teorema da divergéncia. Por esse teorema, em qualquer campo vetorial bem comportado

Az ;, definido num volume V e limitado por uma superficie S fechada, vale a seguinte relacao:

jiZ-ﬁda—/VV-Zd?’x (A1)

Aplicando o teorema da divergéncia na Lei de Gauss temos que:

7{5 B i da = 4n /V o(z) dz (A2)

/V(v E —drp) Pz =0 (A.3)

Logo:

V. E =dnp (A.4)

onde p é a densidade volumétrica de cargas elétricas.

Para descrever um espaco vetorial quase completamente seu divergente e seu rota-
cional devem ser definidos em todos os pontos do espago, o rotacional pode ser obtido como

consequéncia da lei de coulomb generalizada, que é:



E=-vo (A.5)

VxE =0. (A.6)

Essas duas equagoes descrevem o campo eletrostdtico. Elas podem ser combinadas em

uma unica equacao diferencial parcial do potencial:

V20 = —4mp (A.7)

Que é a Equacdo de Poison[69, 70] que é definida pelo Laplaciano do potencial V2®.
Generalizando para uma situacao onde a densidade de cargas da atmosfera i6nica varia com

a distancia do fon 7 em um solvente com constante dielétrica €5 temos:

€s€Q

(A.8)

Considerando uma solugao ionica contendo espécies positivas e negativas de densidades

numéricas n4 e n_ a densidade pode ser descrita por:

p(7) = qin(7) + q_n_(7) (A.9)

onde ¢4 e ¢_ representam as cargas dos ions positivos e negativos, respectivamente.

Em um sistema biolégico, sistemas com cargas sao imersos em meio aquoso contendo
eletrélitos, cada dtomo na molécula pode ter sua carga parcial descrita como cargas fixas pf
enquanto que as dos eletrélitos no solvente possuem densidade de carga determinada pela

distribuicao de Boltzmann:

(A.10)

onde n; é a densidade numérica de ions de um tipo i por unidade de volume em uma dada
regiao do espago, n, é a densidade desses fons em todo o espago amostrado, g; ¢ a carga de

cada fon, ® é o potencial eletrostatico, kg a constante de Boltzmann e T a temperatura.
Utilizando essa distribuicdo, a equagao A.8 pode ser modificada:
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V20(7) =

kgT

€s€;

D>_aimiexp [—M} (A.11)

No caso de potenciais eletrostaticos muito pequenos, a energia térmica é muito maior

que a energia eletrostatica, entao:

i ®(7) ai®(7)
— ~1-— A.12
«rp [ kT kT (A.12)
Entao, com essa relacao, tém-se:
V2o (7 S gind _Zqﬂ“‘p (A.13)
esel - ! kT '

Como o sistema deve estar neutro a somatéria ), qm? se anula. Assim obtemos a

forma linearizada da equacao de Poisson-Boltzmann:

V2o(7) = &(7) LEO;BT > (A.14)

A partir da equacao anterior e fazendo uso da teoria de Debye-Hiickel podemos obter

a equagcao fundamental:

V20(7) = k2®(7) (A.15)

onde k tem dimensao de comprimento e é conhecido como comprimento de Debye e esta
relacionado com a blindagem eletrostatica na interagao entre os corpos carregados produzida
pela solucao eletrolitica. Essa equacao de Poisson-Boltzmann linearizada é a equacao que é
resolvida pelo APBS para calcular a energia livre do sistema[71].Ela pode ser resolvida no
sistema de coordenadas esféricas, que é o que melhor caracteriza um fon em solucao como

mostrado na segao a seguir.
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A.1 Resolucao da Equacao de Poisson Boltzmann Linearizada

Para se obter uma descricao do potencial eletrostitico no espago devem ser consider-

adas duas regioes delimitadas por a, a regiao 1 estando dentro do fon e 2 na solugao:

V2 (7)=0 , 0<7 <a (A.16)
V20y(7) = k®(7) , T >a (A.17)

A solugao geral do Laplaciano em coordenadas esféricas pode ser aplicado para resolver

as equagoes A.16 e A.1T:

0] a1

Essas equacoes tém solucao geral:
®q(r) = % +Y (A.20)
()= 1y 2T (A.21)

Oo(r - 00) = 0 (A.22)

Oi(r —a) = Po(r—a) (A.23)

—®i(r - a) = —Po(r —a) (A.24)

— ¢ V(1) R dA = eqeo (A.25)

Utilizando as condicoes de contorno e a solugao geral temos que os potenciais ®; e Py

sao:
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q 1 K
P — _ _ < A.
1(r) 4dmegeq [r (ka + 1)} » U<rsa (A.26)
—k(r—a)

__ 1 ¢
 Admesegr(ka + 1)

Da(r) ., r>a (A.27)

Sendo essa a resolugao para a equacao de Poisson-Boltzmann linearizada em coorde-

nadas esféricas.
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