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Resumo

A interacdo entre ligantes e macromoléculas tem importancia fundamental em uma variedade
de processos bioquimicos. Modelos baseados em interagoes eletrostaticas vém se mostrando
bastante eficientes na descrigdo desses processos, incluindo boa concordancia com resulta-
dos obtidos experimentalmente. Esses modelos sdo basicamente resolvidos de duas formas:
utilizando aproximagoes de campo médio, como a teoria de Poisson-Boltzmann e sua forma
linear, equivalente a teoria de Debye-Huickel, ou através de simulagdes computacionais (por
exemplo, o método Monte Carlo), onde o efeito de correlagdo i6nica pode ser explicita-
mente considerado. Entretanto, alguns aspectos metodoldgicos carecem de analises mais
sistemadticas, como a arbitrariedade na escolha dos campos de forga para modelagem das
cargas atomicas situadas nas macromoléculas. Portanto, propomos nesse trabalho investigar
aspectos metodoldgicos para as abordagens tedricas usadas no estudo dos aspectos eletros-
taticos da interagao ligante-biomolécula, e a aplicagdo destas ferramentas para sistemas de
interesse bioffsico, como as proteinas da familia da Calmodulina que tem o cdlcio como

ligante.
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Abstract

Ligand-protein interaction is important in biology. Models based on electrostatic inte-
ractions have provided a acceptable description and good agreement with experiments. These
models are solved either by mean field approximations (as given by the Poisson-Boltzmann
theory and its linear version - the Debye-Hiickel theory) or computational si-mulations (e.g.
Monte Carlo), where ion-ion correlations are explicitly taken into account. Nevertheless,
some methodological issues as the choice of force field parameters for atomic charges need
more systematical analysis. Therefore, we consider on this work both the study of such
methodological issues on describing electrostatic features and its applications to des-cribe
interesting molecular biophysical systems, such as the Calmodulin protein family who has

the calcium as a ligand.
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Célculos de ApK devido a varia¢do da concentragao salina para a ligagdo de
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Capitulo 1

Introducao

As interagoes entre ligantes e biomoléculas tém uma importéncia fundamental em um grande
nimero de processos quimicos e bioldgicos [1, 2, 3]. Um exemplo muito bem conhecido é o
da Hemoglobina (Hb) [3]. Esta proteina tem a funcdo de transportar oxigénio dos alvéolos
pulmonares para os tecidos, e para isso ela deve ligar o O, em determinadas condigoes
(pulméo) e liberd-lo em outras condigdes (tecidos). Para auxilid-la no controle deste processo,
a Hb também interage com o fon H*, cujo aumento em sua concentracao (reducao do pH)
diminui a afinidade da Hb pelo oxigénio. Portanto, no pulméo, onde o pH é maior que nos
tecidos, a Hb liga o O, e libera H*. J4 nos tecidos, onde temos producao de H*, a liberagao
do O, é facilitada. Outro exemplo de extrema importancia é o da catdlise enzimética [3].
Neste processo, um substrato liga-se no sitio ativo de uma enzima formando o complexo
enzima-substrato. Nesta situacdo, o substrato passa por uma série de reagoes quimicas, se
transformando em produto, com uma velocidade muito maior do que o faria sem a presenca
da enzima. Dessa forma, sem a a¢do das enzimas, a transformagéo do substrato em produto
seria demasiadamente lenta, incapaz de fornecer produtos na propor¢do adequada para a

manuten¢ao do metabolismo [3].

A figura 1.1 representa um outro caso classico da interacdo entre ligantes e biomoléculas,
o mecanismo de ativacdo de enzimas dependentes de célcio [4, 5]. Neste processo, uma
dada enzima é inativa devido a presen¢a de um peptideo inibidor. Quando fons de célcio

se ligam nos sitios de uma proteina intracelular chamada Calmodulina (CaM), ocorre uma




Peptideo
Inibidor

0=~ 24 |— &
e %

lons de Calcio ligados
Calmodulina a Calmodulina

Figura 1.1: Representagao esquematica do mecanismo de ativagao de enzimas dependentes de célcio através
da Calmodulina. Esta figura foi adaptada da referéncia [4].

alteragao conformacional nesta proteina (este processo serd apresentado em mais detalhes na
sec¢ao 3.1), fazendo com que ela interaja com o segmento inibidor, tornando a enzima ativa.
Este mecanismo ¢é equivalente ao mecanismo de agao de fdrmacos!, como o antidepressivo

trifluorperazina (TFP) que se liga a CaM [6].

O entendimento desses processos, incluindo seu detalhamento ao nivel estrutural e ener-
gético, esta diretamente relacionado ao desenvolvimento racional de farmacos (drug design)
(1, 7, 8, 9]. Encontrar a localizagdo precisa de sitios de ligacdo e estimar as caracteristicas
quimicas do ligante, necessita, além de informacgoes estruturais, do conhecimento das in-
teragoes que direcionam o processo de associacdo 7, 8]. Dessa forma, o célculo preciso de
certas propriedades termodinamicas é fundamental para a total eficiéncia das metodologias
utilizadas na indistria farmacéutica e de biotecnologia, por exemplo. Além disso, todas

essas moléculas sdo compostas de grupos ionizaveis, cujo equilibrio dcido-base (associacao

e dissociacao de prétons) influencia diretamente no seu comportamento (3, 10, 11, 12]. De-

vido a isso, a verificac@o e o conseqiiente desenvolvimento de modelos tedricos, possibilitam
avaliar quais aproximagoes sdo mais eficientes para o cdlculo de propriedades fisico-quimicas
de moléculas e complexos moleculares, e auxiliam no desenvolvimento de pacotes computa-
cionais que realizam buscas em bancos de dados de ligantes [8], sugerindo os “melhores”

ligantes.

Modelos tedricos baseados em interagdes eletrostaticas vém conseguindo descrever estes sis-
temas de modo bastante eficiente [15, 16, 17, 18]. Um caso particularmente interessante é

o da Superézido Dismutase (SOD) [18, 19, 20], uma enzima de carga -4, que se associa ao

! Férmacos, na sua imensa maioria, sio pequenas moléculas, geralmente organicas, que interagem e “modulam” a atividade
biolégica de determinadas biomoléculas (tipicamente enzimas) [13, 14].




ion superdxido (O3 ), convertendo-o em uma forma menos nociva ao organismo. Experimen-
talmente, é verificado que o aumento da forca ionica ocasiona uma diminui¢do na taxa de
associagao, ao contrario do que deve ser esperado, uma vez que o aumento da concentragao
salina deveria “blindar” a repulsdo eletrostatica liquida existente entre a proteina e o fon
superoxido, facilitando a ligagdo. Mapeando o potencial eletrostatico nas vizinhangas desta
enzima [19] e utilizando técnicas de simulagdo computacional [19, 20], demonstrou-se, sobre
certas condigoes, uma regiao de potencial positivo no sitio ativo da SOD, explicando este
aparente paradoxo. Outros exemplos podem ser citados, como a descrigao da regulagao do
equilibrio alostérico entre as formas ozi e desoxi da Hb [15] e estudos da interagéo entre fons

ligantes e proteinas [18], peptideos e proteinas [21], e proteina-proteina [22].

Uma das principais dificuldades no estudo tedrico da interagao entre ligantes e biomoléculas,
¢ o tratamento do ambiente (solvente e ions méveis da solugdo) no qual a associagdo ocorre
[18]. As interagoes entre a molécula e o solvente (hidratagéo), e a distribui¢do dos ions méveis
ao seu redor sao fatores decisivos no processo de ligacdo, uma vez que esses ions tendem a
se acumular proximos a regides mais carregadas da molécula, atenuando a interacdo dessas
regioes com o ligante. Além disso, a estrutura altamente organizada do solvente préximo a
essas regioes carregadas, pode limitar a aproximagdo desses ions [15], influenciando em sua

distribuigdo, e conseqlientemente, na interagao efetiva entre a macromolécula e o ligante.

Podemos tratar esses sistemas utilizando ferramentas da Mecénica Estatistica Cldssica [23],
de forma a obter as propriedades fisico-quimicas de interesse através da média sobre um

ensemble? de configuragoes. Devido a complexidade envolvida nesses sistemas e ao grande

niimero de graus de liberdade existentes, muitas vezes o célculo explicito da funcdo particio®

se torna impraticdvel matematicamente, necessitando de aproximagoes que podem compro-
meter a qualidade dos resultados. Alternativamente, métodos numérico-computacionais que
permitem resolver “exatamente” o modelo, como o método Monte Carlo (MC) [18, 24],
podem ser ineficientes devido ao grande tempo computacional necessdrio para obter uma
convergéncia razoavel, ou seja, para “equilibragao” do sistema e obten¢do de médias repre-

sentativas das propriedades termodinamicas de interesse.

2 Ensemble é o conjunto de um nimero muito grande de sistemas macroscépicamente idénticos a um determinado sistema
de interesse, mas ndo necessariamente idénticos do ponto de vista microscépico, de forma que as propriedades termodinadmicas
do sistema de interesse possam ser consideradas equivalente a média dessas propriedades sobre todos os sistemas do ensemble.

3 A defini¢io de fungdo partigdo serd vista no capitulo 5.
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Figura 1.2: Representagao esquematica de um sistera formado por uma macromolécula imersa em uma
solugao eletrolitica, indicando as aproximagoes inerentes do NBO e NMM. O sistema da esquerda mostra,
além das espécies pertencentes ao soluto (macromolécula e ions de sal), as moléculas do solvente explici-
tamente (NBO). Ja no sistema da esquerda, o comportamento explicito do solvente é substituido por sua
constante dielétrica (NMM).

Assim, uma andlise metodolégica dos principais métodos utilizados para o estudo da in-
teragao entre ligantes e biomoléculas, mostrando as limitagoes de cada aproximacéo, e sele-
cionando as mais adequadas e eficientes para cada tipo de aplicacao, é vidvel e importante,
uma vez que essas metodologias se tornam cada vez mais proximas da area tecnoldgica (8],

necessitando de testes mais sistemadticos, e critérios para assegurar sua utilizagao.

1.1 Niveis de Detalhamento do Modelo

Para abordar este tipo de problema do ponto de vista tedrico, primeiramente precisamos

escolher o nivel de detalhamento do sistema, ou seja, a Hamiltoniana efetiva [18, 25, 26] e

seus parametros. Neste contexto, os atomos da biomolécula e da solugéo eletrolitica no qual
esta molécula estard inserida, podem ser representados de forma bastante elaborada, onde se
leva em conta o movimento eletronico e interagoes do ponto de vista quantico, ou, em outro
extremo, por modelos bastante simplificados e rudimentares, onde os parametros sao apenas
as coordenadas dos dtomos da molécula e sua carga [27], porém, permitindo-nos capturar a

esséncia da fisica destes sistemas.

Segundo Friedmann, no nivel de Schrédinger (NS) [25, 26], os dtomos sdo representados
de maneira bem precisa, de forma que as varidveis da Hamiltoniana sdo as coordenadas
dos niicleos e elétrons de cada componente do sistema, sendo sua forma funcional obtida

de primeiros principios (ab initio). Devido ao grande nimero de graus de liberdade e a

17

AVA
cm 1 2 3 4 5 6 i unespw-l 12 13 14 15 1e¢ 17 18



complexidade envolvida no célculo de propriedades moleculares neste nivel de aproximagéo,
o tratamento de modelos representados por esse nivel tem sua aplicabilidade comprometida
pelo alto custo computacional, sendo utilizado apenas para sistemas razoavelmente reduzidos
(em 1990 foi sugerido que modelos baseados no NS séo eficientes para sistemas com até 100
particulas [28]). Entretanto, esse detalhamento é indispensdvel para anélises de, por exemplo,

coeficientes espectroscépicos que podem ser altamente dependentes da interacdo fon-solvente

[26].

Uma forma de diminuir essa complexidade, é substituir o comportamento explicito de al-
gumas espécies do sistema por seu comportamento médio, reduzindo o niimero de graus de
liberdade e a necessidade da utilizagdo de formas funcionais cada vez mais complexas para
representar a Hamiltoniana do sistema. Um exemplo dessa aproximacao é a substituicdo do
comportamento eletronico explicito por seu comportamento médio, de forma que as varidveis
do modelo sejam as coordenadas e momentos dos 4tomos das moléculas do solvente e do so-
luto do sistema. Esse nivel de aproximagao é denominado de nivel de Born-Oppenheimer

(NBO) [18, 25, 26].

O nivel de McMillan-Mayer (NMM) [18, 25, 26], baseando-se no NBO, substitui o comporta-
mento explicito das moléculas do solvente pelo seu comportamento médio (figura 1.2), de for-
ma que as interagoes entre as particulas do soluto sejam representadas em funcao da constan-
te dielétrica estdtica do solvente. Essa aproximagédo, embora com bastante éxito e largamente
empregada no célculo de propriedades eletrostaticas macromoleculares [17, 15, 29], carece
de eficiéncia quando utilizada para sistemas dependentes de potenciais de curto alcance,
onde as caracteristicas estruturais do solvente se tornam indispenséveis, sendo necessério a

utilizagao de modelos no NBO, para a “correta” descri¢ao dos fendmenos de hidratagdo [18].

Enquanto no NS as interagoes entre os constituintes do sistema (interacao elétron-elétron,

elétron-niicleo e niicleo-niicleo) sdo conhecidas por primeiros principios, nos niveis mais sim-
plificados a interagdo entre os dtomos nao é conhecida a-priori [25], uma vez que o compor-
tamento explicito dos elétrons é suprimido. Uma forma de resolver este problema, é sugerir
uma forma funcional efetiva para os termos referentes a energia potencial da Hamiltoniana,
introduzindo certos pardmetros cujos valores possam ser ajustados de forma a garantir

a concordancia com resultados experimentais, ou obtidos através de cédlculos no NS. Esse
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Campo de Forca ~ AG** (kT) AG** (kcal/mol)
CHARMM -121,48 -71,99
Reduzido -125,80 -74,55
PARSE -126,70 -75,08

GROMOS96 (43al) -128,63 -76,23

Tabela 1.1: Resultados da energia livre de solvatacao do ion acetato (AG*°'¥) obtidas a partir da solucao
linear da equagao de PB, utilizando pacote computacional DelPhi [41, 42]. Valores experimentais estao entre
-79 a -87 keal/mol [43].

conjunto de fungdes mateméticas e seus parametros é denominado campo de forga [18].

Existe um niimero razodvel de campos de forga propostos na literatura (AMBER [30], PARSE
(31, 32, 33], CHARMM [34], GROMOS (35, 36], entre outros [37, 38]), de forma que se torna
importante verificar qual a dependéncia desses parametros na obtencdo de propriedades
termodinamicas, apurando quais deles sdo mais apropriados para cada tipo de aplicagéo,

diminuindo assim a arbitrariedade na sua escolha.

Um exemplo bastante ilustrativo da dependéncia do campo de forga no calculo de proprie-
dades estruturais de macromoléculas, pode ser atribuido ao estudo da dupla hélice do DNA
através de simulagées por Dindmica Molecular (DM) [18, 24, 39]. Alguns trabalhos tém
mostrado a existéncia de diferentes estruturas de equilibrio quando da utilizacao do campo

de forca AMBER ou CHARMM [40].

Outro caso pode ser verificado na Tabela 1.1, onde mostramos nossos préprios resultados

solv

reproduzindo a energia livre de solvatagdo do fon acetato (AG**") [44], através da utilizacao

de quatro campos de forca distintos®. Esses célculos foram realizados utilizando o pacote

computacional DelPhi [41, 42], resolvendo a equagéo linear de Poisson-Boltzmann através do
método de diferencas finitas [27], atribuindo uma constante dielétrica ¢; = 2 para o interior
macromolecular, e ¢, = 78,7 para o solvente (temperatura de 298 K), na auséncia de forga
idnica. Verificamos uma diferenca de até 7 unidades de kT entre os resultados obtidos com os
diferentes campos de for¢a, demonstrando que pequenas variagoes na carga parcial de alguns

atomos desse fon, podem ter grande influéncia no célculo de propriedades dependentes das

4 A descrigiao dos parametros do campo de forga para o fon acetato é dada no apéndice A.
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Sistema Fisico

Modelagem do Sistema

Nivel de Nivel de Nivel de
Schrodinger Born-Oppenheimer McMillan-Mayer

Solucgao do Modelo

Simulagéo

Ab-initio
Simulagao Computacional
Computacional
Semi =
Empirico Equagido de PB
|

Tanford
Kirkwood

Maior detalhamento, maior custo computacional

Figura 1.3: Organograma mostrando os niveis de aproximagao e as respectivas maneiras de resolvé-los. Ou-
tras formas para solugao destes modelos estao omitidas, como Mean Spherical Approzimation e Hypernetted
Chain [23]. As andlises dos métodos de solugdo para o nivel de McMillan-Mayer apresentados na figura sao
os objetos de estudo deste trabalho.

cargas de polarizagdo. Veremos no capitulo 6 que outras grandezas, como, por exemplo, a

variacao da constante de ligacdo (ApK), nao possuem essa dependeéncia.

1.2 Solucao do Modelo

A solucio desses modelos também pode ser obtida em vérios niveis de aproximacao (figura
1.3), de forma que a relagdo custo computacional /qualidade dos resultados seja a melhor
possivel [28]. Para modelos que utilizam dtomos e moléculas de forma detalhada, incluindo
detalhes eletronicos (NS), a solugao deve ser realizada no nivel quéntico, resolvendo a equacao

de Schrodinger em célculos ab initio ou semi-empirico [45).

Para modelos mais simplificados, onde a aproximacdo cléssica se torna razodvel, podemos

utilizar técnicas de simulagdo computacional como o método de DM [46, 24], resolvendo as

® A definigdo de integral de configuragdo serd vista no capitulo 5.




equagoes da mecénica para todas as espécies do sistema, ou o método MC [18, 24] para

integrar numericamente a integral de configura¢do®, calculando médias representativas das

propriedades termodinamicas de interesse. Embora esses métodos computacionais sejam
bastante eficientes [37, 47, 48, 24], seu custo computacional também se torna restritivo devido
ao numero de graus de liberdade existentes no sistema, privilegiando niveis de detalhamento

menos sofisticados como o NMM [18].

Para estudar modelos baseados na aproximagao continua do solvente (NMM), podemos in-
troduzir mais uma aproximacao, substituindo o comportamento explicito dos fons da solugao
pelo seu comportamento médio, considerando que os mesmos assumem uma estatistica de
Boltzmann ao redor da molécula. Essa distribui¢dao, quando utilizada juntamente com a
equacao de Poisson, resulta na equagido de Poisson-Boltzmann (PB) [18, 49, 50], cuja
solugdo fornece o potencial eletrostatico, necessdrio para a obtencao de vérias proprieda-
des termodinamicas do sistema. Esta aproximagao se tornou uma das mais utilizadas para o
célculo de propriedades eletrostaticas macromoleculares em Biologia Estrutural. Entretanto,
devido a néo linearidade dessa equagao, mesmo sua solu¢do numérica se torna extremamente
complicada, tornando vantajoso a utilizagao da sua forma linear [51, 52], equivalente a teoria

de Debye-Hickel (DH) [18, 23].

Dentre outras simplificacoes, modelos baseados em DH ou até mesmo PB nao linear, as-
sumem uma concentra¢do macromolecular infinitamente pequena [53], inconsistente com
algumas técnicas experimentais utilizadas, como NMR, onde a concentracdo macromole-
cular tipica é de 1 mM [54], e a concentra¢do de contraions que acompanham a molécula
pode ser uma ordem de magnitude maior. Assim, se torna interessante verificar qual a efi-
ciéncia desses modelos na reproducao de resultados experimentais obtidos em concentragao

macromolecular finita.

A obtengdo de solugdes analiticas dessas equagdes s6 é possivel para sistemas altamente
simétricos, como no caso do modelo de Tanford-Kirkwood (TK) [18, 55, 56], onde a macro-
molécula é descrita atomisticamente e inserida em uma cavidade esférica de baixa constante
dielétrica, e a solucdo eletrolitica é tratada de acordo com a teoria de DH. Embora a lite-
ratura tenha mostrado que vérias propriedades fisico-quimicas de sistemas biomoleculares

tém uma alta dependéncia com a descri¢do da superficie macromolecular [29], se torna muito
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util verificar a acuracidade do modelo de TK na previsdo de propriedades termodindmicas

relacionadas com a interagdo entre ligantes e biomoléculas, uma vez que solu¢oes analiticas

sao sempre preferiveis em relagdo a métodos numéricos, por nao estarem limitados por pro-
blemas relacionados a convergéncia e custo computacional. Além disso, o modelo de TK
tem uma importéncia histdrica por servir de fundamentagéo para a érea de eletrostética de

proteinas.




Capitulo 2

Objetivos do Trabalho

Concentraremos nosso trabalho na andlise e comparag¢ao dos métodos mais populares uti-
lizados no célculo de propriedades eletrostaticas da interacao entre ligantes e biomoléculas.
Mais especificamente trabalharemos com a interacdo de ions Ca*? & protefnas da familia
da Calmodulina, como a prépria Calmodulina, seus dois fragmentos, e a Calbindina Dqy.

Podemos dividir nossos objetivos em basicamente duas partes:

1. A primeira parte esté relacionada a formulagdo do modelo, onde a finalidade principal
sera verificar a influéncia da distribuicdo das cargas da macromolécula no calculo da
variacao da constante de ligagao em relacdo a variacao da forga i6nica. Para isso, uti-
lizaremos dois campos de forga bastante conhecidos da literatura (GROMOS e PARSE)
e outros modelos mais grosseiros para representar a macromolécula. Com essa anélise,
poderemos verificar qual o nivel de detalhamento que precisamos inserir no modelo
da macromolécula para obter resultados satisfatérios para a variacdo da constante de

ligagdo em relagao a concentracao salina e/ou proteica.

. A outra parte diz respeito a solu¢ao do modelo, principalmente na comparacao das prin-
cipais metodologias presentes na literatura. Serd analisado o efeito das aproximacoes
de campo médio, inerentes de modelos baseados na equagao de Poisson-Boltzmann, su-
perficie macromolecular esférica, que possibilita a solu¢do analitica de Tanford-Kirkwood,
e concentracao macromolecular finita, que consegue ser incorporada através da uti-

lizagao do método Monte Carlo.
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Capitulo 3

O Problema

A Interacao Ligante-Biomolécula

A funcéo bioldgica da maioria das biomoléculas estda diretamente relacionada com sua in-
teragdo com ligantes [57]. Esses ligantes podem ser desde pequenos fons, como no caso de
fons de Ca*? [58] que se ligam a uma série de protefnas para controlar processos regulatérios
intracelulares, até fArmacos de complexa estrutura molecular [7, 8], cuja ligagdo pode pro-
mover alteragoes conformacionais no receptor, influenciando sua func¢ao. De um modo geral,

a ligacdo de n ligantes L a uma macromolécula M pode ser representada pela equagdo [57]:

M +nL < ML, (3.1)
Este processo de ligacao estd associado a uma variagdo na energia livre de Gibbs do sistema
(AG) [59], cuja anélise nos fornece informacdes do quanto essa reacao é favorecida nas

condicoes em que ela é realizada. Podemos defini-la em funcdo dos potenciais quimicos y;

das i espécies em solucao:

AG =y, — Hy — Ny (3.2)

Devido ao longo alcance da interacdo eletrostatica, solu¢des compostas por macromoléculas




Figura 3.1: Componentes idealizadas do potencial quimico do sistema formado pela macromolécula imersa em
uma solugao eletrolitica. Os circulos escuros representam os sitios de ligagdo. O particionamento da energia
livre nas componentes acima é um artificio utilizado para o célculo de certas propriedades termodinamicas.
Obviamente, nao existem macromoléculas carregadas no vacuo. As cargas sao adquiridas em solugao.

altamente carregadas e pequenos ions de baixa carga (Na*, K* e Cl~, por exemplo), tendem
a assumir uma estrutura, onde os macroions se mantém distantes devido a forte repulsao
eletrostdtica existente entre eles, com os ions se distribuindo ao seu redor, de forma que em
uma determinada regido entre as macromoléculas, o campo eletrostético se anule [49]. Dessa
forma, em baixa concentragdo macromolecular, onde os macroions se mantém suficientemente
afastados, podemos considerar que cada espécie neutra formada por uma macromolécula e

pelos fons distribuidos ao seu redor se comporte independente das outras [49, 60].

Sendo assim, o potencial quimico dessa espécie neutra é dado por [61]:

u=p’+kT Inz + kT Invy (3.3)

Onde k é a constante de Boltzmann, e T a temperatura. O segundo termo desta relagao
estd associado a entropia de mistura, sendo x a fragdo molar da espécie neutra, enquanto o
terceiro termo introduz os desvios do comportamento ideal através do coeficiente de atividade
v [59]. O potencial quimico do estado padrao ° € a componente referente as interagoes entre
a macromolécula, os fons moveis e o solvente. Podemos particionéd-lo em trés componentes
(figura 3.1): Uma referente a todas as interagdes nao eletrostdticas entre os dtomos da
macromolécula, considerando essa molécula no vdcuo (p2), outra componente devido as
interacoes eletrostdticas entre os atomos da macromolécula (AG®"9), e uma componente
devido ao trabalho em transferir a macromolécula, ja carregada, do vdcuo para solugdo

eletrolitica (AG*'):

,UO = ,U? + AGeer9 +AG!30IU




Considerando que as espécies neutras podem ser formadas por macromoléculas na forma apo
ou na forma holo, podemos utilizar a relacdo 3.3 para essas duas espécies, substituindo-a na

relagao 3.2:

AG = »“'iu.,, — Juf:f - n,u‘; + kT In K

Onde K, a constante de equilibrio termodinamica (também denominada constante de liga¢éo),

é definida como [59):

K =- Latn Trarn,

Lne T ("EL T )n

Em uma solugéo em equilibrio a temperatura e pressio constante, AG = 0, portanto:

Moy — My — ;= AG° = —kT In K = 2,303 kT pK (3.7)

Onde pK = —log K e AG” é a variagao da energia livre de Gibbs no estado padrao, definida
como o trabalho isotérmico necessario para mover os ligantes da solugéo para os sitios de
ligagao, excluindo efeitos coletivos da solugdo. Dessa forma, variando as condi¢des em que a
ligagdo ocorre, e verificando a correspondente variagdo em AG?, e consequentemente em K,

podemos estimar como as interagoes entre os constituintes do sistema influenciam a ligagao.

Podemos particionar AG° em duas componentes: uma componente devido apenas aos li-
gantes associados a macromolécula (AG%), e uma componente devido apenas aos ligantes

livres na solucao:

AG® = AGH +nyf

Onde definimos:




AGE =, — 13, (3.9)

Assim, a variacdo em AG° em relagdo a a uma concentracdo salina ou macromolecular de

referéncia (representada pelo indice ref) é dada por:

AAG = AG® — AG?,; = AAGp + nAy (3.10)

O termo AAGp sera utilizado para verificarmos apenas o efeito da distribui¢do ionica ao
redor da macromolécula, uma vez que a inclusdo do potencial quimico do ligante livre em
solugdo, como para o calculo do ApK, pode trazer compensacoes energéticas, podendo es-

conder alguns importantes efeitos.

Analogamente, a variacdo da constante de ligagao é obtida facilmente através da equagao:

AAG

A}')K — pK — 'p‘r(ref = m

(3.11)
Substituindo a equacgao 3.7 na relagdo acima, utilizando a relagdo 3.4 para as espécies em
solucdo, e se considerando que os termos devido as interagdes no vdcuo independem das
variagoes realizadas no sistema, obtemos ApK apenas em funcdo da energia livre de solva-

tacao das espécies em solugao:

1

APK = 503

{A(mo.fu _ AC;-;;)!U _ Ac;.:‘olv = [Ac:ifiv(ref) - AG:?IL‘(T‘CJ") = AG:.:U!!:()“&}')] } (312)

"MLy

A energia livre de solvatagdao pode ser dividida, basicamente, em duas partes:

AGfsoItr — AGEl 4 AG‘OH”GS (313)

1. Uma parte eletrostatica (AG*), referente as interacoes eletrostaticas entre o solvente, os

fons maveis da solugdo, e os grupos carregados existentes na macromolécula, bem como




as componentes entrépicas devido a redistribuicdo das particulas méveis da solugao,

causada pelo grande campo elétrico gerado pela macromolécula.

2. Uma parte referente a todas as outras contribui¢oes, como mudangas estruturais da

proteina, interacoes de curto alcance, e interagoes entre grupos nao polares, etc.

Neste trabalho, estamos considerando que as componentes néo eletrostaticas (AG°*“™*) sdo
suficientemente despreziveis em relagao as alteragoes realizadas no sistema (alteracdo da
concentragao salina e macromolecular), sendo canceladas no célculo da varia¢do da constante

de ligacdo (relagdo 3.12) devido a diferenca entre as energias livre de solvatagdo [18]:

A(;sofr . A(;sda-(ref} ~ A(;en’ s AGtel(ref)

3.1 Proteinas da Familia da Calmodulina

As proteinas da familia da Calmodulina (CaM) (Troponina C, Parvalbumina, Calbindina
Dagr, entre outras), embora relacionadas a funcoes bastante distintas, como a contragao
muscular e a regulacao de processos intracelulares [58], possuem a estrutura do sitio de ligacdo
do célcio bastante conservada [62]. Nesta estrutura, conhecida como EF-hand, duas hélices

sao conectadas por um loop contendo um grande nimero de residuos acidos, que interagem

fortemente com fons metélicos positivos, como o Ca*? e Mg*? [58, 62, 4]. Podemos observar

através da figura 3.2, a grande quantidade de aminodcidos acidos (aspartato e glutamato)
que formam um dos sitios de ligacdo da Calbindina Dy (Cab), produzindo uma regiao de

alto potencial eletrostético negativo [63], que acomoda os ions metdlicos positivos.

O termo “EF-hand” foi proposto por Kretsinger e Nockolds em 1973 [66], em um trabalho
onde é descrita a estrutura tridimensional da Parvalbumina. Eles verificaram que o sitio
de ligacdo do célcio era formado por um par de hélices ligadas por um loop, cuja estrutura
se assemelhava 2 uma mao com o dedo polegar e o dedo indicador estendidos e os outros
trés dedos fechados, sendo as hélices representada por cada um dos dois dedos extendidos,
e o interior da proteina voltada para o lado da palma da mao. Além de estrutural, esta

representacao também descreve o movimento das hélices, uma vez que a ligacdo do célcio
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Figura 3.2: Representacao do sitio de ligagao do Cat? e Mg*? (esfera maior). A figura da esquerda mostra
a posi¢ao do sitio de ligacao em relagao as duas hélices e o loop que formam a EF-hand. Na figura da direita
mostramos alguns dos amino4cidos pertencentes a um dos sitios de ligagao da Calbindina Dy (PDB-ID 3icb
[64]). Esta ilustragao foi produzida com o pacote computacional VMD [65].

induz uma mudanca conformacional onde a hélice representada pelo polegar se move na
direcdo da hélice representada pelo indicador, como se estes dedos estivessem inicialmente
afastados, e se unissem. A Parvalbumina possui dois sitios de ligagdo cujas hélices foram
designadas por C e D para o primeiro sitio, e E e F para o segundo (foi verificado que as
hélices A e B, embora possua uma estrutura similar aos outros dois pares de hélices, nao
constitui um sitio de Ca*?). Como o sitio formado pelo loop EF podia ser representado pela

mao direta, esta estrutura recebeu o nome de EF-hand [67).

A fungdo de cada uma dessas proteinas esta diretamente relacionada com a afinidade com
que esses fons sdo ligados (constante de ligagio K = 107° a 107°M) [58], e com a mudanca
conformacional produzida pela ligagao deles [4, 58, 62]. A substituicdo de um écido glutamico
por um dcido aspartico (E101D) no sitio ativo da Parvalbumina, diminui a afinidade do
calcio em 100 vezes e aumenta a do magnésio em 10 vezes, devido a alteracoes estruturais
que modificam a geometria de coordenacdo do célcio, mas mantém a do magnésio [68],
demonstrando a importéncia, nao sé da estrutura EF-hand, mas também da estrutura local

do sitio de ligacao para a fungao biologica dessas proteinas.

Neste trabalho, estamos interessados no estudo da ligagao de fons de célcio a Cab e a propria
CaM. Essas proteinas foram escolhidas devido a grande distingao em relagao a sua carga

liquida e estabilidade estrutural, se tornando casos limites para verificagao da validade das




Figura 3.3: Representacao esquemadtica da estrutura tercidria da forma holo da Cab (PDB-ID 3icb). As
esferas representam os ions de calcio. Esta ilustragao foi produzida com o pacote computacional VMD [65].

aproximacoes utilizadas por nos, além de sua importancia biolégica.

3.1.1 Calbindina Dg;

A Cab (PDB-ID 3icb [64]) é uma proteina intracelular regulatéria formada por 75 residuos
de aminoécidos, possuindo peso molecular de 8.500. A carga liquida da forma apo em pH 7.5

é de -Te [69, 70]. Essa proteina possui duas estruturas EF-hand, responsaveis pela ligacao

de dois fons de Ca*? com alta afinidade e cooperatividade positiva [70].

Sua estrutura revela uma forma bastante globular (figura 3.3), com todos os residuos car-
regados proximos a superficie [70], fazendo com que modelos mais simplificados se tornem
consideravelmente razoaveis para seu estudo. Outro fato que a faz um excelente objeto de
estudo para modelos simplificados, é a sua enorme estabilidade estrutural [63, 69, 70]. Estu-
dos de 'H NMR indicam que sua estrutura em solugdo é muito similar a da forma cristalina
(63, 69], além de mostrar uma resposta conformacional muito pequena devido a ligacao dos

ions de célcio, em relagao a CaM e Troponina C, por exemplo [70].




Figura 3.4: Representagao esquemadtica da estrutura tercidria da forma holo da CaM (PDB-ID 3cln). As
esferas representam os fons de célcio. Esta ilustracao foi produzida com o pacote computacional VMD [65].

3.1.2 Calmodulina

A CaM (PDB-ID 3cIn) é também uma proteina intracelular que regula a atividade biologica

de diversas proteinas celulares e de transporte de calcio. E formada por 148 residuos de

aminoacidos, possuindo peso molecular de 16.689. A carga liquida da forma apo em pH 7.4
é de -23e [69, 70]. Essa proteina possui dois dominios com duas estruturas EF-hand em cada

um, ligando quatro ions de Ca*? [4, 71].

O segmento de hélice que liga os dois dominios é bastante flexivel, permitindo uma grande
mudanga conformacional quando da ligagao dos célcios. O rearranjo das hélices expde certos
residuos hidrofobicos, aumentando a afinidade desta proteina por uma série de proteinas
alvo [58]. Essa grande flexibilidade (em relagao a Calbindina Dy;), além de sua alta carga
liquida, faz da CaM um excelente teste critico para os modelos e as aproximagoes utilizadas
no estudo de propriedades eletrostaticas da interagao entre ligantes e biomoléculas. A forma

holo da CaM é mostrada na figura 3.4.

Estudos realizados utilizando 'H NMR, demonstram que o aumento da concentracio salina
produz uma diminuigdo da afinidade dessas proteinas pelo fon de Ca*? [71, 54], ou seja,
temos um efeito de sal no pK do cédlcio. Podemos verificar esse comportamento através
dos resultados mostrados na figura 3.5 (ver relagao 3.11 para definicdo do ApK). Este

comportamento sugere a existéncia de uma blindagem eletrostatica produzida pelos ions
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Figura 3.5: Resultados experimentais de ApK devido a variagdo da concentragao salina para a ligaciao de
dois fons Ca*? & uma forma mutante da Cab (N56A) (grafico da esquerda), e de quatro fons Ca*2 &4 CaM
(grafico da direita), obtidos por '"H NMR. Para a Cab, foi utilizada uma concentracio macromolecular de
3,3 mM, e uma concentragao salina nula de referéncia [54]. J4 para a CaM, a concentragao macromolecular
foi de 20 uM, e concentracao salina de 10 mM foi utilizada com referéncia [71].

2

[C,p (mM)]”

Figura 3.6: Resultados experimentais de ApK devido a variagcdo da concentragdo macromolecular para a
ligacdo de dois fons Ca*? 4 uma forma mutante da Cab (N56A), obtidos por 'H NMR. Foi utilizado um
regime de concentragao salina nula, com concentragio macromolecular de referéncia de 3,3 mM [54].




livres da solucao. Nesta situacao, os contraions moéveis da solugao se distribuem ao redor
da proteina, de forma que a interacao repulsiva entre esses contraions e o ligante compense

parcialmente a grande forga atrativa produzida por estas moléculas.

Outro efeito semelhante é verificado quando do aumento da concentragdo macromolecular.
A figura 3.6 mostra a curva de ApK em relacao a variacdo da concentragido de uma forma
mutante de Cab (N56A), para a ligacdo de dois ions de Ca*? a esta protefna [54]. Estes
resultados também foram obtidos por 'H NMR, mostrando que o aumento da concentracao

macromolecular pode levar a um rearranjo dos fons méveis promovendo uma blindagem

mais efetiva [54]. Este comportamento foi reproduzido teoricamente por nés (veja segéo 6.1)

através de um modelo baseado em interagdes eletrostdticas, confirmando mais uma vez, a

importancia dessas interacoes na formagao dos complexos moleculares estudados.
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Capitulo 4

Modelo do Sistema

Baseado na consideracao feita no capitulo anterior, trataremos cada espécie neutra formada
por uma macromolécula e pelos fons de sal e contraions distribuidos ao seu redor, de maneira
independente, utilizando o Modelo da Célula [49. 60, 72, 73]. Neste modelo, consideraremos
cada uma dessas espécies neutras confinadas em uma célula de raio R,., definido de acordo
com a concentra¢ao macromolecular, com a macromolécula rigida® em seu centro, de acordo

com a figura 4.1.

Figura 4.1: Representagao esquemadtica do Modelo da Célula j& incorporando uma biomolécula. Os circulos
com inscricao “+2.” representam os ligantes.

¢ Embora a macromolécula esteja sendo tratada como rigida, em um trabalho paralelo realizado em conjunto com o aluno
de doutorado Carlos Emidio Sampaio Nogueira, pretendemos verificar o efeito da flexibilidade da proteina, através do célculo
das propriedades termodindmicas relacionadas a interagao entre fons célcio e proteinas da famflia da Calmodulina, utilizando
vérias configuragoes geradas através de simulagoes por Dindamica Molecular.
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Além da baixa concentragdo macromolecular, uma outra condigdo para que essas espécies
neutras se comportem independente das outras, é a presenca apenas de fons monovalentes na

solugao eletrolitica. Terfamos problemas com a utilizagao de solugoes assimétricas, uma vez

que trabalhos tém mostrado que o forte efeito de correlagdo entre ions multivalentes pode

causar atracao entre as macromoléculas [49)].

A solucao eletrolitica foi tratada no nivel de McMillan-Mayer [25, 26], de acordo com o
Modelo Primitivo Restrito [23, 74], onde os fons méveis de valéncia z; foram representados por
esferas rigidas de raio R; =2 A e carga central Z; = z;e = %1le, sendo e a carga elementar,
imersos em um solvente representado apenas por sua constante dielétrica (¢, = 78,7 na
temperatura de 298 K). Esta aproximagao ¢é usual e comumente usada no estudo de solucées

eletroliticas [75, 76, 77).

A interagdo entre quaisquer duas particulas j e [ carregadas do sistema, é dada simplesmente
de acordo com a Lei de Coulomb [78], adicionando uma restri¢ao para evitar o colapso entre

elas:

00 , ra<(R;+ R)
u(rj) = i i (4.1)

_zizne? _ ke
Treoery; ¢ Caso contrario

Onde ¢ é a permissividade elétrica do vacuo, e r; é a distancia entre as duas particulas.

Além disso, a condi¢ao de independéncia entre as espécies neutras, sugere que os fons devem
ficar confinados dentro da célula, ja que flutuagoes na densidade de carga das atmosferas
ionicas podem causar atracdo entre as macromoléculas. Dessa forma, os fons méveis devem

ser submetidos a um potencial infinito na borda da célula:

o , 1> (R.—Ry) (12)

0 , caso contrario

Dada uma solugao salina simétrica monovalente (-1:1), com concentragdo C,, o nimero de

fons positivos (NV4) e negativos (N_) em solugéo, sdo dados por:




4
‘-"\'r+ - (gﬂ'RE) 1000 J\ra Cs‘ _+_ |ZP|

N_= (%ﬁRg) 1000 N, Cs (4.4)

Onde N, é o nimero de Avogrado, e Z, é a “carga liquida” (soma das cargas parciais de
todos os atomos) da macromolécula. O termo adicional na relagdo 4.3, representa o niimero
de contrafons adicionados ao sistema para manter a eletroneutralidade da célula, uma vez
que todas as proteinas que estamos considerando possuem carga liquida negativa, e o termo
1000 N, é utilizado para conversdo de unidades para o sistema internacional, uma vez que

estamos considerando as concentracoes em unidades de molar, e o raio R. em metros.

Alguns exemplos do nimero de particulas utilizados em nossos cdlculos podem ser obtidos

na tabela abaixo:

Concentragao Raio da  Concentragdo Numero de  Numero de

Macromolecular (uM) Célula (A) Salina (mM) 4nions (N_) cétions (V)

20 270,63 50 54
20 270,63 1250 1254
20 270,63 4999 5003
200 125,62 5 9
200 125,62 ' 125
200 125,62 500
2000 58,31 1 5
2000 58,31 13 § (4
2000 58,31 100 50 54

Tabela 4.1: Nimero de dnions obtidos apartir da relagdo 4.3 e 4.4, para algumas concentragoes de sal e de
proteina, utilizando uma macromolécula de carga liquida Z, = —4e.

Sendo nosso sistema composto por um total de N = N,+ N particulas, onde N, é o niimero

de 4tomos da proteina, e N, = N, + N_ é o niimero de ions méveis, a energia potencial total
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do sistema ¢ dada por:

4.1 Modelo da Macromolécula

O macroion foi representado através de sua estrutura tridimensional, considerando seus
detalhes atomisticos, onde cada um dos NV, &tomos foi representado por uma pequena esfera
rigida de raio Ry = 2 A, com uma carga central Z,. A posicdo tridimensional de cada

atomo foi obtida da estrutura cristalografica das proteinas em estudo: PDB-ID 3ich para a

Calbindina Dgi. (Cab) [79] e PDB-ID 3cln para Calmodulina (CaM) e seus fragmentos [80)].

Ambas as estruturas utilizadas foram obtidas utilizando métodos de difracao de raio-X. A uti-
lizagdo desta técnica experimental traz dificuldades na localizacao dos 4tomos de hidrogénio
da molécula, uma vez que estes, quando ligados a outros atomos, nao possuem sua densi-
dade eletronica centrada na posi¢ao do nicleo. Além disso, os atomos de hidrogénio tem uma
aplitude vibracional muito maior do que a dos outros atomos, dificultando ainda mais sua
localizagdo [81]. Por isso, os hidrogénios ausentes foram adicionados através de critérios ge-
ométricos, com o auxilio do pacote computacional para simulagao biomolecular GROMACS

(82, 83], o qual segue o critério abaixo [83]:

Um Hidrogénio Simples: Supondo um atomo de hidrogénio H que se liga a um deter-
minado dtomo i, como na hidroxila, por exemplo. Este dtomo i é ligado em um outro
atomo j, que por sua vez ¢ ligado a um atomo k. Este hidrogénio é adicionado a 0,1 nm
do dtomo i, com o angulo Hij de 109,5 graus, e diedral Hijk assumindo a conformacao

trans.

Um Hidrogénio Planar: No caso de um atomo de hidrogénio H ligado a algum atomo em
um anel, ou ao nitrogénio da ligacao peptidica, por exemplo, o hidrogénio se posiciona
no plano formado pelos dtomos i, j e k, onde j e k estdo ligados em i, sendo adicionado
a 0,1 nm do dtomo ¢, na linha bissetriz do angulo jik, de forma que os dngulos Hij e

Hik sejam maior que 90,0 graus.
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Dois Hidrogénios Planares: Dois hidrogénios H; e H; ligados a um determinado dtomo
¢ como no grupo N Hs, os hidrogénios sdao adicionados a 0,1 nm do 4tomo %, de forma
que os angulos Hyij e Hsij assumam 120,0 graus, sendo o dtomo i ligado ao dtomo 7,
e os diedrais Hyijk e Hyijk assumam uma conformagdo cis e trans, respectivamente,

onde o atomo k é ligado ao dtomo j.

Um Hidrogénio Tetraédrico: No caso de grupos como o C3C H, o hidrogénio se liga a um
atomo i que também se liga aos dtomos j, k e [, formando uma estrutura tetraédrica,
de forma que o hidrogénio é adicionado a 0,1 nm do atomo i, tal que os angulos H,ij,

Hsik e Hsil assumam 109,5 graus.

Dois Hidrogénios Tetraédricos: Grupos como C' — CHs; — C, onde dois carbonos e dois
hidrogénios se ligam a um outro carbono formando uma conformacao tetraédrica, tem
os hidrogénios adicionados a uma distancia de 0,1 nm do atomo i, no plano formado
pela bissetriz do angulo ijk com os angulos H,ij, Hsij e Hsij assumindo 109,5 graus,
sendo i 0 4tomo no qual os outros quatro atomos estao ligados, e j e k os 4&tomos que

nao sao hidrogénios e estao ligados ao atomo i formando a estrutura tetraédrica.

Dois ou Trés Hidrogénios Tetraédricos: Para grupos CH,; e CHj, onde dois ou trés
atomos de hidrogeénio sao ligados a um determinado atomo i, que por sua vez se liga a
um atomo j, assumindo uma conformacao tetraédrica, os hidrogénios sdo adicionados
a 0,1 nm do atomo i, de forma que os angulos Hyij, Hsij e Hsij formam 109,5 graus,
com os diedrais Hyijk assumindo uma conformacao trans e Hsijk assumindo um angulo

240,0 graus além da conformacao trans, sendo k o 4tomo que se liga ao dtomo j.

Para determinacdo da constante dielétrica macromolecular, utilizamos o modelo do dielétrico
continuo e uniforme [18], ou seja, consideramos a constante dielétrica do interior macro-
molecular igual a do solvente (¢; = ¢5). Tem se mostrado que essa aproximagao é bastante
eficiente na obtencao de resultados concordantes com resultados experimentais para a ligagao

de fons metélicos a proteinas [51, 84]. Além disso, um trabalho recente mostra resultados

fisicamente impossiveis na predi¢ao de efeitos mutacionais para a ligagdo do Ca*? a Cab,

quando da utilizacao de constantes dielétricas diferentes para o interior e o exterior macro-

molecular [51].
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Para a CaM foi necessdrio a inclusdo manual dos quatro primeiros residuos, bem como do
tltimo, através do pacote computacional SwissPDB-Viewer [85], j4 que a estrutura resolvida
cristalograficamente ndo os possuiam, devido as incertezas nas suas posigoes [71]. Este pacote
computacional obtém a estrutura de uma determinada proteina através de seu arquivo PDB,
permitindo que se selecione um determinado residuo existente, adicionando, a partir deste,
um novo residuo. As coordenadas dos d4tomos do residuo incluido sdo determinadas de forma

a minimizar a energia da macromolécula.

As coordenadas atomicas dos dois fragmentos foram obtidas da estrutura da CaM intacta,
sendo os primeiros 74 residuos correspondentes ao primeiro fragmento, com carga liquida
total Z, = —12e, e os residuos de nimero 78 ao 148 correspondentes ao segundo fragmento,

com carga liquida total Z, = —13e [71].

Como forma de generalizar nossa anélise, utilizamos largamente outros dois modelos para
a macromolécula, os quais podem ser vistos como uma simplificacdo do modelo proposto

inicialmente (figura 4.2):

e Um modelo equivalente ao resolvido por Tanford e Kirkwood [86], onde a macromolécula

é inserida em uma cavidade esférica de raio R,, impenetrével aos fons méveis (figura

4.2b). Para a CaM, utilizamos R, = 38,00 A, enquanto para a Cab, R, = 18,05 A.

O primeiro e segundo fragmento da CaM receberam R, = 26,41 e 22,79 A, respectiva-

mente.

Foi também utilizado um outro modelo mais simplificado para o macroion, desprezando
seus detalhes atomicos e o representando por uma esfera rigida de raio R,, com sua
carga liquida Z, concentrada pontualmente em seu centro (figura 4.2¢c). Os valores de

R, para esse modelo sao equivalentes aos do modelo anterior.

4.2 Campos de Forga

Para o Modelo Detalhado e Modelo Detalhado Esférico, onde os 4tomos da macro-

molécula sao descritos explicitamente, necessitamos conhecer a carga residual Z; de cada um
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Figura 4.2: Modelos utilizados para a representagac do macroion. A figura da esquerda (figura 4.2a) repre-
senta o modelo mais realista para a macromolécula, onde sua superficie é definida pelos raios dos atomos que
se localizam na sua superficie. Chamaremos este modelo de Modelo Detalhado. Na figura central (figura
4.2b), a macromolécula contém uma descrigao atomistica , entretanto, sua superficie é considerada esférica.
Chamaremos esse modelo de Modelo Detalhado Esférico. J4 na figura da direita (figura 4.2c), temos
a representagao mais simplificada para o macroion, representando-o por uma esfera rigida impenetravel a
solugao. Este modelo serd denominado Modelo Esférico.

deles, de forma que o potencial eletrostatico gerado pela macromolécula possa ser calculado

através da lei de Coulomb presente na relacao 4.1.

Como cargas atomicas ndo sdo observaveis quanticos, sua obtenc¢do através de célculos

tedricos realizados no nivel de Schrodinger sofrem de arbitrariedades, sendo altamente depen-

dentes da metodologia utilizada [87]. Devido a isso, essas cargas podem constituir pardmetros

de um modelo, e serem obtidas de forma a garantir a concordancia com resultados empiricos.
Entretanto, essas cargas nao sao obtidas de maneira tinica, sendo dependentes do modelo

utilizado e da propriedade fisica utilizada para comparagéo [38].

Neste trabalho, utilizamos as cargas parciais propostas por trés campos de forga bastante

conhecidos da literatura:

PARSE (PARameters for Solvation Energy): Este campo de forga [31, 32] é parame-
trizado de forma que a energia livre de solvatagdo de um grupo de 67 moléculas
organicas, obtidas experimentalmente, concorde com os valores célculados através de
um modelo baseado na aproximagao continua do solvente. Neste modelo, as moléculas
foram tratadas segundo sua estrutura tridimensional, onde cada atomo foi considerado
uma esfera rigida com carga central z;. Esta molécula foi inserida em uma cavidade
de baixa constante dielétrica (¢; = 2), cuja forma é definida de acordo com a supeficie

molecular. A energia livre calculada a partir deste modelo foi particionada em duas
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componentes: uma componente eletrostatica, que contém a interacéo entre os dtomos
do soluto, e entre esses atomos e as cargas de polarizagio geradas na interface dielétrica
da superficie macromolecular, e uma componente néo eletrostatica, dependente da area

acessivel ao solvente e do coeficiente de tensao superficial.

GROMOS (GROningen MOlecular Simulation): Este campo de for¢a é distribuido
juntamente com o pacote de dindmica molecular GROMOS [35, 36], possuindo vérias

versoes. A versao utilizada por nds é 43al do GROMOS96.

Campo de Forga Reduzido: No campo de for¢a Reduzido, as cargas sao atribuidas de
forma mais simplificada, apenas aos dtomos mais polares de cada aminoécido carrega-
do. Assim, atribui-se uma carga de -0,5e para cada oxigénio carboxilico localizado no
aspartato, glutamato e no aminoacido C-terminal, uma carga unitdria positiva para o
€é-nitrogénio da lisina e para o aminoacido N-terminal, e 0,33e para os ¢; e ¢, nitrogénios
da arginina. Embora as moléculas utilizadas por nds ndo contenham histidinas, critério

semelhante pode ser seguido para atribuicdo das cargas a seus 4tomos [88].

Uma outra aproximagao mais grosseira para a representagiao da macromolécula, que chamare-
mos de Aprozimagdo Dipolar, atribui a carga liquida positiva e negativa as coordenadas (z+,
y*, zt) e (x~, y~, 27), respectivamente, formando um dipolo. Essas coordenadas sao calcu-

ladas da seguinte forma:

1 P 1
z* =@Z%4‘ yi=@21ﬁzj
FES i*

onde Q* é a carga total positiva (indice +) ou negativa (indice -). A somatdria se aplica
a todas as j* cargas positivas ou j~ cargas negativas da molécula, sendo z;, y; e z; as

coordenadas de cada dtomo com carga Z;.

Uma outra maneira bastante promissora de atribuir cargas parciais aos 4tomos da proteina
¢ a utilizagdo do método de equalizagdo de eletronegatividades [89, 90]. Como o campo de
forca PARSE, esse método também foi desenvolvido para cdlculos de energia de solvatacio

utilizando modelos com solvente continuo. Entretanto, tem apresentado resultados mais
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precisos, se tornando adequado para estudos desta natureza. Dessa forma, futuramente

pretendemos, em colaboracao com o Dr. Lufs Gustavo Dias, aplicar esta metodologia para

estudos relacionados a este trabalho.
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Capitulo 5

Solucao do Modelo

A Mecanica Estatistica Classica

Para a descricdo microscdpica do nosso sistema através do modelo descrito no capitulo an-
terior, a Mecanica Estatistica fornece as ferramentas necessdrias para a obtencao da dis-
tribuicao dos fons méveis, e consequentemente das propriedades termodinamicas de interesse
[18]. Dessa forma, uma determinada propriedade macroscdpica A, é obtida através da média

sobre todos os i estados microscdpicos do sistema [23]:

___zaAi‘Dz
. B

Onde P; é a probabilidade do sistema assumir um determinado estado i. Para o nosso
sistema, onde podemos utilizar uma abordagem cldssica, esses estados sdo completamente
determinados pela posicao 7; das N particulas, e pelos momentos lineares p; das N, particulas
moéveis, assim, P; = P(r], ,PN,). Estaremos considerando que as particulas

moveis da solucao serdo representadas pelos indices 1 até N, e os &tomos da macromolécula,

pelos indices Ny + 1 até N.

De acordo com o modelo que adotamos, o volume da célula e o nimero de particulas no seu
interior serao constantes. Além disso, de forma a manter uma compatibilidade com a situagéo

experimental, consideraremos nosso sistema em contato com um reservatério térmico man-




tendo a temperatura constante. Nesta situagdo (correspondente ao ensemble canénico [23]),
a probabilidade do sistema assumir um estado determinado pela posi¢do 7 e momento linear
p1 para a particula 1, posi¢do 75 e momento linear p; para a particula 2, e assim sucessi-
vamente, é representada, em funcdo da energia total do sistema E(r7,... PN.),

através da relagao [23]:

E(T‘].‘.H,TT\' !p_‘i‘-'-np.\-:_g )
exp [— - ]

[ ] exp [~ B Ben W] Gy dr5, dp ... dpy,

(5.2)

Esta relacao pode ser obtida em termos da fungdo particio canénica Q(N,V,T), onde o
termo a frente da integral é uma constante de proporcionalidade responsdvel em garantir a
concordancia com a fung¢do particdo quantica no limite de h — 0, sendo h a constante de

Plank [24].

T...dry.dpi...dpy,  (5.3)

[_E( .

1
Q("\r, VT):W/./OXP

A funcéo particdo estabelece uma relagdo entre as caracteristicas microscépicas do sistema e
suas propriedades termodinamicas macroscdpicas, uma vez que esta funcao estd diretamente

relacionada a energia livre de Helmholtz [23):

A=—kTInQ(N,V,T) (5.4)

Como em nosso caso a energia potencial U independe dos momentos lineares das particulas

maveis, podemos considerar F(r]

2
. 5 . P . Pj
K, a energia cinética total do sistema, é dada por K = §:?=1 52—, sendo m; a massa da
¢

particula j. Dessa forma, podemos integrar a relagdo 5.3 nos momentos, obtendo:

Z(N,V.T)
[J'\'r_|.] 1 [.NY_] 1 ASN"

Q(N,V.T) =
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Onde A é o comprimento de onda térmico, dado por A = W e Z(N,V.T), a integral

de configuragdo, é definida como [18]:

A )l dfs . idrm (5.6)

Sendo assim, a probabilidade P?(7;) de encontrar uma dada particula j em uma determinada
posigao 77}, independente do seu momento linear e da posicao e momento linear de todas as

outras particulas, é dada da seguinte forma:

(") = [...[exp [ L(,U_] dri...drjZ1drj3y...dry,
7 Z(N,V,T)

(5.7)

Baseado nessas relagoes, podemos definir certas grandezas que sio muito titeis na anélise
da distribui¢do dos fons mdveis ao redor da macromolécula, como a fun¢do distribuicdo
radial e o potencial da for¢a média, além de propriedades termodindmicas necessérias para o
célculo da constante de ligagdo. Entretanto, o cdlculo da integral de configuragio, necessaria
para determinacao dessas grandezas, é impraticavel analiticamente, necessitando de métodos

numéricos ou de aproximacoes que viabilizem sua solugao [18].

5.1 Funcao Distribuicao Radial

Quando utilizada em conjunto com o modelo da célula, a fun¢do distribuicdo radial gi(7)
de uma determinada espécie k (em nosso caso k = 2, pois temos apenas duas espécie de
particulas méveis: cétions e anions da solugdo), é definida como a razéo entre a probabilidade
Py (7) de encontrar uma das Nj particulas da espécie k na posicao 7, e a probabilidade Pj¢
de encontrar uma das N particulas na posicdo 7, estando essas particulas ndo submetidas

a qualquer interagdo (sistema ideal) [23]:
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Segundo essa definicéo, a fung¢do distribui¢do radial corrige a distribui¢do dos fons ao redor da
molécula, incluindo os efeitos de correlagao ionica responséveis pelo desvio do comportamento

ideal.

Para proceder com a deducéo de gi(7), seja P} (7;) a probabilidade de encontrar uma deter-

minada particula j da espécie k na posicao 77, independente da posicdo das outras particulas:

U(r7 yeeyTN — - - -
f ot .fexp [_leT_f.‘L). d?’] S dT‘j-] d?’j+1 ces dT_.\F_‘

f...fexp[—ml] dri...drn,

Pl(r5) = (5.9)
Assim, a probabilidade de encontrar qualquer uma das N}, particulas da espécie k na posi¢ao
r; é dada por Pi(7;) = N, P[(r;), sendo portanto possivel, utilizando a relacdo 5.8, obter

gx(7) (a notacéo foi modificada fazendo 7} = 7):

J oo fexp [~UEr B 4 L dryZydr s .. drR,

e — (5.10)
J...Jexp [—ng—-(-—’;T—“‘] dri...dry,

ge(r) =V

A figura 5.1 mostra a caracteristica estrutural da fungéo distribuigdo radial. Para disténcias
pequenas gx(7) — 0, devido as restrigdes que evitam a sobreposi¢do de duas particulas
(potencial de esfera rigida). Ja para grandes distancias, os desvios do comportamente ideal

se tornam despreziveis, e consequentemente gx(7) — 1 [18, 23].

O gréfico da esquerda, onde as particulas interagem apenas através de um potencial de
esfera-rigida, contém dois picos que indicam a existéncia de camadas onde as particulas
tém uma grande probabilidade de serem encontradas (essas camadas sdo chamadas camadas
de coordenag¢do [91]). Entre essas duas camadas hd uma vale, onde a probabilidade de
se encontrar particulas é reduzida devido a tendéncia das particulas se excluirem. Sendo
assim, podemos inferir que a existéncia de um raio finito para as particulas (desvio da
situacao ideal) faz com que certas regides proximas ao macroion sejam “estatisticamente

privilegiadas”, devido a existéncia de uma estrutura local mais ordenada.

O gréfico da direita mostra os resultados referentes a um sistema formado por um macroion

esférico de carga —8e e raio 14 A, fixo no centro de uma célula esférica de raio 125 A (con-
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Figura 5.1: Fungao distribuicéo radial gi () em funcédo da distancia |7] a uma particula fixa no centro de uma
célula esférica, obtida através do programa desenvolvido por nés. O grifico da esquerda mostra resultados
para um sistema formado por 884 esferas rigidas de raio 2 A, confinados em uma célula de raio 30 A, com
uma dessas esféras fixa no centro dessa célula. O grafico da direita mostra a fungéo distribuicao radial para
os cétions e anions de uma solugao eletrolitica (-1:1) em 50 mM, confinada em uma célula de raio 125 A, com
macrofon central de carga -8e e raio 14 A. A constante dielétrica do solvente foi €, = 78,7, em temperatura
de 298 K. A linha continua representa os cdtions, enquanto a linha tracejada, os Anions.

centragdo macromolecular de 200 M), e imerso em uma solucao eletrolitica simétrica mono-
valente (-1:1) modelada segundo o modelo primitivo restrito [23, 92], em concentracao salina
de 50 mM. Devido ao efeito do grande campo elétrico produzido pelo macroion, as ca-
madas de coordenacdo desaparecem criando uma nuvem iénica bastante “densa” ao redor
do macroion, responsével pela blindagem do seu potencial eletrostatico. Podemos observar
um maior actimulo de cofons em regides proximas a borda da célula, indicando a existéncia
de um efeito de borda, decorrente do potencial descrito pela relagdo 4.2. Nesta situacdo, os
cofons, fortemente repelidos pelo macroion central, tendem a se localizar em regices afastadas

do macroion, se localizando préoximos a borda da célula devido ao raio finito da mesma.

Dessa forma, considerando que em um sistema ideal as particulas s@o uniformemente dis-
tribuidas, podemos inferir que a concentracdo média (Ci (7)) de particulas da espécie k em

uma dada posi¢ao 7, pode ser dada por:

(Ck(7) = Cs gi(7) (5.11)

Obviamente, a relagdo acima é valida apenas para solugdes eletroliticas simétricas, visto que

para solugoes néo simétricas as espécies possuem concentragoes diferentes no bulk da solugao
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(local da solugdo suficientemente afastado da molécula, onde o potencial gerado por ela é

completamente blindado).

5.2 Potencial de Forca Média

O potencial de for¢a média wi(7) de uma particula da espécie k, localizada na posigao 7

definido da seguinte forma [23]:

9k () = exp [_w;éf’)] (5.12)

Tomando o logaritmo de ambos os lados, substituindo a relagao 5.10, e tomando o gradiente

com respeito a posigao 7, obtemos:

]exp[ ”” “)] dri...dril1drz ... dry,
f...fexp[ J’"'—Z] drl AT P gay v BFN,

(5.13)

O lado direito da equagao 5.13 é a for¢ca média agindo em uma dada particula da espécie k,
estando essa particula na posicao 7. Dessa forma, wy(7) é o potencial cujo gradiente negativo
¢ a forca média, ou seja, é a energia potencial de interacdo média entre uma particula da

espécie k, localizada na posicao 7, e a macromolécula.

Em concentragdes muito baixas, wi(7) & N _y 1 u(|F— ), j4 que o pequeno niimero de
particulas méveis influenciam muito pouco essa interagdo [23]. Com o aumento da concen-
tragao, wi(r) é influenciado pela posicao média de todas as particulas méveis, justificando
a relacao entre wi(7) e gx(7), uma vez que a func¢do distribuicdo radial é diretamente rela-

cionada com a posi¢ao média das particulas.
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5.3 A Equagao de Poisson-Boltzmann

Dada a relagdo 5.11, o célculo de gx(7) é suficiente para obtermos a distribui¢do dos fons
moveis ao redor do macrofon. Entretanto, o célculo exato das integrais existente nas relagoes
5.10 e 5.13 é extremamente complicado, necessitando de aproximacoes que viabilizem sua
obtencao. A principal aproximacao utilizada é a substituigdo do potencial de forca média

pela energia potencial eletrostdtica média ze(p(7)) [18, 23, 50, 52]:

() =exp[ ““’13@]

O potencial eletrostatico médio (¢ (7)), em uma posigao 7, pode ser escrito como:

..f-'-ﬂ(F)exp[ b(”' dri...dry,

(5.15)

oy =L i
(‘:‘O(F”_ f fexp[ MJ d] dI‘N

Aplicando o Laplaciano em relagao a posicéao 7, verificamos que (p(7)) satisfaz a equacédo de

Poisson [23]:

[ .. [ V2p(F) exp [—M] dry...dry, _{p(M)

5.16
J...[exp [—"—""’] dri... drn, €o€s (5-16)

V(e () =

Dessa forma, conhecendo a distribuicdo média dos ions, e consequentemente a densidade de
carga média (p(7)), podemos resolver a equagéo de Poisson e obter o potencial eletrostético

médio em qualquer posigdo 7. A densidade de carga média pode ser dada por:

(p(7)) = p!(7) + p™(7) = p! (7) + 3_ 1000 (Cy(7)) Nae2x (5.17)
k

Onde p/(7) é a densidade de carga fixa da macromolécula, e p™(7) é a densidade de car-
ga movel relacionada aos fons da solugdo. O termo 1000 N, é utilizado para converter a
densidade de carga mavel para unidades do sistema internacional (estamos considerando as

concentracoes em unidades de molar).
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Substituindo (p(7)) na relagdo 5.16, obtemos a Equacdo de Poisson-Boltzmann (PB) [18, 23,
52, 50]:

f f
g o PP 1 _ zkep(F) .
Vep(r) = Nkt =y Ek ,ok(buik)exp[ T (5.18)
Onde pi(bulk) = 1000 CsNqezx é a densidade de carga produzida por fons da espécie k, no

bulk da solugdo. A notagao foi simplificada para (p(7)) = (7).

A substituicdo do potencial de forca média pela energia potencial eletrostdtica média des-
considera as interagoes de esfera-rigida existente entre as particulas, ou seja, os fons mdveis
sdo tratados como cargas pontuais podendo se localizar mais préximos um do outro. Assim,
podemos ter um maior actimulo dos fons na superficie da macromolécula prevendo uma maior
“blindagem eletrostética” [49]. Versoes modificadas da equacdo de PB [93, 94] tem consegui-
do eliminar esta limitagdo, incorporando o efeito do tamanho finito dos fons méveis. Entre-
tanto, neste trabalho estamos utilizando apenas a versao tradicional da equacao de PB, uma
vez que nossa énfase estd nos aspectos eletrostaticos da interacao entre ions e biomoléculas,

sendo interessante a utilizagado de modelos com um mimero minimo de parametros.

Além disso, essa aproximacao negligencia os efeitos produzidos pela correlagao explicita entre
os fons [49]. Trabalhos mostram que esses efeitos sdo importantes para solugdo compostas

por ions bivalentes ([49] e referéncias ai citadas).

A equacao de PB é uma equagao diferencial parcial nao linear, cuja solucao é extrema-
mente complicada. Analiticamente, existe solugdo apenas para casos muito simples, como

sistemas dotados de simetria cilindrica com uma tnica espécie i6nica na solugéo [95], e sis-

temas com simetria plana contendo misturas de fons mono e bivalentes [96]. Mesmo os

métodos numéricos disponiveis muitas vezes carecem de estabilidade, sendo a solugdo muito

dependente de parametros inerentes desses métodos.




5.3.1 Aproximagao de Debye-Hiickel

A solugdo da equacédo de PB se torna bem complicada devido a sua nao linearidade. Debye
e Hiickel propuseram a linearizagdo desta equagao através da expansao em série de Taylor
do termo exponencial da distribuigdo ionica, e da utilizagdo apenas do termo de primeira

ordem [18, 23, 52

aep(r) | o zep(7) .
exp [— X }»wl ©T (5.19)

Essa aproximacdo se torna razoavel para kT > zpep(7), ou seja, para sistemas composto
de macromoléculas com baixa carga [52], ou suficientemente “blindadas”, de forma que a
energia potencial eletrostdtica em qualquer ponto da solugdo seja desprezivel em relagéo a

energia térmica.

Substituindo a relagdo 5.19 na equacao 5.18, obtemos:

€0€s €o€s T €o€s “F kT

A somatéria do segundo termo se anula devido a condicao de eletroneutralidade do sistema

(X pr(bulk) = 0). J4 o terceiro termo pode ser escrito como:

1 Epk(bu!k)zke;c(ﬂ B [ e

nkzﬁ] L (5.21)

Onde nx = 1000C,N, é a densidade numérica da espécie k no bulk da solucdo, e xk~! é

denominado comprimento de Debye (23, 97].

O termo x~! tem unidade de comprimento e esta relacionada com a efetividade da blindagem
produzida pela solugao eletrolitica. O aumento da concentracao salina causa um decréscimo
nesta grandeza, sugerindo que podemos interpreta-la como um parametro de escala que
indica a distancia em que o potencial produzido pelo macroion é efetivamente blindado

(18, 23)].
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Figura 5.2: Potencial eletrostético, em unidade de g calculado a 2 A da superficie de uma esfera de raio 14
A e carga central —|Zp|. Estes resultados foram obtidos através da solugao numérica da equagao de PB, em
um regime de concentragao salina de 50 mM (k~! = 13,63 A). As linhas representam os resultados obtidos
com o pacote computacional APBS [98], utilizando o método de elementos finitos multigrid [99, 100]. Os
circulos e quadrados conectados a essas linhas representam a solucao da equacgio nao linear e linear de PB,
respectivamente. Os quadrados negros representam resultados obtidos com o pacote computacional MEAD
[33], utilizando o método de diferengas finitas [27).

Substituindo a relagao 5.21 na expressao 5.20, obtemos:

(5.22)

A figura 5.2 mostra a variagdo do potencial eletrostatico com o aumento da carga de um

macroion imerso em uma solugao eletrolitica. Podemos observar que no regime de baixa

carga Z,, as solucoes obtidas com as formas linear e ndo linear da equagdo de PB tém

boa concordéncia, devido ao baixo potencial gerado pelo macroion, que faz com que a apro-
ximacéao representada pela relacao 5.19 seja razoavel. Com o aumento da carga do macroion,
essa aproximacao se torna precaria, prevendo uma densidade ionica, e consequentemente uma

blindagem eletrostatica, menor do que a prevista pela solugdo néo linear.




5.3.2 Energia Livre Eletrostatica

De acordo com a figura 3.1, podemos representar a componente eletrostdtica da energia livre

de solvatagao (AG®), da seguinte forma:

AGrel o C;e:‘ _ C;ef

conc vacuo

(5.23)

Onde G¢

conc

é a energia livre do sistema formado pela macromolécula e a solucao eletrolitica

no qual ela estd inserida, e G¢_,, é a energia livre da molécula no vacuo, dada pela soma

vacuo

da energia de interacao u(rm.») (descrito pela relagdo 4.1) entre todos os pares de 4&tomos m

e n da macromolécula:

G osis = %Zu(rmn) (5.24)

mn

Podemos obter o termo G¢, . submetendo o sistema a um processo de carregamento adiabético

conc

hipotético, como sugerido por Onsager em 1933 [101]. Em 1990, Sharp e Honig obtiveram

a energia livre eletrostatica utilizando o principio variacional [102]. Entretanto, este método

sofre de algumas inconsisténcias, apontadas por Fogolari e Briggs em 1997 [103]. Zhou em

1994 [104] mostrou que a energia livre eletrostatica, obtida como sugerida por Onsager, além
de independente do modo como o sistema é carregado, concorda com os resultados obtidos
por Honig. Assim, a despeito dessa incerteza, decidimos utilizar o método de carregamento
do sistema, uma vez que esse método, juntamente com o proposto por Honig e colaboradores,

tem sido o mais utilizado. Entretanto, permanece a controvérsia na literatura.

Se durante o processo de carregamento o volume da solug¢ao nao se alterar, podemos consi-

derar que G¢ . = A.— A, [105], onde A, é a energia livre de Helmholtz do sistema carregado,

cone

e A, do sistema com todas as particulas possuindo carga nula.

Consideremos a energia livre de Helmholtz A dada em funcdo do niimero de particulas N,
do volume V, da temperatura T' e das cargas z; de todas as particulas do sistema. Em N,

V e T constantes, a diferencial de A é dada por:




dA

dA = e
%: (33;'

dz; (5.25)

) NVT,z14;

Pode-se mostrar [23] que esta grandeza estd relacionada ao potencial eletrostatico médio

agindo em uma determinada particula j, localizada na posicao r; "

. dry, (8/1 (5.26)

(p(73)) = - =ilg
]

U(ri,...,tw — -
f i f exp [—Jlkr—\)] d?"l, Sl d'-"'Na ).-'\",V,T,zggj

Assim, substituindo a relagao 5.26 na relagao 5.25, obtemos:

dA =3 (¢ (7)) dz; (5.27)

Introduzindo um parametro de carregamento A, de forma que dz; = z;d\ (A = 0 representa
o sistema totalmente descarregado, enquanto A\ = 1 representa o estado final carregado), e
reescrevendo a equacao 5.27 em fung¢do de uma distribuigao continua de cargas p(7), obtemos

a integral de carregamento do sistema [104]:

A= A= 5 [ e dx = [ [ e ot drdn (5.28)

A equacgdo de PB para um determinado estado A de carregamento do sistema, é dada por

(104]:

2o/ () — —

V2o(F\) = — Azjep(T, /\)]
€pts €p€s

; p; (bulk) exp [-— T

Derivando em relagao a A e rearranjando, obtemos:

7 Isso pode ser mostrado apenas quando da utilizacio da equacao de PB, uma vez que a aproximagao de campo-médio
desconsidera o tamanho das particulas, permitindo que a interagdo entre quaisquer duas particulas j e [ seja dada apenas por
2
e~ - B
u{rﬂ) T Amepestyy "




de(T, N) d Azjep(T, A)

Pt e o2 | PRLAN] v 9 _A%€eP\T, / -

o’ (7) €0€sV [ X ] Ej pj(bulk)m‘ {exp{ T ]} (5.30)
Da mesma forma, a relagdo para a densidade de carga p;(7) dos fons méveis da espécie j

(relagdo 5.11), pode ser reescrita:

(5.31)

p;(7) = p; (bulk) exp [_&M]

kT

Sendo assim, dado p(7) = p/ (F) + >_; p;(7), podemos substituir as expressoes 5.30 e 5.31 na

expressao 5.28, obtendo G¢ -

conec*

C"::lmr Gmm’ + Gfsaf + G™ev +G~so¢'v (532)

Onde G™ e G** sdo as componentes referente a energia potencial eletrostética da macro-

molécula e dos fons méveis da solugdo, respectivamente:

1T 1 m =
Gt =2 [ () dF

1 c
G = 5 ﬂ > pi(F)e(7) dF (5.34)
J

Durante o carregamento do sistema hd uma redistribuicdo dos fons da solugao, de forma que
os contrafons se concentrarao proximos a molécula, enquanto os coions tenderio a se afastar.

A contribuigdo entrdpica devido a este rearranjo dos fons moveis é representada por G™:

G = kT / ZC(')I [C ’7)] 7 (5.35)

O \ltimo termo da relacdo 5.32 (G*9?) est4 relacionado & reorganizacdo das moléculas do

solvente, devido ao “efeito osmético” gerado pelo gradiente de concentragéo salina através

AVA
1 2 3 4 5 6 i unespw.l 12 13 14 15 16 17

18



do volume da solucao:

G*'v = kT /L (G- Gy dF (5.36)

No caso da versao linear da equagdo de PB, o acréscimo de contraions é sempre balanceado
pelo decréscimo de coions, fazendo com que a concentragao iénica total seja constante por
todo o volume da solugdo, resultado em G*** = 0. Além disso, existe uma compensacio
entre efeitos entdlpicos e entrépicos dos fons livres, de forma que a energia livre para um

sistema descrito pela versdo linear da equagao de PB se resume a:

5.3.3 0O Modelo de Tanford-Kirkwood

O modelo de Tanford-Kirkwood [86, 55, 56, 51] foi desenvolvido no nivel de McMillan-Mayer
(18], onde a proteina é modelada como uma cavidade de baixa constante dielétrica inserida
em uma solugéo eletrolitica, como mostrado na figura 5.3. A regido 1, uma cavidade esférica
de raio b e constante dielétrica ¢;, representa a nossa proteina. A regiao 2 representa a drea
inacessivel ao eletrélito (e; = 78, 7), e a regido 3 é a nossa solucao, tratada de acordo com a

teoria de Debye-Hiickel (DH).

Tratando esse problema do ponto de vista puramente eletrostético, consideramos a origem
do nosso sistema de referéncia no centro das trés esferas que representam as regioes 1, 2 e
3. O potencial ¢; na regido 1 sera descrito, exceto na posi¢do exata das cargas, pela solucédo
da equagdo de Laplace [78]. Portanto, considerando que esse potencial deve ser finito na

origem, temos:

M Z o0 +n

pe1(r<b,0,0) =Y —2—+35 S B,nr"P"(cosf)e™ (5.38)

j=1 EfIF_ T.'J'l n=0m=-n

Onde M é o nimero de cargas Z; da protefna posicionadas na posi¢éo 7}, e r, 0 e ¢ s@o as




Figura 5.3: Diagrama esquematico para o modelo de Tanford-Kirkwood. Modelo baseado na descrigao dada
na figura 4.2b

coordenadas usuais do sistema de coordenadas esféricas. O primeiro termo de ¢ refere-se a
auto energia da configuracdo das cargas da proteina, e o segundo termo a interacido dessas
cargas com a solugdo eletrolitica e as cargas de polarizacdo geradas na interface entre as

regioes 2 e 3.

O potencial da regido 2 também deve satisfazer a equacao de Laplace:

o0 +n
pb<r<abe)=> >
n=0m=

—n

{ Cﬂﬂl

e + Gnmr"} P (cos §)e™¢ (5.39)

J4 para a regido 3, o potencial deve satisfazer a equacéo linear de PB [86] (V23 — k23 = 0).

Portanto, considerando que esse potencial deve ser nulo no infinito, temos:
o +n An .
pa(r>a0,0)=> > —e " K, (kr) P (cos 0)e™? (5.40)
n=0m=-n i

Onde P™(cos ) s@o os polindmios associados de Legendre [78, 106] e K, (z) é dado por:

n2%n!(2n — s)!

K’n(&f) = Z mx” (5‘11)

s=0




Na interface entre as trés regides nossa solugdo deve satisfazer a continuidade do potencial

[78]:

[9’33 = '»-92],,:& [&’32 = Pl]mb (5-42)

Além disso, entre as regioes 2 e 3, como nao temos descontinuidade da constante dielétrica,

o campo elétrico também deve ser continuo [78]:

(Vs = V| _ (5.43)
Ja na interface entre as regioes 1 e 2, devido a descontinuidade da constante dielétrica,
devemos ter a continuidade do vetor deslocamento elétrico e das componentes tangencial e

azimutal do campo elétrico [78]:

rsinf dg  rsinf dy

[ 1 Opy 1 3’#1] [99’32_ dp1
r=b

€s o =¢; 5 Jr:b (5.44)

Para calcularmos a energia livre descrita na se¢do acima (G™), precisamos do potencial na
posigdo de cada carga, portanto basta calcular a constante B,,, através das condigoes de

contorno acima, obtendo [55]:

62 M M
= > > zjza(Ay — By — Cy)

8meo i1 1=

—_ 1 o0 - __{I_) T'j'r;‘)n ‘
BJ!' = bE,‘ ,,Z=:0 (Es + Tlﬁ;‘/(n - 1)) ( b2 Pn(COS 9}")




1
o R . B :
3l A€g 142z Al Knii(x) + n(es—¢;) (
Kn_1(x) (n+1)es+ne;

2n+1 €s rir \™
z o= 2n— 1({n+1)¢,+m,) ("‘%‘) P, (cos0;;)
I

2 In+1
7)) (2)

Onde o termo Aj;; representa o trabalho de montar a configuracdo de cargas em um meio
infinito de constante dielétrica ¢;. O termo Bj; é a energia devido a inserg¢do da interface
dielétrica entre as regioes 1 e 2, e o termo C};, a energia de interacao com a solugéo eletrolitica,

sendo z = ka.

Como toda a carga dos dtomos estd concentrada em um ponto, os termos A; para j = [
(auto energia de cada fonte de carga) divergem. Entretanto, esses termos se cancelam no
calculo de AG® (equagao 3.13), podendo ser desconsiderados do célculo. O mesmo acontece
para Bj quando temos cargas na interface dielétrica. Isso também néo ser4 um problema,

pois utilizamos dielétrico uniforme (¢; = €¢5) em nossos célculos.

Substitufndo a protefna por apenas um fon de carga central Z; e raio b, podemos calcular,
através da expressdo acima, a energia livre de solvatacdo desse ion. Portanto, podemos
interpretar essa expressdo como uma generalizacao da energia de Born [107], onde aqui,

consideramos a inclusao de efeitos de concentracao salina e distribuicdo assimétrica de carga.

5.4 O Método Monte Carlo Metrépolis

A equacao de PB, seja na sua forma linear ou néo linear, nos fornece um tratamento completo,
porém aproximado, para a solugdo de modelos representando solugdes polieletroliticas [108].
Entretanto, as aproximacoes inerentes deste método, em sua forma tradicional, carecem de
eficiéncia para macroions altamente carregados [102, 29], bem como na previsdo de efeitos de
concentragdo macromole-cular finita [53]. Uma forma de resolver estes modelos de maneira
“exata” (em relacdo ao erro estatistico), é gerar um nimero razodvel de configuragdes de
acordo com a probabilidade P(ri,...,rn,pi,...,pN,) dada pela relagdo 5.2, utilizando-as
para o cdlculo das médias das propriedades termodindmicas de interesse. Este método é

chamado método Monte Carlo (MC) [18, 24].

AVA
1 2 3 4 5 6 i unespw.l 12 13 14 15 16 17

18



Cada uma dessas configuragoes corresponde a um ponto no espaco de fases. Dessa forma, a

média de uma determinada propriedade A é dada por [109]:

1 M
() =37 LA (5.46)

Onde M ¢ o nimero de configuragoes geradas, e A; é o valor da propriedade A em uma

determinada configuragao i.

A geracdo dessas configuragoes ¢ realizada através da construgdo de um processo Marko-
viano [109], cuja probabilidade de transi¢do w(z — y) de uma configuracdo = para uma

configuragao y, no equilibrio, é dada pela equagdo do balango detalhado [109, 110]:

P(z)w(z — y) = Py)w(y — ) (5.47)

Onde P(z) é a probabilidade do sistema se encontrar em uma dada configuracao z. Dessa

maneira, devemos obter as probabilidades de transicdo, de forma que [110]:

E(y) — E(z)

w(y — o)
Onde E(z) e E(y) sao as energias totais de uma determinada configuragao x e y, respecti-

vamente.

Segundo a relagao 5.48, as probabilidades de transi¢ao nao podem ser obtidas univocamente
[110], nos possibilitando escolhas que sejam mais razoaveis do ponto de vista computacional.

Uma das solugdes disponiveis na literatura 4 a proposta por Metropolis [18, 24, 109, 110]:

exp [—f‘—w%@] , E(y)— E(z)>0
1 , E(y)—E(x)<0

(5.49)

w(x - y)=

Computacionalmente, a geracdo deste processo Markoviano deve seguir o algoritmo abaixo

[109):
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. Escolher arbitrdriamente uma configuragdo qualquer z, e calcular sua energia E(z).

. Apartir da atual configuracdo x, escolher uma nova configuragdo y, calculando sua

energia FE(y).
. Calcular AE = E(y) — E(x).

(a) Se AE <0 aceitar a configuragao y.
(b) Senao, calcular w(z — y) = exp [—% e gerar um numero aleatério £ igualmente
distribuido entre 0 e 1.
e Se w(z — y) <&, aceitar a configuragao y.

e Sendo, manter a configuracao z.

4. Voltar ao passo 2.

Depois de um niimero suficientemente grande de passos, a relagdo 5.47 serd satisfeita, pos-
sibilitando a utilizagdo das configuragdes seguintes para o célculos das propriedades médias
de interesse, como por exemplo, o potencial quimico [109]. Neste caso, muitos passos devem

ser gerados até uma convergéncia razoavel ser obtida.

5.5 Potenciais Quimicos

Um modo bastante elegante de se obter potenciais quimicos através do método MC ou DM, é
a utilizagdo do método de insergao de Widom [111]. Basicamente, a idéia deste método
reside em realizar a inser¢ao de uma particula (representada pelo indice serd N +1) em uma
determinada posigao, calculando a interacao desta particula “virtual” com todas as outras NV

particulas, obtendo o potencial quimico em um sistema com densidade p, através da relagao:

I TN _
f=p° +kTlnp—kTln <exp [—A{ (7, .. ”*‘)D (5.50)
kT o

Onde os dois primeiros termos estdo relacionados com a componente ideal do potencial

quimico. O terceiro termo é o potencial quimico de excesso 1**, sendo AU a energia potencial
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de interagdo entre a particula N + 1 e todas as outra N particulas do sistema, e a média é

realizada sobre as configuracoes apenas das N particulas méveis.

Para sistemas i6nicos com nimero finitos de particulas (como no modelo da célula), este
método se torna inconsistente devido a perda da condigdo de eletroneutralidade [112]. Uma
forma de corrigir estes problema é calcular o ;°* através de um processo de carregamento
hipotético, introduzindo um parametro de escala de tal forma que o sistema se mantenha

neutro em todo esse processo [112].

Podemos particionar AU em trés contribuicGes:

AU = AU + AU® + AU* (5.51)

Onde AU®* é a contribuicao devido ao potencial produzido pela macromolécula sobre a
p P
particula N+1. Os outros dois termos sdo as contribuigoes referente a interagao eletrostaticas

e de esfera-rigida com todas as outras N particulas moveis, respectivamente.

Substituindo na relagao 5.50, obtemos:

Al AU® + AU*T
1 =—kTIn {ex {+ ] <exp [——]) } (5.52)
PI™7*T kT .

Introduzindo um parametro de carregamento A, de forma que dZy4y = Zyn41 dA, podemos
obter o potencial quimico de excesso através de um processo de carregamento hipotético,

resultando em:

&U AUT DAV

AUert A{ er 1
== — kT In <exp [_k_b +ka exp —-——QU":%:T,H]>1>VJ/\ (5.53)

Podemos introduzir um parametro de escala &, de forma a manter a eletroneutralidade

do sistemas durante todo o processo de carregamento. A carga excessiva A Zy41 deve ser

distribuida para todos os fons méveis, de forma que o termo AU deve ser substituido por
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EAU® na relacdo 5.53, onde € =1 — Ag—‘(—‘ [112] para a interagdo da particula N + 1 com

cada uma das particulas da espécie 1.

Computacionalmente, escolhemos uma determinada posi¢ao dentro da célula no qual a
particula serd inserida. Esta posi¢do poderd ser a posi¢do dos sitios de ligagdo, quando
do célculo do potencial quimico de excesso do ligante no sitio, ou uma posi¢ao escolhida

aleatériamente dentro da célula, para o cdlculo do potencial quimico de excesso do ligante

livre em solucdo. Dai, calcula-se a interacdo desta particula com a macromolécula (AU®*),

e a interacdo eletrostatica (AU®) e de esfera-rigida (AU®") com as particulas méveis, ob-
tendo o potencial quimico a partir da expressdo 5.53, sendo a média dada sobre as vérias

configuragoes geradas.




Capitulo 6

Resultados

6.1 Efeito da Concentracao da Proteina

Comecaremos nossas anélises verificando o efeito da concentracao macromolecular, ndo con-
siderado na formulagao original de Tanford-Kirkwood (TK) e nos principais pacotes com-
putacionais que resolvem a equacao de Poisson-Boltzmann (PB). Verificaremos esse efeito
utilizando o método Monte Carlo (MC), unicamente através da variacdao do raio da célula.
Todos os calculos foram realizados em temperatura de 298 K, considerando demais detalhes

de acordo com o capitulo 4.

Na figura 6.1, temos resultados da solu¢do do Modelo Esférico (ME), descrito na sec¢ao 4.1,
através do método MC, utilizando trés regimes de concentragoes macromoleculares diferentes

(20 M, 200 M e 2 mM), e através da formulagao do modelo de TK.

Podemos verificar que para baixas concentragio e carga macromolecular, os resultados obti-
dos pelo método MC e pela formulagdao de TK sdo bastante concordantes. Entretanto, o au-
mento da concentragdo proteica desloca as curvas para menores valores de ApK, mostrando
que energia livre de ligagdo alcanca uma saturagdo mais rapidamente, indicando o aumen-
to da blindagem eletrostatica. Como o niimero de contraifons adicionados ao sistema para
manter a eletroneutralidade de célula (segundo termo da relagdo 4.3) esta relacionado ape-
nas a carga macromolecular, o aumento da concentragdo proteica leva a um aumento da

concentragao desses contraions, responsavel por essa blindagem mais efetiva. Em um regime

64
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Figura 6.1: Resultados de ApK devido a variagao da concentragio salina para a ligacao de dois fons bivalentes
positivos. A proteina foi representada segundo o ME (veja secao 4.1) com raio de 14 Ae carga Zp = —4
(gréfico da esquerda) e Z, = —24 (gréfico da direita). A posigao dos sitios de ligagéo foi obtida do arquivo
PDB-ID 3icb (Calbindina Dg;). A linha tracejada demonstra os resultados obtidos com o modelo de TK.
As linhas sélidas sem simbolos, com circulos e com quadrados representam célculos através do método MC
nas concentragoes macromoleculares de 20 uM, 200 gM e 2 mM, respectivamente. A forga i6nica de 1 mM
foi tomada como referéncia. Detalhes dos cdlculos realizados podem ser encontrados nas referéncias [53, 51].

de maior dilui¢do macromolecular, esses contraions estdo mais dispersos, blindando menos

efetivamente a interac¢do ligante-proteina.

Todos esses efeitos sao aumentados quando verificamos o comportamento de ApK para sis-
temas altamente carregados (Z, = —24e). Nesse regime, mesmo em baixa concentracao
macromolecular, o modelo de TK nao consegue reproduzir o efeito da grande blindagem ele-
trostdtica observada nos resultados obtidos pelo método MC. Devido a alta carga da proteina,
a aproximacao de Debye-Hickel (DH), utilizada no modelo de TK, se torna precéria, subes-
timando a blindagem eletrostética produzida pelos ions mdveis da solugdo, resultando na

superestimacao do ApK.

Baseados na literatura da drea de fisica e quimica de sistemas coldidais [97, 113, 114], propo-
mos uma modificagdo no modelo de TK de forma a recuperar os efeitos de alta blindagem
eletrostética causada pelo aumento da concentragao e carga macromolecular. Primeiramente,

a contribuicdo dos contraions adicionados ao sistema se torna mais importantes a medida

que se aumenta a concentra¢gio macromolecular, ou seja, a forga ionica se torna cada vez

mais dependente desses contrafons, e por isso eles devem ser incluidos no comprimento de

Debye:
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2
N 2
kTepes

2 2
K (ny2l +n_22 +neiz) (6.1)
Onde os indices —, + e ci representam os anions e cations do sal, e os contraions adicionados
ao sistema, respectivamente. A densidade numérica dos contraions (n.;) € obtida através da

concentragao macromolecular nys, de acordo com a condi¢ao abaixo:

(6.2)

Essa inclusdo foi proposta primeiramente por Beresford-Smith (BS) e colaboradores [113],
onde obtiveram um x dependente da concentragdo macromolecular, diferente da tradicional

teoria de DH.

Para célculos de AAG g (definido na relagdo 3.10), em baixa concentra¢do macromolecular,
a aproximacao de BS reproduz praticamente o mesmo resultado de TK tradicional, como
podemos verificar na figura 6.2. Ja para altas concentragbes, essa aproximacao, além de
reproduzir o comportamento qualitativo néo linear, consegue uma excelente concordancia
quantitativa com resultados obtidos através do método MC, inclusive para protefnas alta-

mente carregadas.

Verificando os resultados de ApK apresentados na figura 6.3, onde ¢ incluido os efeitos dos
ligantes livres na solugdo, observamos um desvio consideravel entre os resultados obtidos
através do método MC e a aproximacao de BS. Isso pode ser explicado, considerando que o
potencial quimico do ligante livre em solugdo (1) obtido através do método MC, contém a
contribuigdo do potencial eletrostatico da macromolécula, uma vez que, utilizando o método
de Widom, realizamos inser¢oes em posigoes aleatérias dentro da célula contendo a macro-
molécula. Quantitativamente, temos obtido uma diferenga de aproximadamente 4 unidades
de kT entre o potencial quimico do ligante livre para carga macromolécular de Z, = —8e
e Z, = —24e, em baixa concentragdo salina e proteica. Entretanto, quando utilizamos a
aproximacao de BS essa diferenga é de apenas 0,02 unidades de kT. Essa discrepancia leva

ao desvio observado.
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Figura 6.2: Resultados de AAGpg devido a variagdo da concentragdo salina de 1 mM para 100 mM. A
proteina possui carga —|Z,|. No grifico da esquerda foi considerada uma concentragdo macromolecular de
20 M, enquanto para o grafico da direita essa concentracao foi de 2 mM. A linha sélida representa resultados
obtidos através do método MC. As linhas tracejadas sem sfmbolo, com quadrados e com circulos, demonstram
os valores obtidos com o modelo de TK na aproximagao tradicional, de BS e de Lin, respectivamente. Outros
detalhes de acordo com a figura 6.1.

Figura 6.3: Resultados de ApK para a ligagao de dois fons bivalentes positivos devido a variagao da concen-
tragéo salina de 1 mM para 100 mM em concentragao macromolecular de 2 mM. Outros detalhes de acordo

com a figura 6.2.




Outra modificagao, proposta por Lin e colaboradores [114], considera a inclusdo da prépria
espécie macromolecular no k, considerando que para altas concentragbes macromoleculares
a distribui¢do dos macroifons também contribui para a blindagem eletrostdtica. Embora nao
consideramos nenhuma interacao entre os macrofons, mesmo em altas concentracoes, a maior
proximidade entre eles causa o confinamento dos fons méveis da solugdo, fazendo com que

eles se mantenham menos dispersos em solucéo.

2

i e
| kT eoes

2

K (n+22+ +n_22 +ny2% +n, 2 (6.3)

“M
Podemos observar o sucesso dessa aproximagdo analisando os resultados da figura 6.3 e
comparando-os com resultados obtidos por MC. Entretanto, a figura 6.2 nos mostra que

a aproximagao de Lin subestima os resultados de AAGp, devido ao termo 22,

na relagao
6.3 que acarreta um grande decréscimo do comprimento de Debye, principalmente para alta
carga macromolecular. Isso indica que hd uma cancelamento de erros quando da inclusao
da contribuicéo dos ligantes livres em solugdo. Para a aproximacao de Lin, a diferenga entre
o potencial quimico do ligante livre para carga macromolecular de Z, = —8e e Z, = —24e,
em baixa concentracao salina e macromolecular, é de aproximadamente 0,4 unidades de kT.
Dessa forma, o efeito dos ligantes livres é muito mais drastico para os resultados obtidos

com o método MC, do que com a aproximacdo de Lin, fazendo com o desvio em AAG seja

compessado.

Comparando os resultados obtidos com as aproximagoes descritas acima e com os obtidos
experimentalmente para a Calbindina Dg. (Cab), (figura 6.4), podemos verificar que ambas
as aproximagoes reproduzem qualitativamente o efeito da concentracdo macromolecular. A
concordancia com os resultados experimentais é surpreendente dada a pequena modificagao
na versao tradicional do modelo e a ndo consideragao explicita de efeitos de correlagéo ionica
e efeitos térmicos nao lineares nestas versdes modificadas de TK. Para os resultados de
variacdo de concentragio macromolecular (grafico da direita), a aproximagdo de BS tem
uma boa concordéncia com os resultados experimentais, sendo o maior desvio de 0,5 pK.
A aproximacdo de Lin para esse caso superestima o efeito de blindagem, dada a auséncia

completa de sal no sistema. J4 para os resultados de variac¢do da forga i6nica, a aproximagao

AVA
cm 1 2 3 4 5 6 i unespw-l 12 13 14 15 1e¢ 17 18



jnd

I Y o
'f -
W
-3

T P T TS L L " i i A i

=5 1] 5 10 15 20 25 30 0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 25

[Cy mM)]'? (Cp M)

Figura 6.4: Resultados de ApK para a ligagao de dois ions bivalentes positivos a Calbindina Dy utilizando
o campo de forga Reduzido. O grafico da esquerda se refere a concentragao macromolecular de 3,3 mM e
concentragao salina de referéncia de 0 mM. O grafico da direita se refere a concentracéo salina nula e concen-
tragao macromolecular de referéncia de 3,3 mM. Os circulos pretos representam os resultados experimentais
[54]. Outros detalhes de acordo com a figura 6.2.

de Lin consegue reproduzir muito bem os efeitos de blindagem eletrostética, tendo em vista

as condigoes criticas do sistema (concentracdo macromolecular de 3,3 mM).

Para proteinas altamente carregadas, como a Calmodulina (CaM), verificamos através da
figura 6.5 que ambas a aproximagoes propostas (BS e Lin), conseguem reproduzir de maneira
bastante razodvel os resultados obtidos experimentalmente. Para baixas concentragdes macro-
moleculares (grafico da direita), a aproximacao de Lin superestima a blindagem, sendo o
maior desvio em relac¢do aos resultados experimentais, aproximadamente de 1,6 pK. Ainda
nesse caso, a aproximacao de BS concorda muito bem com a tradicional teoria de DH, e
a concordancia com os resultados experimentais é surpreendente. Ja para sistemas menos
diluidos, ao contrario do que acontece para Cab (figura 6.4), a aproximacao de Lin consegue
ser mais eficiente quando comparada a BS, mesmo com concentracao salina nula, conseguin-
do recuperar o efeito dos contraions que se aglomeram ao redor da proteina devido a sua

alta carga.

Essas conclusoes sado confirmadas nos resultados apresentados na figura 6.6, onde, para os
dois fragmentos da CaM, a aproximacao de Lin superestima a blindagem eletrostatica e a

aproximacao de BS concorda muito bem com a tradicional teoria de DH e com os resultados

experimentais. Observamos um desvio entre os resultados experimentais e a aproximacao de

BS, um pouco maior para o segundo fragmento, sendo porém, menor que o desvio padrao
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Figura 6.5: Resultados de ApK para a Calmodulina utilizando o campo de forga Reduzido. O grafico da
esquerda se refere a ligacdo de dois ions bivalentes (sitios I e II) mantendo os dois outros ligados aos
sitios III e IV, em concentragao salina nula e concentragao macromolecular de referéncia de 3,25 mM. O
grifico da direita se refere a ligaciao de quatro ions bivalentes, em concentragio macromolecular de 20 M
e concentragao salina de referancia de 10 mM. Os resultados experimentiais foram obtidos, para os graficos
da esquerda e da direita, através da das referéncias [54] e [71], respectivamente.

experimental (£ 0,6 unidades de pK).

Baseados em todos esses resultados, percebemos que a inclusdo de termos adicionais no k,
responsdvel pela blindagem decorrente do aumento da concentragao macromolecular, contém
toda a informacao fisica necessdria para recuperar as previsoes de MC. Porém, ainda nao
conseguimos determinar o limite de validade para a utilizacao de uma ou outra aproximagao.
Podemos especular que para regimes de alta concentracado, tanto salina quanto macromole-
cular, a aproximagdo de Lin é mais eficiente. Entretanto, para situagoes mais criticas de
baixa concentracdo salina, a aproximacao de BS se torna mais recomendada em baixa carga
macromolecular. A compreenssdo mais precisa desses limites serd alcancada em uma etapa
posterior de trabalho, onde célculos com o método MC serdo utilizados para uma anélise
mais detalhada das componentes da energia livre que influenciam a interagdo da protefna

com o ligante.

6.2 Aproximagao de Campo Médio

Analisaremos agora a influéncia da aproximagéao de campo médio, intrinsicas das abordagens
por PB e DH, no célculo do ApK. Neste intuito, utilizaremos o ME, resolvendo-o utilizando

trés métodos: (a) aproximacao de DH, (b) solugdo da equagdo nao linear de PB, e (c) o
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Figura 6.6: Resultados de ApK para a ligagdo de dois ions bivalentes positivos aos fragmentos da Calmodulina
em 20 uM, utilizando o campo de forga Reduzido. A concentragéio salina de referéncia foi de 2 mM. Outros
detalhes de acordo com a figura 6.4. os resultados experimentais foram obtidos através da referéncia [71].

método MC.

Na figura 6.7, temos resultados para a ligagdo de dois fons bivalentes positivos a uma proteina

esférica de raio 14 A e carga central —|Z,|, a qual foi variada de -4 a -2de. Os resultados

de ApK obtidos pelas trés metodologias apresentam uma concordancia muito boa para
proteinas de baixa carga macromolecular, como ja era esperado. Isto confirma que para
pequenos valores de |Z,|, embora néo incluidos explicitamente, os efeitos de correlagao i6nica
entre os fons do sal e a interacdo entre esses fons e a molécula, sdo bem descritos pela
aproximacao de campo médio. Entretanto, o aumento da carga macromolecular causa a

“quebra” desta aproximagdo, principalmente na solugao prescrita por DH.

Resultados obtidos através da solucdo da equagdo de PB nao linear, demonstram uma con-
cordancia qualitativa com os resultados gerados por MC. De fato, ambas as aproximagoes
preveém uma satura¢io no ApK para macromoléculas altamente carregadas. Devido a
pro-blemas de estabilidade, intrinsicos de equacdes diferenciais nao lineares, os resultados
obtidos por nés através da equagao nao linear de PB podem sofrer de inconsisténcias quanti-
tativas, inviabilizando uma andlise mais profunda desses resultados. Entretanto, observando
o comportamento qualitativo da curva obtida por PB (concordante com resultados obtidos
por outros modelos semelhantes), e comparando com os resultados obtidos pelo método MC,
podemos afirmar que as divergéncias mostradas no gréfico da direita da figura 6.1 (Z, = —24)

entre DH e MC, podem ser apenas atenuadas através da utilizacdo da solugao da equagao
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Figura 6.7: Resultados de ApK devido a variagao da concentracao salina de 1 mM para 100 mM em fungao
da carga da proteina. A proteina possui carga —|Z,| em concentragao proteica de 2 uM. A posigao dos sitios
de ligagao foi obtida do arquivo PDB-ID 3icb (Calbindina Dgx. A linha sélida representa resultados obtidos
através do método MC, enquanto a linha tracejada demonstra os valores obtidos com o modelo de TK. Os

circulos representam resultados obtidos através da solugao da equagao nao linear de PB, utilizando o pacote
computacional APBS [98], através do método de elementos finitos multigrid [99, 100].

nao linear, indicando que os fortes efeitos de correlacdo i6nica sdo fundamentais para a boa

descrigao da interagdo entre ions e macromoléculas altamente carregadas.

Os valores obtidos pela aproximac¢ao de DH mostram divergencias, mesmo qualitativas, com
os resultados encontrados pelos célculos com os outros métodos (PB e MC), para o regime
de alta carga macromolecular. Isto acontece porque neste regime os contraions da solugdo
se acumulam muito préximo ao macrofon, de forma que a relacdo entre o potencial ele-
trostético e a densidade ionica deixa de ser linear, ficando em desacordo com a aproximagao

de DH. Essa aproximacdo considera um menor actimulo desses fons em regides préximas a

macromolécula'®, prevendo uma menor blindagem da proteina, em relagdo ao que deveria

ser encontrado no sistema real ou previsto pelo método MC, facilitando a ligacdo do célcio.
Esta subestimacao da blindagem eletrostatica é mais dréstica para baixa forga ionica, fazen-
do com que a diferenca entre as energias livre de ligagao para duas concentragoes de sal seja

superestimada.
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6.3 Dependéncia do Campo de Forga

Verificaremos agora a influéncia dos campos de forga no célculo do ApK da ligacdo de fons
Ca*? a Cab, e & CaM e seus fragmentos. Para isso, resolvemos o Modelo Esférico Reduzido
(MED) através do formalismo de TK, utilizando as aproximacdes de DH, BS e Lin. A figura
6.8 nos mostra uma concordancia total entre os resultados obtidos para a CaM, utilizando a
aproximagao de Lin, com os campos de forga GROMOS, PARSE e Reduzido, independente

da concentragao salina ou macromolecular utilizada.

4 - 3

40 60
Cg (mM) Cg (mM)

Figura 6.8: No grifico da esquerda demonstramos os resultados de ApK devido a variacdo da concentragao
salina para a ligagao de quatro ions bivalentes positivos & Calmodulina utilizando a aproximacao de Lin.
O grifico da direita se refere ao ApK em fungdo da concentragio salina para a ligacio de dois fons bi-
valentes positivos a Calbindina Dg utilizando a aproximagao de DH. A linha continua, tracejada longa e
tracejada curta representam concentragdes macromoleculares de 20 pM, 200 pM 2 mM, respectivamente. As
linhas com circulos, quadrados e tridngulos se referem aos campos de forga GROMOS, PARSE e Reduzido,
respectivamente. A forca iénica de 1 mM foi considerada como referéncia.

Poderiamos argumentar que, devido a elevada carga existente na CaM, o k para a apro-
ximagao de Lin é bastante reduzido, de forma que o potencial obtido préximo a superficie
macromolecular seja baixo, podendo atenuar os desvios devido a variacdo da distribui¢ao

de carga. Este efeito é equivalente a considerar uma aproximagio mais efetiva dos fons de

sal & molécula de forma a cancelar os efeitos da assimetria na distribuicdo de carga. Entre-

10 Veja a figura 5.2, onde apresentamos o potencial eletrostitico para as aproximagdes de DH e PB nio linear, identificando
uma menor blindagem produzida por DH.
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tanto, essa concordancia é a mesma para proteinas menos carregadas como a Cab, também
mostrada na figura 6.8, que mesmo em um regime de baixa concentracao macromolecular e
utilizando a aproximacéo tradicional de DH, onde o sal se torna mais disperso em solugéo,

nao demonstra nenhuma caracteristica peculiar de um determinado campo de forga.

O mesmo comportamento mostrado acima é confirmado quando verificamos os resultados
para os dois fragmentos da CaM (figura 6.9). Da mesma forma que para o dimero, esses
resultados foram obtidos em um grande intervalo de forca ionica e concentracdo macromo-
lecular, confirmando que a influéncia quase inexistente dos campos de for¢a, independe das

condigbes em que a ligac@o ocorre.

A justificativa a esse efeito quase nulo pode ser dada se baseando na idéia de que a carga
liquida dos aminodcidos é igual para todos os campos de forca, ou seja, as diferencas na
distribuigdo de cargas sdo apenas locais. Portanto, podemos afirmar que a ligagdo dos
ions independe da “estrutura fina” da proteina. Sendo assim, podemos formular a seguinte

questao:

Qual a “escala” em que os efeitos de assimetria de carga comec¢am a influenciar no

calculo da variagao da constante de ligagao ?

Essa pergunta pode ser respondida analisando os resultados da figura 6.10. Podemos ve-
rificar, para todas as aproximagoes propostas, a concordancia entre o campo de for¢a Re-
duzido, que ja foi mostrado ser equivalente a campos de forga razoavelmente sofisticados
como GROMOS e PARSE, e aproximagoes bastante grosseiras, como o ME e Aproximagao
Dipolar (AD). Isso pode ser confirmado através dos resultados da figura 6.11, onde, embora
nao tenhamos uma concordancia tao boa (AApK = 0, 5) como para os fragmentos da CaM,

o desvio pode ser considerado pequeno, considerando a simplicidade da aproximagao.

Sendo assim, podemos considerar o processo de ligacdo de fons a proteinas um fenémeno

global, dependendo mais de caracteristicas gerais da proteina e do ambiente no qual esse

sistema esta imerso (solvente e sal) do que de suas caracteristicas locais e peculiaridades

estruturais. Acreditamos que a caracteristica de longo alcance da forga eletrostatica,
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Figura 6.9: Resultados de ApK devido a variacao da concentragao salina para a ligagao de dois ions bivalentes
positivos aos fragmentos da Calmodulina utilizando a aproximacao de Lin. Outros detalhes de acordo com
a figura 6.8.

C, (mM)

Figura 6.10: Resultados de ApK devido a variagdo da concentragao salina para a ligacdo de dois ions
bivalentes positivos aos fragmentos da Calmodulina em concentragao macromolecular de 200 uM. A linha
continua, tracejada longa e tracejada curta representam as aproximagoes de DH, BS e Lin, respectivamente.
As linhas com circulos, quadrados e tridngulos se referem ao ME, AD e MED utilizando o campo de forga
Reduzido, respectivamente. A forga idnica de 1 mM foi considerada como referéncia.
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Figura 6.11: Resultados de ApK devido a variagdo da concentragdo salina para a ligacio de dois fons
bivalentes positivos a Calbindina Dgr em concentragao macromolecular de 200 uM. Outros detalhes de
acordo com a figura 6.10.

seja a principal causa desse comportamento, fazendo com que o efeito de toda a protefna no
sftio de ligagdo seja mais importante do que efeitos locais, onde a diferenca na distribuicdo
de cargas é particular de cada campo de forga. Dessa maneira, as conclusdes obtidas aqui
podem nao ser vélidas para modelos mais sofisticados que também consideram forcas de

curto alcance, como encontrado em vérios pacotes de docking [115].

Embora os resultados apresentados demonstram uma consisténcia bastante grande do modelo
de TK, em sua forma original, ou através da utilizagdo do comprimento de Debye modificado
por BS e Lin, ndo poderfamos afirmar se a inclusdo de uma superficie molecular mais rea-
lista (nao esférica), permitindo que a solugéao eletrolitica se localize mais préximo de grupos
carregados, traria alguma dependéncia do campo de for¢a utilizado. Assim, com o intuito de

realizar essa verificagdo, resolvemos o Modelo Detalhado (MD) através da solugdo numérica

da equacao linear de PB. Podemos verificar através da figura 6.12 que essa dependéncia é

nula para a Cab e a CaM, bem como para seus os dois fragmentos (figura 6.13)

Comparando os resultados das figuras 6.12 e 6.11, observamos para a Cab, um pequeno desvio
nos resultados de ApK para concentracao salina de 100 mM e concentracdo macromolecular
de 20 uM, quando da utilizacdo do MED (ApK = 2,676) e MD (ApK = 3,242). Assim,

devido a forma bastante globular da Cab, a aproximacdao esférica para a superficie molecular
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Figura 6.12: Resultados de ApK devido a variagdo da concentragio salina para a ligacao de dois ions de
Ca*? & Calbindina Dy (grafico da esquerda) e de quatro fons de Ca*2 a Calmodulina, obtidos através da
solugdo numérica da equagao linear de PB, utilizando o pacote computacional APBS [98], que emprega o
método de elementos finitos multigrid [99, 100]. As linhas com circulos, quadrados e tridngulos se referem
aos campos de forga GROMOS, PARSE e Reduzido, respectivamente. A forca iénica de 1 mM foi tomada

como referancia.
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Figura 6.13: Resultados de ApK devido a variacao da concentragio salina para a ligacio de dois ions de Ca*2
aos fragmentos da Calmodulina. O grifico da esquerda demonstra os resultados do primeiro fragmento,
enquando o grafico da direita, mostra os do segundo. Outros detalhes de acordo com a figura 6.12




se torna uma boa alternativa, uma vez que solugdes analiticas podem ser obtidas. Entretanto,
a forma mais irregular da CaM, faz com que essa aproximagdo ndo seja razodvel, ja que o
acesso da solucdo a regido central altamente carregada dessa proteina (regido de unido dos
dois dominios), introduz uma contribui¢do bastante grande para a energia livre, causando
um desvio considerédvel entre os resultados obtidos com as duas formas de interpretar a

superficie macromolecular.

Pretendemos em uma outra etapa do trabalho, realizar uma verificagdo mais profunda do
efeito dos campos de forca utilizando mapas de potencial eletrostéticos, e calculando o po-
tencial de forca média em regides proximas ao sitio de ligacdo, de forma a verificar se a

invariancia verificada em nossos resultados sdo conseqiiéncia de um mero cancelamento de

erros devido a diferenca entre os AGs, ou realmente indica que célculos de propriedades

eletrostaticas sao realmente independentes de peculiaridades da distribui¢do de carga da

proteina.




Capitulo 7

Conclusoes

O presente trabalho confirma a existéncia de um efeito da concentra¢do macromolecular na
constante de ligagdo de fons a macromoléculas. Esse efeito estd relacionado diretamente ao
aumento da blindagem eletrostética causada pela existéncia de outras espécies carregadas
em solucdo (contraions adicionados para manutencéo da eletroneutralidade da célula). Uma
maneira de incorporar esse efeito nos modelos baseados na tradicional teoria de Debye-
Hiickel (DH) ¢é a utilizagdo das aproximagoes de Beresford-Smith e Lin, que conseguem
recuperar esse mecanismo de maneira bastante satisfatéria e surpreendente, devido a alta
concordancia com resultados experimentais, considerando as simplificages realizadas no
sistema (continuidade dielétrica, negligenciamento de mudangas estruturais na molécula e

interacgoes de curto alcance, etc).

Para baixa carga e concentracdo macromolecular, verificamos uma étima concordancia entre
os resultados da variacdo da constante de ligacdo de fons & macromoléculas, utilizando a
solugdo da equagdo linear e nao linear de Poisson-Boltzmann (PB), e o método Monte
Carlo (MC). Entretanto, para proteinas de elevada carga, existe uma divergéncia entre os
resultados de PB e DH, mesmo para baixa concentragdo dessas protefnas, devido a uma
subestimagao da blindagem eletrostética prevista pela aproximacdo de DH. Além disso, a
aproximagdo de DH néo conseque recuperar sequer o comportamento qualitativo de ApK
em relagdo ao aumento da carga macromolecular, obtido por MC e PB néao linear, embora os

resultados obtidos através da solucdo da equagao nao linear de PB também néo concordem
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quantitativamente com os resultados obtidos através do método MC. Devido a isso, podemos
afirmar que os desvios obtidos entre o modelo de TK e os resultados obtidos pelo método
MC, para macromoléculas altamente carregadas, podem ser apenas atenuados pela utiliza¢do
da equacdo nao linear de PB, podendo ser atribuidos entdo, ao grande efeito de correlagao

ionica desprezado pela aproximagao de campo médio.

De nossas analises sistematicas dos campos de forga, verificamos que a distribuigdo de cargas

na macromolécula tem uma influéncia muito pequena no calculo da variacdao da energia livre

de ligagao, sendo que esses calculos podem ser realizados, com bastante eficiéncia, utilizando

modelos simplificados de macromoléculas, onde detalhes estruturais e distribui¢oes de carga
em pequena “escala” (em atomos dos aminodcidos, como sugerido pelo campo de forga
GROMOS, por exemplo) podem ser desprezados. Portanto, a arbitrariedade existente na
escolha da utilizagdo de um ou outro campo de for¢a ndo exerce uma influéncia significativa
nos resultados obtidos nesse nivel de aproximagao, sugerindo, portanto, a utilizacdao do campo

de forga reduzido como uma forma de reduzir custos computacionais.
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Apéndice A

Campos de Forca para o Acetato

Abaixo, a descri¢ao do campo de forga utilizado para atribuicdo das cargas parciais ao fon

acetato. A nomenclatura dos dtomos é definida de acordo com a figura abaixo:

Figura A.1: Representagiao esquematica do fon acetato

Atomo CHARMM GROMOS PARSE Reduzido
Ca -0,160 0,000 0,000 0,000
9 0,360 0,270 0,100 0,000
O, -0,600 -0,635 -0,550 -0,500
0, -0,600 -0,635 0,550  -0,500
H, 0,000 0,000 0,000 0,000
H, 0,000 0,000 0,000 0,000
H, 0,000 0,000 0,000 0,000

Tabela A.1: Cargas parciais para os atomos do fon acetato.




Apéndice B

Problemas com a solucao numeérica da

Equacao de Poisson-Boltzmann

Embora reconhecidamente necessaria para solu¢ao de muitos modelos cuja teoria de DH se
torna ineficiente, a equacao nao linear de PB carece de métodos robustos para obtengao de
sua solugéo, devido a problemas de instabilidade intrinsicas de sua forma néo linear. Solucdes
analiticas sdo disponiveis para casos muito raros, necessitando de métodos numéricos para
o estudo de sistemas biomolecular, que ndo apresentam nenhum tipo de simetria. Muitos
métodos tem sido propostos e utilizados com certo sucesso [42]. Entretanto, sua solugéo
carece de arbitrariedades na escolha de certos parametros intrinsicos do método, como a
distancia entre os pontos de uma rede retangular, quando utilizando o método de diferencas
finitas [13]. Neste apéndice pretendemos mostrar alguns resultados erréneos obtidos por nés
na utilizagdo de alguns pacotes computacionais utilizados por nés, bem como sugerir um
protocolo para esses calculos de forma a amenizar os efeitos da instabilidade numérica dessa

equagao.

Os dois métodos utilizados por nés para solugdo da equacao nao linear de PB, estdo descritos

abaixo:

Método de Diferengas finitas: Este método divide o espago em uma rede, geralmente
ciibica, atribuindo o potencial eletrostatico, a densidade de carga, e a acessibilidade dos

fons da solugao, a cada um dos pontos dessa rede,e a permissividade dielétrica as linha




que unem esses pontos. A equagdo de PB é convertida em um conjunto de equagoes
de diferencas para cada ponto da grade, de forma que um método interativo é utilizado
para garantir a consisténcia da solu¢do em cada ponto da rede com os seus pontos

vizinhos.

Método de Elementos Finitos: O método de elementos finitos, divide o espago em um
conjunto de dominios, os elementos finitos, de forma que uma solugdo expandida em
série de poténcias € atribuida a cada né destes dominios, formando um conjunto sistema
de equacoes lineares, cuja solugdo, levando em conta certas condigoes de contorno, nos

fornece o potencial em todos os nds desses dominios.

Ambos os métodos citados acima possuem dois parametros necessarios para sua execugao:
(a) o espacamento entre os pontos no qual a solucdo é atribuida e (b) o nimero desses
pontos, diretamente relacionada ao tamanho da “caixa” no qual a molécula serd inserida.

Esses parametros s@o arbitrérios e, por isso, alguns cuidados devem ser tomados:

e Para moléculas altamente carregadas o tamanho da “caixa” devera ser grande, de forma
que o potencial na borda dessa caixa possa satisfazer o potencial prescrito por Debye-
Huckel. Dessa forma, esse potencial pode ser obtido analiticamente e usado como uma

das condigoes de contorno do método.

e O espagamento entre os pontos da rede deve ser variado em um pequeno intervalo, de
forma a garantir que a solugédo é independente da forma como as cargas sdo atribuidas

nos pontos da rede.

e Como o mesmo objetivo do item acima, a molécula deve ser rotacionada e transladada

em distancias ndo proporcionais ao espacamento dos pontos da rede [116].

Um procedimento largamente utilizado para garantir a consisténcia dos resultados, e obter

potencias em regiodes especificas da molécula, é o chamado método de focagem [13]. Nesta

situacdo, um calculo grosseiro é realizado (grande espacamento entre os pontos da rede, e
consequentemente grande distanciamento da superficie da molécula a borda da caixa), de
forma que um mapeamento do potencial eletrostatico é gerado e utilizado como condigao de

contorno para cdlculos mais precisos.
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Um exemplo da instabilidade desses método é mostrado no gréfico abaixo, onde uma variacao

no tamanho da caixa, resultam em divergéncias gritantes nos resultados finais. O resultado

correto (linha continua) foi obtido utilizando uma caixa de 48,3 A, com um espacamento

de 0,3 A entre os pontos da rede. Diminufndo o tamanho da caixa para 31,0 A, obtemos
resultados completamente divergentes (linha tracejada), inclusive qualitativamente, onde é

verificada uma diminuic¢éo da blindagem eletrostética com o aumento da concentragio salina.

0.02 0.04 0.06 0.08
Cs (mM)

A

Figura B.1: Calculos de ApK devido a variagao da concentragao salina para a ligagcdo de dois fons bivalentes
positivos. A proteina foi representada segundo o ME (veja segao 4.1) com raio de 14 Ae carga Z, = —20. A
posigao dos sitios de ligagao foi obtida do arquivo PDB-ID 3icb (Calbindina Dg). Os célculos foram obtidos
através da utilizagao do pacote computacional APBS [98], através do método de elementos finitos multigrid
[99, 100]. A linha tracejada demonstra os resultados obtidos com uma caixa de 31 Ae espacamento entre
os pontos da rede de 0,47 A. A linha sélida demonstra os resultados obtidos com uma caixa de 48,3 Ae
espacamento entre os pontos da rede de 0,3 A. A forca iénica de 1 mM foi tomada como referéncia.
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Apéndice C

Programas Desenvolvidos

Durante a execucao deste trabalho, foram desenvolvidos, basicamente, dois programas com-
putacionais, além de alguns outros pequenos programas auxiliares para manipulacdo dos
arquivos de entrada e saida. O primeiro desses programas foi para o cdlculo da energia livre
de ligacdo (AG) através do modelo de Tanford-Kirkwood (TK). Esse programa obtém esta
propriedade através da diferenga entre a energia livre eletrostatica, obtida através da relagao
5.45, para a proteina na sua forma apo e holo. Esse célculos sdo realizados para a versao
tradicional de Debye-Hckel e para as aproximagdes de Beresford-Smith e Lin. Um exemplo

do arquivo de saida deste programa é mostrado na figura abaixo:

P =zsss SN EEEEEsAEsESsSEsSEssESsssssssss
Debye-Huckel Lin

LT pe— == === -
Concentracao de Sal: 0 GO10G Concentracao de Sal:  0.00100

Concentracac da Biomolecula: 0.00002 Concentracae da Biomolecula: 0.00002

Carya da Biomlecula. -7 000 Carga da Bionvlecula: -7.000

Kappa em l/metro: 103844251 02503 Kappa em 1 /metro:; 129701427 .95930
Pot. Qui. de Excesso dos Ligantes: 0.26415 Pot. Qui. de Excesso dos Ligantes: 0.35141
Energia Livre com Ligantes Livies: 21.30329 Energia Livie com Ligantes Livres: 20 98086

Energia Livie com Ligandes Ligados: -12.75124 Enargia Livre com Ligandes Ligados: -12.7669)
Energia Livre Eletrostatica: -34.05453 Energia Livre Eletrostatica: -33.74777

Beresford-Smith

Concentracao de Sal: 0.06100
Concentracao da Bicmolecula:  0.00002
Carga da Biomolecula: -7 00O

Kappa ¢m l/metro: 107417328 50856

Pot. Cui. de Excessoc dos Ligantes: 0.29352
Energia Livre com Ligantes Livres: 21.25747
Energia Livre com Ligandes Ligados: -12.75526

Energia Livre Eletrostatica: -34,01272

Figura C.1: Exemplo de um arquivo de saida do programa que resolve o modelo de TK.
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O outro programa desenvolvido resolve o modelo proposto neste trabalho através do método
de Monte Carlo. Esse programa segue, basicamente, o mesmo algoritmo apresentado na
secdao 5.4. Entretanto, introduzimos o conceito de macro-passos e micro-passos, de forma

que o algoritmo pode ser considerado conforme abaixo:

1. Iniciar o contador de macro-passos.
Iniciar o contador de micro-passos.
Propor o movimento de uma particula mével.
Verificar a aceitacdo do movimento através do critério de Metrdpolis.
Voltar ao passo 3 até mover todas as particulas.
Chamar a rotina para cdlculo do potencial quimico (Método de Widom).
Voltar ao passo 2 até concluir todos os micro-passos.
Chamar a rotina para calcular func¢do distribui¢do radial.
Calcula energia.
. Voltar ao passo 1 até concluir todos os macro-passos.

. Concluir fungdo distribui¢cdo radial.

Concluir célculo do potencial quimico.

O procedimento acima é realizado duas vezes. A primeira para a “equilibracao” do sistema,
onde os passos referentes ao método de Widom e fun¢do distribui¢do radial sdo suprimidos.
Tendo o sistema atingido o estado de equilibrio, o procedimento é repetido para o calculo
dessas propriedades. O estado de equilibrio é alcan¢ado quando a energia calculada no passo

9 oscila em torno em um valor médio, ndo tendo mais tendéncia de queda.

O célculo do potencial quimico é realizado da seguinte forma: Em cada micro-passo realiza-

dos um procedimento de inserc¢do, conforme descrito na segéo 5.5, e realizados os célculos

de AG*t, AG® e AG". No final de cada bloco de micro-passo, esses valores sdo utilizados

para o célculo das médias da relagdao 5.53. No final do programa, teremos varios valores de
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potencial quimico para cada macro-passo relizado. Assim, uma média aritmética é realizada

para o cdlculo do potencial quimico final e de seu desvio padrao.

A funcdo distribuicdo radial é calculada em cada macro-passo. Em cada um desses procedi-
mentos verificamos o nimero de particulas méveis em cada “fatia” da nossa célula. No final

do programa, dividimos esse niimero pelo volume de cada uma dessas “fatias”, pelo nimero

de macro-passos, e pelo nimero de particulas dentro de cada “fatia”, caso o sistema fosse

ideal.
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