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Resumo

Uma dinamica molecular baseada na interacio coulombiana e na forca
resistiva do fluido ¢ usada para estimar a importancia da interacio eletrostatica entre
elementos estruturais secundarios de proteinas globulares. Nesta dinamica, um meio
dielétrico continuo ¢é utilizado, substituindo o modelo discreto de moléculas de agua
para o solvente. A simulagdo ¢ feita com quatro hélices-a, cujas estruturas sao similares
as quatro hélices da proteina hemeritrina. Considera-se que ha uma distribuicio de

cargas discretas nas hélices-o0 modeladas como esferas, separadas por distancias iguats

ao comprimento da B-zwrn existente entre as hélices-oo da hemeritrina. Uma boa

concordancia com dados experimentais foi obtida.
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Abstract

Abstract

Molecular dynamics based on coulombic interactions and friction forces
within the medmum 1s used to study the importance of eletrostatic interaction between
secondary structure elements of globular protems. In this approach, a dieletric
continuous medium model in opposition to the water molecular structure as discret
model for the solvent 1s used. Like the hemeritryn, the simulation includes four a-
helices. An assumption 1s made, that there i1s a discret distribution of charge

throughout the a-helix modeled as spheres, separated by a distance equal to the lenght

of the B-turn among them in hemeritryn. A good agreement with experimental data

was obtained.
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. Introducao

I. Introducio

Proteinas sdo estruturas bioldgicas essenciais em todos os organismos,
classificadas em fibrosas, de membrana e globulares. A classe fibrosa tem fungao
estrutural, podendo ocorrer em tecidos cutaneos e musculares, entre outros. As
proteinas de membrana estdo presentes nos ribossomos e nas paredes celulares. As

proteinas globulares possuem fungdes diversas, como regulagdo de reagdes

quimicas, transporte intra e intercelular de oxigénio, ions e nutrientes no sangue.

Tais proteinas sdo chamadas de globulares por possuirem, quando no estado
funcional, uma forma compacta aproximadamente esférica ( Voet & Voet, 1995).
Proteinas sdo formadas por longas cadeias de aminoacidos, unidas por
ligagdes peptidicas. Cada aminoacido (Figura 1) contém um grupo amino, um
carboxilico e um radical R denominado cadeia lateral, o qual ¢ diferente para cada

aminoacido, todos ligados covalentemente ao carbono denominado Ca.

Figura 1 - [Ilustragio da representagio
estrutural do aminoacido. Composto de um
grupo carboxila, um grupo amino, um
hidrogenio ¢ um radical R, todos ligados

covalentemente a0 carbono central,

denominado Cg. O radical R representa a

cadera lateral que diferencia os aminoacidos.
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1. Introducao

As ligagdes peptidicas sdo formadas através de reagdes de condensagio

com dois hidrogénios do grupo amino, de um aminoacido, e o —-O do grupo

carboxilico, de outro aminoacido, liberando uma molécula de agua e dando lugar

a ligagdo peptidica (Voet & Voet, 1995). A ligagdo peptidica possui uma estrutura
planar pelo carater de dupla ligagdo (N = C), devido a ressonancia da ligagdo C =
O e N - C, conferindo rigidez a seqiiéncia Ca - N — C - Ca (Figura 2). O conjunto
das seqiiéncias Ca-N-C-Ca da cadeia, compdem o esqueleto da proteina (Atkins,

1994; Voet & Voet, 1995).

Figura 2 - Ilustracio dos dtomos envolvidos em uma ligagio peptidica entre dots

aminodcidos. O segmento tracejado representa o carater da ressonancia entre as ligagdes
C=0 e N-C. Os seis atomos Ca, N, C, Ca, O e H estio no mesmo plano, conferindo

rigidez ao conjunto.

Existem apenas vinte aminoacidos naturais, um namero pequeno,
porém com estes aminoacidos em diferentes posigdes de uma cadeia polipeptidica
de n residuos, podem-se formar 20" diferentes seqiiéncias teoricamente possiveis
(Creighton, 1978). Portanto diferentes proteinas possuem diferentes seqiiéncias de

aminoacidos.
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L. Introdugao

A seqiiéncia de aminoacidos de uma proteina globular ¢ a estrutura
primaria da proteina. Esta cadeia desenovelada também ¢ denominada forma
aleatdria ou faixa randomica. Quando em condig¢des adequadas do meio solvente,

agrupa-se para formar a estrutura enovelada final da proteina, denominada de

nativa ou estrutura terciaria. Na estrutura terciaria podem ser observados padrdes

estruturais bem definidos, tais como hélices-a, folhas-3 e lagos (1urns) (Chothia &
Finkeistein, 1990). Os elementos desse conjunto de padrdes sdo chamados de
estrutura secundaria e na proteina nativa compdem a estrutura terciaria ( Voet &
Voet, 1995).

A natureza selecionou, do total astrondmico de combinagdes possiveis
dos vinte aminoacidos, um numero de cadeias  protéicas que fossem
biologicamente ativas para os seres vivos, criando uma diversidade funcional de
proteinas ao alterar sua seqiiéncia. Sendo assim, quanto mais a seqiiéncia de
aminoacidos de uma proteina se assemelha a seqiiéncia de aminoacidos de outra
proteina, maior a probabilidade de terem estruturas homologas e a mesma fungao
(Voet & Voet, 1995).

O enovelamento, em condi¢gdes adequadas do solvente, da cadeia de
aminoacidos de uma proteina, resulta sempre na mesma estrutura tridimensional
final, ou seja, a seqiiéncia de aminoacidos de uma dada proteina corresponde a
uma estrutura terciaria unica (Voet & Voet, 1995). Cada residuo de aminoacido
faz duas ligagdes no esqueleto peptidico e para os angulos diedrais ¢ (Co-C) € y

(N-Ca, uma certa quantidade de rotagdes ¢ possivel. Considerando-se também os
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L. Introducao

varios graus de liberdade das cadeias laterais, tém-se como resultado, que a proteina

possui um grande potencial conformacional, a nivel de conformagio
tridimensional.

O entendimento de como uma proteina enovela-se em sua conformagao
nativa € possivel, se o caminho entre o estado desenovelado e o estado enovelado
¢ conhecido. Um caminho é definido pelos estados intermediarios e estados de
transi¢do, que ocorrem entre os estados desenovelado e enovelado final. Em
qualquer populagdo desenovelada de uma proteina, cada uma delas pode adquirir
uma conformagdo distinta de qualquer outra da populagdo. Assim, uma igual
diversidade de caminhos pode existir nos primeiros estagios do enovelamento.

Qual ¢ a natureza dos estados enovelados e desenovelados?

'Uma cadeia polipeptidica desenovelada, é aquela na qual um grande
numero de conformagdes rapidamente interconvertiveis, tem essencialmente
energias iguais' (Creighton, 1978). Essas energias dependem das interagdes, de
cada atomo da cadeia polipeptidica com outros atomos da propria cadeia e com os
atomos do solvente. A partir de dados de cristalografia, sabe-se que a proteina
enovelada possui uma estrutura altamente compacta com uma superficie
extremamente irregular. As cadeias laterais, ndo polares, tendem a estar
adentradas, escondidas do solvente, e as cadeias polares preferem ficar na
superficie da proteina, em contato com o solvente (Voet & Voet, 1995).

Pode-se encarar o problema do enovelamento de proteinas do ponto de
vista estatico ou dinamico. O ponto de vista estatico considera a disposi¢do dos

aminoacidos na cadeia, aliado ao fato de proteinas, in vitro, sob condigdes
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1. Introducao

adequadas, enovelarem-se espontaneamente em sua conformagdo nativa, sem
qualquer outra informagdo além da contida na seqii€éncia dos aminoacidos
(Anfisen, 1973). Sendo a finalidade do codigo genético especificar a seqii€éncia de
aminoacidos, a predigdo da estrutura de uma proteina a partir da seqiiéncia de
aminoacidos € uma parte essencial, para a apreciagdo do problema total do
enovelamento de proteinas. Entdo, do ponto de vista estatico, sabe-se que a
informagdo necessaria para especificar a estrutura terciaria da proteina, esta
contida na seqiiéncia de aminoacidos. O ponto de vista dindmico diz respeito as
forgas que dirigem a cadeia de aminoacidos para sua conformagdo nativa,
envolvendo questdes, tais como:

- Como descrever a dindmica do processo de enovelamento?

- Quais as forgas que direcionam o enovelamento?

- Como explicar o curtissimo tempo de enovelamento?

- E possivel descrever o mecanismo de enovelamento?

O aspecto dinamico do problema do enovelamento geralmente ¢
expresso em termos do paradoxo de Levinthal (Levinthal, 1968), onde a realizagdo
de uma busca randomica, de todas as estruturas conformacionais possiveis,
tomaria um tempo maior que a idade do universo para localizar a conformagao
nativa.

Sabe-se que a parte dindmica esta relacionada a parte estatica, quanto a
seqiiéncia de aminoacidos, mas ndo parece provavel que a seqiiéncia de
aminoacidos dependa das forgas envolvidas no enovelamento (Karplus & Weaver,

1976).

AVA
AVAYEY

2 3 4 5 6 7 unespw.l 12 13 14 15 16 17

18



L. Introducao

O enigma do mecanismo de enovelamento, que tanto tem entusiasmado
os pesquisadores, deve-se possivelmente a variabilidade de sua cinética, ou seja, o
progresso de enovelamento no tempo. O enovelamento pode ter um tempo Gnico
de relaxagdo exponencial, com a mesma constante de razdo para todos os
processos envolvidos, ou pode apresentar multiplas fases de cinética (Eaton, ef al.,
1996).

Pouco se sabe como ou através de qual caminho as proteinas enovelam-
se espontaneamente, nem se o fazem de uma das pontas da cadeia, a partir do
meio, ou de varios pontos simultaneamente. Entretanto ha indicios que o
enovelamento espontineo da cadeia polipeptidica em sua estrutura terciaria ¢
altamente cooperativo. Uma vez que uma minima por¢do da cadeia tenha se
dobrado adequadamente, aumenta muito a probabilidade do restante da cadeia
enovelar-se corretamente. Ha indicios de uma estrutura intermediaria entre a
estrutura completamente desenovelada e a estrutura terciaria em certas proteinas
globulares, chamada de forma colapsada (molten globule) (Ohgushi & Wada,
1983), onde ha elementos estruturais secundarios livremente associados, com uma

estimativa de tempo de formagdo menor que um milisegundo. Do estado de forma

colapsada para a estrutura terciaria, o tempo pode chegar a segundos (Kuwagima,

1989). Estudos experimentais (Kuwagima et al., 1987) demonstram que algumas
proteinas globulares tém os elementos estruturais secundarios definidos antes da
formagdo da estrutura terciaria. Isto confirma a existéncia dos padrdes estruturais

secundarios entre a faixa aleatoria e a estrutura terciaria.
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Este trabalho enfoca as proteinas globulares, e dentre estas aquelas que
indicam a existéncia da estrutura intermediaria forma colapsada, com elementos
estruturais secundarios associados livremente. Para estas proteinas, pode-se
separar o processo de enovelamento em trés fases. A primeira compreende a
formagdo da forma colapsada a partir da cadeia desenovelada. A segunda, da qual
trata o problema proposto neste trabalho, diz respeito as forgas envolvidas no
intervalo entre a estrutura secundaria ja formada e antes que ocorra a formagao
completa da estrutura terciaria. A terceira é o chamado jogo-final (endgame)
(Levit er al., 1997), onde entram em agdo as forgas hidrofébicas no rearranjo das
cadeias laterais, para o alto empacotamento das mesmas.

A teoria atual diz que as principais forgas que dirigem e estabilizam o
enovelamento de proteinas sdo as interagdes eletrostaticas e o efeito hidrofobico.

Efeito hidrofobico ¢ o nome dado as influéncias que substancias ndo
polares acarretam ao procurar minimizar seu contato com a agua. Quando as
moléculas de agua envolvem residuos ndo polares, formam uma estrutura que os
encapsula de forma bem ordenada. Estes residuos ndo polares ao se enovelarem,
provocam o rompimento do encapsulamento destas moléculas de agua bem

ordenadas, disponibilizando-as de volta para o solvente, aumentando assim a

entropia do solvente, o que compensa o decréscimo de entropia da proteina

enovelada (Israelachvilli, 1982).
A proposta deste trabalho € estimar a importincia das interagdes
eletrostaticas entre elementos estruturais secundarios ja formados e antes que

ocorra a formagdo completa da estrutura terciaria. Foi testada a idéia de que a forga
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eletrostatica, existente entre estes elementos estruturais secundarios, seja
importante para aproximar tais estruturas secundarias, trazendo-as perto o
suficiente para que se dé inicio a fase jogo-final.

Para dar execu¢do a esta idéia, foram considerados somente os

elementos estruturais secundarios, desconsiderando os lagos entre eles. Foi feita

uma aproximag¢do geométrica destes elementos isolados a esferas. Estas esferas

podem girar e transladar em um meio fluido viscoso incompressivel. O elemento
estrutural € considerado neutro como um todo, mas devido a localizagdo espacial
dos atomos, ha uma distribuicdo de cargas parciais caracteristica, em cada
elemento estrutural secundario. Por causa dessa distribui¢do caracteristica ha uma
interagdo eletrostatica entre estes elementos, que se orientam no meio fluido
buscando o minimo da interagdo. Esta interagdo pode ser atrativa ou repulsiva
dependendo da orientagdo dos elementos estruturais secundarios, os quais podem
entdo, aproximar-se ou afastar-se.

Para implementar este projeto, criou-se quatro programas em fortran77,
especialmente desenvolvidos para a dindmica molecular em um meio fluido
continuo. A partir dos resultados obtidos, pode-se observar o comportamento
destes elementos estruturais secundarios, sob agdo da interagdo eletrostatica e da
resisténcia do fluido.

Os pardmetros basicos foram obtidos a partir de dados de entrada do
programa Gromos (Van Gunsteren & Berendsen, 1983), que realiza dinamica
molecular de agucares e proteinas, e da literatura de estudos de fluidos (Landau &

Lifchitz, 1971).
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1. Modelo para o potencial de interacdo

Il. MODELO PARA O POTENCIAL DE INTERACAO

2.1 Introducio

Enovelamento de proteinas ocorre somente em meio liquido, € em
condigdes adequadas deste meio. Um meio solvente pode ser visto como um
sistema discreto ou continuo.

No estudo de um meio solvente, por exemplo a dgua, como um sistema
discreto, considera-se como elemento do sistema cada molécula de agua. Neste
caso, o liquido € visto como um sistema denso, onde as moléculas de agua estido
muito proximas umas das outras, em constante movimento de rotagdo e translagao.
Este comportamento leva a inimeros efeitos das forgas intermoleculares.

No estudo de um meio solvente como um sistema continuo, considera-se
como elemento do sistema, um elemento de volume infinitesimal do fluido. Neste
caso o liquido é comparado a um meio continuo, onde um elemento de volume ¢
considerado ‘fisicamente’ infinitesimal. Os fendmenos estudados na mecanica dos
fluidos sdo encarados de um ponto de vista macroscopico. O elemento de volume de
fluido infinitesimal, mesmo sendo visto como um ponto em hidrodinamica, é tdo
grande que contém um niimero consideravel de moléculas.

A descrigdo do estado de um fluido em movimento contém cinco

grandezas, trés sdo as componentes do vetor velocidade do fluido v=v(x,y,z1t), e

duas sdo grandezas termodinamicas, a pressio p(x,y,zt), € a densidade p(x,y,z,t).

As fungdes a serem determinadas e as grandezas termodindmicas relacionam-se aos
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11, Modelo para o potencial de interacdo

pontos do espago, e ndo a um elemento de fluido que se desloca no curso do tempo,
1no espago.
Para um fluido perfeito, um sistema completo de equagdes

hidrodinamicas deve conter cinco equagdes (Landau & Lifchitz, 1971):

ov [~ 1 p . w =
- —+\W Nk =——grad 4- —+divpv=0
ot ( }; pg P ot i

2- —+(VV):/ %S+;grads=0

=]

O it = o
3- —rotv :VX(VXVXV)
ot
As trés primeiras sdo as chamadas equagdes de Euler, a quarta ¢ a equagdo de
continuidade e a quinta € a equagdo que exprime a adiabaticidade do sistema. Sendo
H a entalpia e s a entropia do sistema. Para um fluido viscoso incompressivel
bastam duas equagdes para se obter um sistema completo de equagdes

hidrodinamicas. Se o movimento for estacionario, o estado deste fluido para um

numero de Reynolds pequeno (Apéndice A.1) é determinado por:

Equagdo de Navier-Stokes: nV3v=Vp

Equagdo de continuidade div v=0

onde 1 ¢ a viscosidade dinamica.

Para um fluido viscoso incompressivel a viscosidade ¢ descrita por um s6

-1

coeficiente. Sendo o solvente a agua, tém-se n= 0.010gs”lem™! a temperatura de

20 °C. Assim, a equagdo que permite descrever o movimento estacionario de um
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II. Modelo para o potencial de interacdo

fluido viscoso incompressivel, para um nimero de Reynolds pequeno, onde ndo atua

um campo gravitacional, € a equagdo de Navier-Stokes (1).

Para um corpo movendo-se em um fluido viscoso incompressivel, pode-

se separar 0 movimento em translagdo e rotagdo. Se este corpo for uma esfera de

raio R, movendo-se com velocidade linear u = constante € girando com velocidade

angular Q = constante, a forga resistiva (Apéndice A.2) e o0 momento das forgas de

atrito (Apéndice A.3) que atuam sobre ela, sdo dados por:

Fies=6mnRu 3)
M, =-87nR’Q (4)

No estudo das forgas moleculares, o potencial de pares ¢ muito utilizado
para descrever interagdes de muitos corpos, onde os efeitos médios de trés corpos
podem ser parcialmente incluidos através de um potencial efetivo de pares. O

potencial de pares pode ser dividido em intramolecular e intermolecular.

O potencial intramolecular descreve as distorgdes moleculares. Como
neste projeto utiliza-se o modelo de molécula rigida, este potencial ndo ¢

empregado.

O potencial intermolecular pode ser dividido em repulsivo e atrativo. O
potencial repulsivo representa a repulsdo eletrostatica que surge entre as nuvens

eletronicas de dois atomos muito proximos. Esta forga de repulsdo determina o quio
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II. _Modelo para o potencial de interacdo

perto um atomo pode chegar do outro. Um potencial repulsivo muito utilizado é o

potencial de esfera dura, dado por:

® r<o

U(r):{

0 r>o
onde % € o raio da esfera impenetravel.

O potencial atrativo representa a interagdo atrativa entre atomos e
moléculas, classificado em eletrostatico, de indugdo e de dispersdo. Os potenciais
atrativos de indugdo e de dispersdo tem origem quantica e descrevem a interagao
entre os momentos de multipolo permanente com momentos de multipolo induzido
¢ a interacdo entre os momentos de multipolo induzido com momentos de multipolo
induzido, respectivamente.

O potencial eletrostatico descreve as interagdes entre momentos de
multipolo permanente: monopolos (q), dipolos (1), etc. Estas interagdes podem ser
atrativas ou repulsivas, dependendo da orientagdo dos multipolos.

O potencial eletrostatico entre duas moléculas a e b ¢ dado por:

Uab(r) s qa:']b

q"‘ub cos0y,

—u‘:#(%osga cosBy, —sen B, cosOy, cosda)—

onde 0,,0, ed sdo os angulos que definem a orientagdo dos momentos de multipolo

permanente das moléculas.

A média orientacional do potencial eletrostatico ¢ dado por:
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II. Modelo para o potencial de interacdo

2142 2.t
U (I.)ZCIaQb 11 qaMp +2Ualfl-b +
2 kT| 3.4 3¢9

onde k ¢é a constante de Boltzmann ¢ T a temperatura absoluta.

No modelo proposto utiliza-se o primeiro termo do potencial

eletrostatico, a interagdo entre cargas, a conhecida interagdo coulombiana.

2.2 Aproximacgio para o modelo

Nosso trabalho se baseia na existéncia de elementos estruturais
secundarios livremente associados, presumivelmente no estado de forma colapsada,
antes da estrutura terciaria estar formada.

As evidéncias experimentais para a existéncia destes elementos
estruturais foram apontados por Kuwagima e colaboradores para a o-lactoglobulina,
lisosima, citocromo ¢, B-lactoglobulina (Kuwagima et al., 1985; 1987), por
Labhardt para a RNase S (Labhardt, 1984), por McCoy e colaboradores para a
anidrase carbonica (McCoy et al., 1980) em estudos cinéticos de CD.

Para as proteinas acima, ndo existe ainda evidéncia direta quanto a
natureza da estrutura secundaria, ou seja, ndo se sabe se os elementos da estrutura
secundaria possuem contatos terciarios ou se sdo incipientes. Entretanto, foi

apontado por Dyson e seus colaboradores para a sintese de fragmentos de

seqiiéncias das proteinas miohemeritrina e plastocianina (Dyson er al., 1992a.;

Dyson et al., 1992b), evidencias da existéncia de elementos estruturais secundarios
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II. _Modelo para o potencial de interagdo

nos fragmentos, tendo uma estrutura secundaria bem definida, com contatos nativos.
Estes estudos foram feitos com técnicas de NMR.

Experimentos sobre a relagdo viscosidade/enovelamento em

oligopeptideos (Haas et al., 1978), ribonuclease A (Tsong, 1982) ¢ a subunidade o

do triptofano sintase da Escherichia coli (Hurle et al., 1987; Chrunyk & Matthews,
1990) indicam uma clara dependéncia das razdes do enovelamento com a
viscosidade do solvente.

Na modelagem matematica do enovelamento de proteinas deve levar em
conta, dada a extrema complexidade do processo de enovelamento, a dificuldade em
equacionar todas as interagdes envolvidas. Simplificagdes e restrigdes sdo
necessarias e bem vindas nos varios passos do desenvolvimento.

Pode ser empregado como elemento basico para o modelo, o elemento
estrutural secundario, por exemplo uma hélice-a, ou pode ser usado um pedago
formado de um elemento estrutural secundario, como as estruturas-f que compdem

uma folha-f.

Escolheu-se como elemento basico a hélice-a.. Foi feita uma pesquisa no
banco de dados de proteinas (Protein Data Bank), para localizar uma proteina
pequena, que sO contivesse hélices-a. Encontrou-se, sob o codigo 2MHR, uma
proteina chamada hemeritrina, contendo um feixe de quatro hélices-o ¢ uma

pequena hélice 3), (Figura 3a). Esta hélice 3;, foi anexada a ultima hélice-a..
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II. Modelo para o potencial de interacao

Ignorando os lagos e considerando os elementos estruturais secundarios

isolados (Figura 3b), o modelo passou a ter quatro elementos basicos, quatro

microdominios.

(a) %

Figura 3 - Tlustracio da proteina hemeritrina (a), um feixe de quatro hélices-a ¢ uma 3

apresentadas em vermelho no formato faixa larga e os lacos em azul e branco no formato conformagio
de esqueleto. Ignorando-se todas as partes da cadeia que ndo fazem parte das hélices, tém-se somente
as quatro hélices (b) apresentadas no formato faixa larga. Representagdes do programa de visualizagio
Rasmol. Estas hélices serdo os elementos basicos do modelo.

O conceito de microdominio para o elemento estrutural secundario do

modelo difusdo-colisdo, (Apéndice B.1) foi empregado sob duas consideragdes:

1- Aproximagdo geométrica das 4 hélices-a, os microdominios, por
esferas.
2- Modelo de molécula rigida para o microdominio.

Os microdominios foram aproximados a esferas para tratamento
matematico em meio fluido viscoso, sendo a forga resistiva e o torque resistivo
dados pelas equagdes (3) e (4). Para se obter o raio de um microdominio, divide-se

por trés o trago do tensor de inércia do microdominio (Apéndice B.2), e iguala-se o
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1. Modelo para o potencial de interacdo

resultado a0 momento de inércia de uma esfera solida, de massa M e raio R, o raio

do microdominio a ser calculado:

Rlz\/g(]ll+l]\2j+[33) %)

onde o valor de M ¢ igual a massa total do microdominio, e I;;,(i =12.3) é o trago
do tensor de inércia do microdominio.

O modelo de molécula rigida foi empregado para as hélices. Neste caso,
as hélices, ou seja os microdominios, podem girar e transladar, mas ndo podem
vibrar nem deformar, pois ndo possuem graus de liberdade internos.

A carga total do microdominio, ¢ nula. A localizagdo espacial dos
atomos nos microdominios, promove uma distribui¢do de cargas caracteristica para

cada microdominio. O primeiro termo da interagdo eletrostatica ¢ utilizado entre os

microdominios. Calculam-se a forga elétrica (Fe) € 0 torque elétrico (Tel)

atuantes em cada microdominio, dados por:

onde,

qj; = carga do atomo i da hélice I,

= vetor da distancia do atomo 1 da hélice I ao atomo j da hélice J,
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1. _Modelo para o potencial de interagdo

;i] = vetor posi¢do do atomo 1 no sistema de coordenadas do centro de massa da
hélice I,

Fiy.j j = vetor forga elétrica atuante no atomo i da hélice I devido ao atomo j da
hélice J,

n;= nimero de atomos da hélice I,

¢ =permissividade no vacuo,

g, = constante dielétrica do meio.

Devido a complexidade da dependéncia radial e angular, o potencial
intermolecular do Gromos € descrito através do somatorio de potenciais de sitio.
Estes sitios (Figura 4) descrevem a distribuigdo de cargas nos microdominios. A
interagdo entre dois microdominios I e J é dada por:

namerode  nsimero de
sitéos de | sitios de |

Up = = ZU(rij)

=1

onde r;; € a distdncia entre os sitios 1€ .

Microdominio I Microdominio J

o sitio j do
sitio 1 do microdominio J

microdominio I

Figura 4 - Tlustracido da interacdo entre dois microdominios I e ]. Neste exemplo, cada microdominio

tem dois sitios. Sendo i um sitio do microdominio I e j um sitio do microdominio J. O potencial entre

os microdominios 1 e ] ¢ composto pela soma de quatro termos: U(r]I_IJJ,

U(rll_zJ ), U(le.lj l U(rZI-ZJ )
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II. Modelo para o potencial de interagdo

Desse modo, mesmo que sejam acessados todos os atomos dos
microdominios nos calculos computacionais, a forga elétrica e o torque elétrico
estardo sendo calculados entre os sitios € ndo entre os atomos dos microdominios.

Para que ndo ocorra a superposi¢do dos atomos dos microdominios
durante a simulagdo, torna-se necessario especificar um raio de corte (R,), uma
distdncia minima de aproximagdo cntre. os microdominios. E utilizado o potencial

repulsivo de esfera dura, dado pela equagdo (5), para o microdominio, onde o € a

e . . el c :
maior distancia entre dois atomos do microdominio I. Sendo o =R, (I), o raio da

esfera que envolve todos os atomos do microdominio.

2.3 Implementagio do modelo

Sobre um microdominio I de massa M(I) e raio R;(I) atuam uma forga
resistiva, devido a viscosidade do fluido, e uma forga elétrica, devido a distribuigao
de cargas inerente a cada microdominio I. Estas forgas compdem o movimento de
translagdo (Figura 5a). Atuam também sobre o microdominio I o torque elétrico,
devido a forga elétrica, € o momento das forgas de atrito, compondo o movimento

de rotagao do microdominio 1. (Figura 5b).

A forga resultante (FR) e o0 torque resultante ("_I"R) atuantes sobre um

microdominio sdo escritos como:
Fr =Fel. +Fres.

TR =Tres. + Tel.
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L. _Modelo para o potencial de interacio

A forga resultante (FR) e o torque resultante ("_F'R) também podem ser

escritos como:

I_:.R — N[Q
dt

FI_:R = l@
dt

Movimento de translag¢ao Movimento de rotagdo

, eixo de rotagdo

Figura 5 - llustragdo (a) do movimento de translacio de um microdominio de massa M e raio R, sob
acdo de uma forga resistiva devido a viscosidade do fluido e uma for¢a coulombiana devido a
distribuicio de cargas. llustragio (b) do movimento de rotacio de um microdominio de massa M e raio

R, girando em torno do eixo de rotacdo, sob acio do torque elétrico e do torque resistivo.

Suponha uma formiga e um elefante caindo de um galho de arvore ao
mesmo tempo. O elefante tem uma massa grande, sendo sua inércia alta. Assim, o
elefante demora a alcangar a velocidade limite e chega ao chdo primeiro. A formiga
tem uma massa bem menor e sua inércia é pequena. Assim, a formiga alcanga
rapidamente a velocidade limite e demora mais para chegar ao chao.

Equivalentemente, a massa do microdominio é pequena e sua aceleragdo

pode ser grande, mas a inércia ¢ muito pequena. Assim, o microdominio
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1. _Modelo para o potencial de interacao

rapidamente alcanga a velocidade limite. Desse modo, pode-se escrever para o

microdominio:

Substituindo na equagdo (14) as equagdes da forga resistiva (3) e da forga
elétrica (8), substituindo na equagédo (15) as equagdes do torque resistivo (4) e do
torque elétrico (9), obtém-se respectivamente as velocidades linear e angular do

microdominio dadas por:

(17)

Um microdominio ao mover-se num meio fluido, provoca o
deslocamento do fluido em torno dele. Se existir um outro microdominio proximo,
entdo, devido ao movimento de fluido deslocado pela primeiro, este microdominio
proximo também se deslocara. Relevando-se este deslocamento de fluido,
provocado pelo movimento de um microdominio, para o equacionamento conjunto
dos quatro microdominios, obtém-se um modelo simplificado e que pode ser

facilmente equacionado. Assim, para o modelo proposto, o deslocamento de um
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I1. Modelo para o potencial de interacdo

microdominio proximo a outro, ndo faz com que este outro se desloque devido ao
movimento do primeiro. As unicas forgas que atuam para os quatro microdominios
em um meio fluido viscoso sdo a eletrostatica e a resistiva.

Numa dindmica molecular, parte-se da configuragdo inicial do sistema,

definida pelas posigdes atomicas r = (r1,r2,...,rn) dos atomos. Usando o potencial

. 3 : du
de interagdo U(r), calculam-se as forgas que atuam nos atomos, F=-—.

dr

Resolvem-se as equagdes de movimento para um intervalo de tempo At. Por fim,
encontra-se a proxima configuragdo que define as novas posi¢des dos atomos.

Na dindmica molecular do modelo proposto, por se lidar com corpos
rigidos, parte-se de uma configuragido inicial definida pelas posi¢des atomicas e
pelo centro de massa do microdominio. Usando as forgas que atuam nos
microdominios, a integragdo das equagdes de movimento fornecem a velocidade do
centro de massa ¢ a velocidade angular de cada microdominio. Estas velocidades

quando aplicadas a todos os atomos do microdominio para um intervalo de tempo
At=1.0 10? us, fornecem as novas posigdes atdmicas e do centro de massa,

gerando a nova configuragdo do sistema.
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Forma dos programas

IIIl. FORMA DOS PROGRAMAS

3.1 Introducio
Para estipular os intervalos de distancias permitidos entre pares de
microdominios, definem-se distancia minima e maxima da seguinte forma:

- Distancia minima permitida entre dois microdominios I e J (Figura 6) ¢
fornecida pelo raio de corte (R,) dos dois microdominios:
DMIN(LJ) =R, (I)+ R, (J)

DMIN (I, J)

BV

A J

Figura 6 — A distancia minima permitida entre dois microdominios I e J € igual a2 soma do raio de

corte do microdominio I, R2(I) , com o raio de corte do microdominio J, R2(J) .

- Distancia maxima permitida entre dois microdominios (Figura 7):
DMAX (I,]) = R2 (I) + Rz () + LACO (1, J)
LACO (I,]) =3.5*m

LACO(LJ)

DMAX(LJ)

Figura 7 - llustragao da distancia maxima permitida entre dois microdominio I e ], de raios de corte
R, (I) € Ry (J) respectivamente. O lago entre I e ] possui m residuos de aminodcidos, sendo 3.5 A

o comprimento médio de um residuo de aminoacido, estimado de C, a C, na cadeia de aminodcidos.
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III. _Forma dos programas

Uma colisdo entre dois microdominios I e J, significa que a distancia
(DISTCM(1,J)) entre os centros de massa dos microdominios I e J esta no intervalo

[DMIN(I,J); DMIN(IJ)+SP], onde SP pode assumir valores entre (0.5A <SP<2A).

/DMIN(LI+SP 7

DMIN(LJ)Y

Figura 8 — Ilustragio do sentido de colisdo entre dois microdominios I e J. Os microdominios I e ] sido
considerados colididos, se a distancia entre os centros de massa dos microdominios I e J estio no

mntervalo DMIN(LJ ) < DISTCM(1,J) < DMIN(1,] )+ SP, referentes aos raios de corte dos

microdominios.

3.2 Programas

Para testar o modelo, criou-se quatro programas A, B, C e D, os quais

seguem os critérios descritos pelas ilustra¢des abaixo (Figura 9):

Passo n Programa Passo n+k

A

Figura 9 - Esquema ilustrativo dos quatro programas A, B, C, D. A diferenca basica consiste no
procedimento a ser utilizado, apés uma colisao entre dois microdominios. Esta colisio também pode
ocorrer entre um microdominio e um agregado maior, o qual possui dois ou mais microdominios

colididos. (k=1)
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III. Forma dos programas

Programa A - Apos uma colisio entre dois microdominios I e J, estes
microdominios continuam colididos em passos posteriores. Em relagdo a um

sistema de coordenadas fixo, os microdominios I e J colididos mantém-se imoveis

no espago. E permitido o movimento de rotagdo para cada um dos microdominios

colididos.

Programa B - Apds uma colisio entre dois microdominios I e J, estes
microdominios continuam colididos em passos posteriores. Em relagdo a um
sistema de coordenadas fixo, os microdominios I e J colididos mantém-se imdveis
no espago. Nao ¢ permitido o movimento de rotagdo para nenhum dos
microdominios colididos.

Programa C — Apds uma colisio entre dois microdominios I e J, estes
microdominios podem ndo continuar colididos em passos posteriores. Em relacdo a
um sistema de coordenadas fixo, os microdominios I e J, quando colididos, ndo se
mantém imoveis no espago € movem-se como um corpo unico. E permitido o
movimento de rotagdo para cada um dos microdominios colididos.

Programa D — Apos uma colisdo entre dois microdominios 1 e J, estes
microdominios continuam colididos em passos posteriores. Em relagdo a um
sistema de coordenadas fixo, os microdominios I e J colididos, ndo se mantém
imoveis no espago € movem-se como um corpo unico. E permitido o movimento
de rotagdo para cada um dos microdominios colididos.

Os possiveis contatos entre os quatro microdominios, estdo ilustrados no apéndice

B.3.
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IV, Resultados e discussdo

IV. RESULTADOS E DISCUSSAQ

4.1 Introducio

Parte-se de uma configuragdo inicial dos microdominios, sob agdo da
interagdo eletrostatica e da forga resistiva. Através da simulagdo computacional, as
novas configuragdes sucessivas dos microdominios sdo geradas, para intervalos de

tempo 10 *ps. A configuragdo do microdominio ¢ avaliada, podendo ser aceita ou

recusada. Se a nova configuragdo gerada ndo esta dentro das restrigdes das
distancias minimas e maximas, entre pares de microdominios, ela ¢ descartada ¢ em
seu lugar € utilizada a ultima configuragdo aceita. A distincia maxima de
afastamento esta limitada pelo comprimento do lago entre os microdominios A
distancia minima de aproximagdo esta limitada pelo raio de corte R,. Esta distancia
minima pode permitir a agdo da interagdo hidrofobica, para a fase jogo-final, com o

rearranjo ¢ empacotamento final das cadeias laterais para a estrutura nativa.

4.2 Apresentagdo dos resultados
A configuragdes inicial, no comego de cada dinamica, e as configuragdes

obtidas em cada colisdo, representam os varios passos de aproximagdo e/ou

afastamento dos microdominios. Observa-se, nos quatro procedimentos, o

comportamento mostrado pelos microdominios. Os procedimentos A ¢ B foram os
primeiros a serem construidos, sendo um esbog¢o inicial do projeto proposto.

Posteriormente pensou-se nos procedimentos C ¢ D. O procedimento C procura

AVA
AVAVEY

1 2 3 4 5 6 7 unespw.l 12 13 14 15 1o 17 18



I1". Resultados e discissdo

avaliar a idéia de cooperatividade no enovelamento. O procedimento D ¢ aquele que
abrange a 1déia proposta neste projeto.

As propriedades dos microdominios estdo descritas na tabela 4.1. ¢ na
tabela 4.2. As distincias maximas e minimas permitidas estdo na tabela 4.3. Os
angulos entre pares de dipolos elétricos e a distancia entre os centros de massa de
pares de hélices, na configuragdo nativa, estdo na tabela 4.4 e 4.5 respectivamente.
As figuras 11, 14, 18 e 21 sdo graficos que representam as distancias entre os centros
de massa. As figuras 12, 15, 19 e 22 sdo graficos que representam os angulos entre
os vetores dipolo elétrico, sendo estes vetores calculados para cada microdominio.
Apos a apresentagdo dos resultados dos quatro procedimentos, discutem-se os

resultados.

TABELA 4.1 Propriedades dos microdominios.

MICRODO-
MINIOS

RESIDUOS DE
AMINOACIDOS

MASSA
(uma)

RAIO NO
FLUIDO (4)

RAIONA
INTERACAO (4)

19-37

2329.69

12.13

15.46

41-64

2645.99

13.71

19.46

71-84

1747.16

9.65

12.62

93-113

2492.89

12.16

17.09

TABELA 4.2 Comprimento do lago entre dois microdominios
consecutivos.

PAR DE MICROD. CONSECUTIVOS
A B
B €
€D

COMPRIMENTO DO LACO (4)
10.50

21.00
28.00

AVA
AVAVEY

7 unespw.l 12 13 14 15 1o

17

18



117 Reswltados e discrssio

TABELA 4.3 Distancias permitidas entre os centros de massa de um par

de microdominios.

PAR DE MICROD. DISTANCIA MIN. (4) | DISTANCIA MAX. (A)
AB 34.92 45.42
AC 28.07 98.50
AD 32.55 156.21
BC 32.08 53.08
B D 36.55 110.79
ch 29.51 57.71

TABELA 4.4 Angulos entre pares de vetores dipolo elétricos na proteina

hemeritrina.

PAR DE HELICES. ANGULO
AB 163.90
AC 17.09
AD 159.84
BC 149.28
BD 28.14
CD 168.91

TABELA 4.5 - Distancia nativa entre centros de massa das hélices da

proteina hemeritrina.

PAR DE HELICES DISTANCIA (A)
AB 10.575
AC 17.595
AD 12.333
BC 10.709
BD 13.900
CD 11.339
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Dinamica do programa A. Os microdominios giram entre si apds uma

colisdo. Quando colididos mantém-se fixos no espago. SP=2.0 A.

TABELA 4.6 Distancia entre pares de microdominios durante a dinimica.

DISTANCIA DE
COLISAO(A)

PAR DE
MICRODOMINIOS

DISTANCIA DISTANCIA DISTANCIA
(A) (A) (A)

34.92 -36.92

39.42 40.28 34.92%

28.07 - 30.07

51.69 54.83 51.87

32.55 — 34.55

71.56 68.12 63.55

32.08 —34.08

38.96 40.91 45.56

36.55 — 38.55

56.74 54.62 60.26

29.51 -31.51

37.78 Z29.51% 29.51

Tempo da dindmica (us):
(*colisdo)

0.39 89.04

(I

D

ans 3

primeiro pasro da dinimica molecular.

Figura 6.1 Dustraglio da posiglo inicial des quatro hélices, no

colisio C D

Figura 6.2 Tustraglio da primeira colisfio entre as hélices C ¢
D, sendo a hélice D referdncia para visuslizagho.

Figura 10 — Configuragdes resultantes da dinimica do programa A. Configuragio inicial do sistema ().

(1II)

colisio A B

Figura 6.3 Tustraglio da segunda colisfio. enire as hélices A e
B, sendo a hélice D referéncia para visualizaga

Configuragdo no passo 39 (II). Configuragio no passo 8904 (III).
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Figura 11 - Distancias entre pares de microdominios. Programa A.
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40 60 80 100 120

Tempo (Microsegundo)
Figura 12 - Angulos entre pares de vetores de dipolos elétricos. Programa A.
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DINAMICA DO PROGRAMA B. Os microdominios ndo giram cntre si
apos uma colisdo. Quando colididos mantém-se fixos no espago. SP = 2.0

Tabela 4.7 Distancia entre pares de microdominios durante a dindmica.

PAR DE DISTANCIA DISTANCIA | DISTANCIA | DISTANCIA
MICRODOMINIOS COLISAO(A) (A) (A) (A)
34.92 — 36.92 39.42 40.13 36.74*
28.07 - 30.07 51.69 54.19 52.05
32.55 — 34.55 71.56 68.87 69.53
32.08 —34.08 38.96 40.75 44.18
36.55 — 38.55 56.74 55.00 54.05
29.71 ~31.71 37.78 31.57* 31.57
Tempo da dinamica (s ): 0 0.32 21.92

(*colisio)

Figura 6.2.1 llustra¢fo da posi¢do inicial das quatro hélices. Referincia Figura 6.2.2 MNustragio da primeira colislio entre & hélices C ¢ D.
para visualizagho ¢ a hélice D. (f424) Referéncia para visualizagio ¢ a hélice D. (f424)

(D)

i

colisioCc D

colisio Ac B

Figurs 6.2.3 Iusiragio da segunda ¢ Gltia colisdo entre as hélices
A ¢ B. Referéncia para visualiz¢8o é a hélice D.

Figura 13 — Configura¢des resultantes da dinamica do programa B. Configuragio inicial (I).

Configuragao no passo 32 (II). Configuragio no passo 2192 (III).
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L

| | | |

0 5] 10 15 20
Tempo (Microsegundo)
Figura 14 - Distancias entre pares de microdominios. Programa B.
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l ) I | l ] l | I | ] T I ] I | I || I ) ] Ll I 1 ] ] I ¥ I | I T I ] I | l L)

15 20

Tempo (Microsegundo)
Figura 15 - Angulos entre pares de vetores dipolos eletricos. Programa B.
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DINAMICA DO PROGRAMA C. Os microdominios, apos uma

colisdo, giram entre si e podem se afastar, nio estando fixos no espago. SP=1.5 A

Tabela 4.8 Distancia entre pares de microdominios durante a dinamica.

PAR DE

MICRODOMINIOS

DISTANCIA
COLISAO (A)

DISTANCIA
(A)

DISTANCIA
(A)

DISTANCIA
(A)

DISTANCIA
(A)

34.92 —36.42

41.22

44.34

44.52

45.05

28.07 — 29.57

58.41

62.98

62.52

62.61

32.55 - 34.05

81.72

76.06

76.16

76.17

32.08 — 33.58

44.83

50.02

50.23

50.49

36.55 —38.05

66.14

61.87

61.62

61.83

29.71 - 31.21

4781

31.10%

29.74

29.73

Tempo da dinamica (s ):

(*colisdo)

0

1.70

1.81

2.13

Figaua 6.3.1 Iustragfo da posiglo inicial das quatro hélices, no

P

7 i
g
P B

P

primeito paso da dinfimica. (f422)

(IV)

colisioCcD colisioCeD

Figura 16 - Configuragdes resultantes da dinimica do programa C. Configuragio inicial (I).

Configuracio no passo 170 (II). Configuracio no passo 181 (III). Configuragio no passo 213 (IV).
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DINAMICA DO PROGRAMA C. (continuagdo). SP= 1.5

Tabela 4.9 Distancia entre pares de microdominios durante a dinamica.

PAR DE DISTANCIA DISTANCIA DISTANCIA DISTANCIA
MICRODOMINIOS COLISAO {A) (A) (A) (A)
3492 -36.42 45.41 45.41 45.41
28.07 - 29.57 64.11 64.07 64.04
32.55-34.05 75.24 75.26 75.29
32.08 — 33.58 51.14 51.15 51.16
36.55 —-38.05 61.70 61.70 61.70
29.71 -31.21 29.71 29.71 29.71
Tempo da dinamica (ps): 2.55 4.23 4.26

(*colisao)

(VI)

colisioCeD colisioCeD

colisioCD

Figura 17 — Configuragdes resultantes da dinimica do programa C (Continuagio). Configuragio no

passo 255 (V). Configuracio no passo 423 (VI). Configuragdo no passo 426 (VII).
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2 4 6

Tempo (Microsegundo)
Figura 18 - Distancias entre pares de microdominios. Programa C.
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1 I [
2 4 6

Tempo (Microsegundo)
Figura 19 - Angulos entre pares de vetores de dipolos elétrico. Programa C.
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DINAMICA DO PROGRAMA D.

Apos

uma

microdominios giram entre si. Nao estdo fixos no espago. SP=1.5 A.

colisio o0s

Tabela 4.10 Distancia entre pares de microdominios durante a dindmica.

DISTANCIA
COLISAO (A)

PAR DE
MICRODOMINIOS

DISTANCIA

(A)

DISTANCIA
(A)

DISTANCIA
(A)

DISTANCIA
(A)

34.92 - 36.42

39.42

4434

43.26

36.35*

28.07 — 29.57

51.69

62.98

59.25

52.04

32.55 - 34.05

71.56

76.06

64.83

52:13

32.08 —33.58

38.96

50.02

33.56*

33.56

36.55 — 38.05

56.74

61.87

38.28

38.28

29.71 —31.21

37.78

31.10*

31.10

31.10

Tempo total da dindmica (ps ):
(*colisao)

0

1.70

26.31

30.42

Figura 6.D.1 - Configuragiio inicial das hélices, passo 0.

whY |,
&

C

A

(1)

Colisio CD

Figura 6.D.2 - Primeira colisfio. Hélices C e D.

(1)

Figura 6.D.4 - Terceira colifio. Hélices A e B.

i ¥
£

Colisio AB (IV)

Colisio B C

Figura 6.D.3 - Segunda colisfio. Hélices B e C.

(111)

Figura 20 — Configuracoes resultantes da dinamica do programa D. Configuragio iaicial (I).

Configuracio no passo 170 (IT). Configuracgio no passo 2631 (I1I). Configuracio no passo 3042 (IV).
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10 16 20 25 30

Tempo (Microsegundo)
Figura 21 - Distancias entre pares de microdominios. Programa D.
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10 15 20 25

Tempo (Microsegundo)
Figura 22 - Angulos entre pares de vetores de dipolos elétricos. Programa D.
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4.3 Discussao

As principais forgas que dirigem e estabilizam o enovelamento de
proteinas, de acordo com a teoria atual, sdo as interagdes eletrostaticas e
hidrofobicas. Os resultados obtidos, através de um procedimento relativamente
simples, confirmam que a interagdo eletrostatica tem um papel importante no
caminho do enovelamento de proteinas.

Os resultados obtidos em todos procedimentos, demonstram a tendéncia
de aproximagdo dos microdominios, ao longo da dinamica, na busca de uma
configuragdo para obter um estado de minimo de energia. Estas aproximagdes nido
acontecem ao mesmo tempo, nem prontamente. Os microdominios aproximam-se e
afastam-se varias vezes ao longo da dinamica, até que se orientem atrativamente,
podendo obter o estado de par colidido. Os graficos das distancias entre os centros
de massa evidenciam este comportamento.

Considere o enovelamento entre duas hélices adjacentes que estdo unidas
pelo lago, o qual tem um determinado comprimento. Suponha que estas hélices estido
sob a¢do de uma interagdo repulsiva. As hélices podem se afastar até a distancia

maxima permitida pelo comprimento do lago. Mas, se ndo existisse o lago, o qual

restringe 0 movimento de afastamento, estas duas hélices provavelmente ndo

colidiriam para obter a configuragdo nativa. Os resultados do modelo proposto

indicam que a natureza, ao permitir estes lagos entre as hélices, cada um possuindo
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um determinado comprimento, o fez de modo que a proteina, ao se enovelar,
obtivesse uma configurag@o nativa estavel e biologicamente ativa.

Uma questdo a ser colocada ¢ avaliar, para as configuragoes finais
obtidas, se esta busca € para um minimo global ou local. Exceto no procedimento C,
cada colisdo leva a um estado de par colidido. Este estado ndo ¢ devido a interagdes
estabilizantes entre os microdominios, mas simplesmente, estes sdo forgados a
continuarem colididos. Interagdes hidrofobicas e pontes de hidrogénio entre outras,
ndo sdo levadas em conta. Desse modo, € dificil estimar a estabilidade da
configuragdo de par colidido, ou mesmo da configuracdo final obtida.

O procedimento C indica a importidncia da cooperatividade no
enovelamento. Este procedimento sugere que € necessario que dois microdominios
colidam e continuem colididos, para que os demais tenham um comportamento de
aproximagdo. Se dois microdominios se aproximam, colidem, mas ndo permanecem
colididos, podendo se afastar em passos posteriores, entdo os demais ndo assumem
um comportamento de aproximagao que resulte em colisdo.

O modelo jigsaw-puzzle (Harrison, S. C. & Durbin, R., 1985), sugere que
as proteinas globulares podem enovelar-se por um grande nimero de caminhos
diferentes, ou seja, por caminhos paralelos, ao invés de uma unica seqiiéncia
determinada de eventos. De modo semelhante, o0 modelo difusdo-colisdo (Karplus &

Weaver, 1979) também sugere multiplos caminhos para o enovelamento. Nos quatro

programas testados, partindo-se de diferentes configuragdes iniciais, pode-se obter

diferentes seqiiéncias de pares colididos. Isto é o esperado. A interagdo coulombiana
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atua com o inverso do quadrado da distancia. Dois microdominios proximos, sob
uma interagdo atrativa, podem adquirir o estado de par colidido mais rapidamente
que os demais. Mas, sob uma interagdo repulsiva, estes dois microdominios tenderdo
a se afastar mais rapidamente.

Estudos de reenovelamento em proteinas globulares, indicam que o
equilibrio entre o estado intermediario forma colapsada e a estrutura nativa, ¢
proximo de 1 segundo (Kuwagima, 1989). Os tempos obtidos do modelo proposto,
para encontrar a configuragao final a partir da forma colapsada, estdo dentro da faixa
de tempo destes resultados experimentais.

Pela tabela 4.7 e pela figura 14 da dindmica do programa B, o par de
microdominios CD colide em 0.32us e mantém-se colidido. As curvas dos graficos
para os pares AC e BC representam as variagdes dos angulos dos vetores dipolos A
e B, respectivamente, em relagdo ao vetor dipolo fixo C. Do mesmo modo que as
curvas dos pares de microdominios AD e BD, em relagdo ao vetor dipolo fixo D.

Comparando os angulos entre pares de vetores dipolos elétricos, nas
varias configuragdes finais obtidas, com a configuragdo nativa da hemeritrina
(Tabela 4.4), ndo se observa similaridades. Deve ser lembrado que o vinculo do lago

entre hélices foi simplificado a distancia entre centros de massa, a imposigdo do raio

de corte R2 e a ndo implementagdo de interagdes hidrofobicas, sio restrigdes que

nao permitem efetuar uma comparagdo adequada, entre as configuragdes finais

obtidas e a configuragdo nativa.
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AB

AC

AD

ggx“co BC BC-CD BC-CD - AB
X — - _ = e

CD/

Figura 23 — llustracdo da sequiéncia de pares de microdominios, obtidos através da dinamica do

programa D.

As areas acessiveis ao solvente perdidas entre pares de hélices, da

proteina hemeritrina, estdo na tabela 4.11 (Yapa, K. K. & Weaver, D. L., 1992).

Tabela 4.11 - Area de contato perdida entre pares de hélices da proteina hemeritrina.

Observa-se que o par AC possui area de contato perdida desprezivel.

PAR DE HELICES AREA DE CONTATO PERDIDA (A?%)
AB 325
BC 296
CD 250
AD 241
BD 97
AC 2

Dentre as varias configuragdes iniciais testadas, até o momento,
observou-se que os pares de microdominios resultantes da dinamica, sdo aqueles que
possuem maior area de contato nativo, ou seja, maior area de contato perdido em
relagdo ao solvente, quando comparado com a estrutura nativa. Um provavel indicio
deste comportamento pode ser explicado, observando nas hélices a orientagdo dos

vetores dipolos elétricos (Figura 24).
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Figura 24 - Representacio (a) da orientagio dos dipolos das quatro hélices da proteina hemeritrina no
formato de setas em faixa larga. Olhando a figura (a) de cima para baixo, perpendicular ao corte

tracejado, tém-se a representacao (b) dos vetores dipolos elétricos entrando e saindo.

Os vetores dipolos elétricos dos pares AD, AB, BC, CD estio em
sentidos opostos, ocorrendo portanto uma interagdo atrativa entre o par. O vetores
dipolos elétricos dos pares AC e BD estdo no mesmo sentido, ocorrendo uma
interagdo repulsiva entre o par. As maiores areas de contato acessiveis ao solvente
perdidas (Tabela 4.11), ocorrem entre os pares de hélices que estdio sob uma
interagdo atrativa, € as menores ocorrem entre os pares que estdo sob uma interagdo
repulsiva. Entretanto, as areas de contato perdidas sdo usualmente relacionadas a

hidrofobicidade e ndo a dipolos elétricos. A relagdo sugerida acima, deve ser

investigada com mais rigor, apds uma boa bateria de testes, para averiguar a

validade deste comportamento entre pares de microdominios colididos do modelo.

A distribuigdo de cargas nos microdominios, fornecida pelos valores
atribuidos aos sitios, sdo importantes para a determinagdo em cada microdominio
do vetor dipolo elétrico. Para a finalidade deste trabalho, escolheu-se o parametro de

cargas do Gromos, o unico testado.
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Conclnsdo

V. CONCLUSAO

O objetivo do trabalho proposto, foi demonstrar a importancia da interagdo
eletrostatica no caminho do enovelamento de proteinas globulares. Estudou-se a
interagdo eletrostatica, num meio fluido viscoso incompressivel, entre elementos
estruturais secundarios ja formados e antes de se completar a formagao da estrutura
terciaria. Para esta finalidade foi criado um mecanismo que faz uso de simplificagdes
usuais em modelagens de dinamicas de enovelamento. Simulagdes computacionais do
sistema molécula-rigida/meio-continuo forneceram configuragdes, as quais podem ser
comparadas com a inicial e as subseqiientes nos varios passos de colisdo, evidenciando
a tendéncia para a aproximagdo dos microdominios.

Baseado nos bons resultados obtidos com estes procedimentos em
concordancia com dados experimentais, concluimos que o modelo proposto para
abordar o valor da interagdo eletrostatica ¢ uma contribuigdo significativa para o estudo
do enovelamento de proteinas.

Um interessante trabalho, seria a comparagdo da dindmica molecular num
meio continuo, com os resultados obtidos da dinamica de um modelo discreto de
solvente, resguardadas as limitagdes computacionais. Outro trabalho futuro

interessante, seria tratar as hélices como elipsdides e considerar os lagos entre os

elipsoides. Estes lagos, representados por corddes flexiveis, ndo seriam uma restrigao

de distancia entre os centros de massa, como no trabalho proposto. Um cordao ligaria o
final de um elipsoide, ao inicio do proximo elipsoéide adjacente. Um modelo mais

proximo da representagdo dos lagos entre hélices.
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Apéndices

APENDICES

A.1 Numero de Reynolds

A equagdo que descreve o movimento estacionario de um fluido

viscoso incompressivel € a equagdo de Navier-Stokes:

GVFz—ﬁVp+EV2; (1)

Dentre os parametros que caracterizam o fluido, s6 aparecem na

equagdo de Navier-Stokes, Vv a viscosidade cinematica,| a viscosidade

dindmica e p a densidade do fluido, relacionados por v = % , € as fungdes que

devem ser determinadas para resolver-se as equagdes, a velocidade do fluido v

e a relagdo entre a pressdo p e a constante p: P
p

O escoamento também depende da forma, dimensdo e velocidade do
corpo. Para uma esfera solida, as dimensdes geométricas serdo determinadas por

uma so6 dimensdo linear:

u = velocidade do corpo,

¢ = dimensdo linear (raio).

Assim, cada tipo de movimento € determinado por trés parametros:
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2
cm /
S

[¢] = em

[u] = Cl%

Tomando-se todas as combinagdes formadas pelas trés grandezas

acima, a unica combinagdo linear sem dimensdes que se pode obter é:

ut pul
v n

=N

Esta combinagdo ¢ chamada numero de Reynolds.

Desenvolvendo-se o termo (QVF da equagdo (1) obtém-se um fator

ndo linear que dificulta a resolugdo da equagéo hidrodinamica:

grad(;o;)zcxrot;+;xrot;+(;oV);+(;oVF = (3)

:grad(v?'):Z VXTOt V+2 (;VF =3 4)

= (;VF — %grad(vz)— VxTOt Vv )

As ordens de grandeza do primeiro e Gltimo termo da equagéo (1) sdo:

(W (©)
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Tomando-se a razdo da primeira quantidade pela segunda, obtém-se

precisamente o numero de Reynolds,

p 02

Assim, para um nimero de Reynolds (] ) bem pequeno pode-se

abstrair o termo (;V); da equagdo de Navier-Stokes:

nVZ:/:Vp

A.2 Forga resistiva

Uma esfera em movimento retilineo uniforme com velocidade u em
um fluido viscoso (Figura A.2.1) € equivalente a0 movimento estacionario do

fluido viscoso em torno de uma esfera imovel (Figura A.2.2), a qual no infinito

tem uma velocidade dada, v=1u.

fﬁg’%’_ ESFERA EM
- A MOVIMENTO
_‘_'_F——_—--—'_‘-——'_ O

Figura A.2.1 Esfera em movimento retilineo uniforme, com uma velocidade dada, G = a(t),

num fluido viscoso incompressivel.
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FLUIDO EM ESFERA
MOVIMENTQ . ——m— IMOVEL

Figura A.2.2 — Movimento estacionario de um fluido viscoso incompressivel, que tem no

infinito uma velocidade dada, Vv = U, em tomo de uma esfera imovel.

A distribuigdo das velocidades do fluido para uma esfera movendo-

se neste fluido, ¢ equivalente ao escoamento estacionario do fluido em torno da

esfera imovel suprimindo a velocidade u. O fluido estara imoével no infinito e a

esfera deslocando-se com velocidade — u .

Equacionando-se para um movimento estacionario em torno de uma
esfera imovel, resolve-se o problema de uma esfera em movimento retilineo
uniforme num fluido viscoso incompressivel. Toma-se como origem do sistema

de coordenadas o centro de massa da esfera (Figura A.2.3).

Figura A.2.3 — Representagdo do sistema de coordenadas no centro de massa de uma esfera

imovel, para um fluido em movimento estacionario.
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Faz-se primeiro a determinagdo da distribuigdo das velocidades em
tono da esfera imdvel para um escoamento estacionario. As equagdes que
determinam o movimento sdo a equagdo de Navier-Stokes (9) e a equagdo de

continuidade:
divv=0
Como no infinito deve-se ter v=u , pode-se escrever:
v=Vv+u

onde v' deve se anular no infinito.

Sabe-se que o rotacional de um vetor polar ¢ um vetor axial e o

rotacional de um vetor axial é um vetor polar e v € um vetor polar. Da equagdo

de continuidade (10) e da equagdo (11), tém-se:

v=v+u = div v=div v'+div u

div v
v
sendo A axial.
Pelas equagdes (11) e (14), tém-se que o vetor A deve depender

linearmente de u. Tém-se os vetores u e r, polares e tém-se A, axial. A

velocidade v depende do raio vetor variavel r e do pardmetro u. Desta forma,
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também deve depender A. O unico vetor axial nestas condigdes é o vetor

(;‘ X U ) e pode-se escrever A da forma:
A=f'(r)f x u

f'(r) é uma fungdo escalar de r e 7 esta na dire¢fio do raio vetor.
Escreve-se f'(r) da forma:

f'(r)r = VI(@)

A=Vf{r) x u

vV =rot A =
rot(Vf X ﬁ)
Sendo u constante, tém-se:
VE(r) x u = rot(fu)
v = rot rot(fﬁ)+ u
Aplicando-se a operagdo rotacional a equagio (9) tém-se:
= V’rot v=0
Aplicando-se o rotacional e V* a equagdo (21), tém-se:

— V‘rot(fﬁ) =0

Sendo o vetor u constante, tém-se:

Vf x u =Vx|fu)
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V*(fo[i):0=> (25)

= V*(f)=constante (26)
A equagdo (21) fornece a distribuigdo de velocidades, para uma

fungdo f(r) da forma (23), para um escoamento estacionario em torno de uma

esfera imovel, o qual tem no infinito uma velocidade dada, v=u.
Para uma fung¢do f na forma (26) em fungdo do raio vetor, quer-se que
essa fungdo f seja tal que a velocidade do fluido se anule no infinito, e a esfera se

desloque com velocidade —u (Figura A.2.4).

Figura A.2.4 A esfera move-se com velocidade —u num meio fluido, que tem no infinito uma

velocidade igual a zero.
Se v deve se anular no infinito entio também se anulam as suas
derivadas.
- V*(f)=0 (26)
Como a equagdo (26) contém as derivadas de quarta ordem da fungdo

f, tém-se que a velocidade v é expressa pelas derivadas de segunda ordem da

fungdo f:
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Como v deve se anular no infinito, faz-se a constante de integragdo d
ser zero, € obtém-se:

f=ar+E

(28)
r

A constante aditiva na equagdo acima pode ser desprezada, pois v €

determinada pelas derivadas de f.

Desenvolvendo a equagdo (21), tém-se :

:>§=(ﬁoV)Vf—-ﬁV2f+f1 (29)

Substituindo-se as equagdes da fungdo f (28) na equagdo (29), tém-se:

e —

-\;:a_aa+f£uoi’)+b3i‘(ﬁ:3f)—u 30)

Encontra-se as constantes a e b, utilizando-se as condigdes de

contorno, dados por:

1) para r =R, deve-se ter, v=0
2) para u=0 e P(G o F)=6 separadamente, tém-se :

sh=2

3
:gRr+R—
4 4r

u+ f(u of) R’ 3f(u of)—u
v=u-—Rr + :
r 4 r
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A velocidade do fluido, dado por (33), transformado em coordenadas

esféricas, toma a forma:

3
v, =ucos0 1—3—R+R—
2r 2r°

3
3R R } il

Vo =-usenf 1 ————
0 I: 41' 41‘3

O fluido escoa sobre a esfera causando uma certa pressdo. Quer-se

determinar a pressdo do fluido sobre a esfera:
=3 Yp= an(rot rot (fﬁ)+ E):>
=p=nu grad(V’f) + p,

sendo p, a pressdo do fluido no infinito.

— p=nu grad| V? -3+Rr+R—] +D, (38)
4 4r

v =Bl (39)
2r

= v(v?f)= ";f i (40)

3nR uf
=>p=po—"7? (41)

A equagdo (41) fornece a pressdo do fluido sobre a esfera, sendo p, a

pressdo do fluido no infinito.
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A seguir quer-se calcular a forga resultante (1—7) da pressdo do fluido
que escoa sobre a superficie da esfera, ou seja, calcular a for¢a de resisténcia que

atua na esfera que se desloca através do fluido.

O tensor de restri¢do de um fluido viscoso incompressivel tem a forma

(Landau & Lifchitz, 1971):

ov; Ov
Tik = "POik n[axk - ]

1
l_lik =P+ PV;Vk ~Oik = Cik + PViVi

Gik ="POix * O
onde,
Cix € o tensor de restrigdo. Este tensor determina a parte do fluxo de impulsdo
que ndo é devido somente ao transporte direto de impulsdo da massa do fluido

em movimento.

Ok € o tensor viscoso de restri¢do.
Em coordenadas esféricas, o tensor de restrigdo (Landau & Lifchitz,
1971) sera dado por:

ov,

Grr=_p+2r| ar

Cpp ="P+ 21{

| &/_¢+-&+V()COIB
rsen® op r r
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15\'0 Vv
Con =—p+2n ——+-—-L
00 p ﬂ(r P r]

(
S 1%+%_ﬁ)

\r® or r

(1 av{,+lavtp_v(pcot9
\rsen 0p r 0O r

oV,
cr(pr=n( E 6“—"—“’} (50)

G{hp =1

o rsenb dp r

Utiliza-se as coordenadas esféricas do eixo polar por meio da

velocidade u do corpo. Para obter uma simetria espacial, faz-se todas as
grandezas dependerem de r e do angulo polar 6. A forga Festd na mesma
direcdo da velocidade u .

A forga que age sobre a unidade de area da superficie é:

P; = ~CikNk=Pni~ G Nk

sendo n o vetor unitario da normal a superficie.

Determina-se as componentes, na diregdo da normal e da tangente a

superficie, da forga aplicada ao elemento de area da superficie da esfera, e

projeta-se na dire¢do da velocidade u.

F= _[(—— pcosO + Gchose = 0-;esen B)jf

A integragdo sera efetuada sobre toda superficie da esfera.

AVA
AVAVEY

7 unesp w]. 12 13 14 15 16

1 2 3 4 5 6

17

18



Ve T_ﬂt;!.’(ﬁa‘t’J‘

A equagdo da velocidade do fluido, obtida na equagdo (33), foi

expressa em coordenadas esféricas, por meio das equagbes (34) e (35).

Utilizando-se estas equagdes, calcula-se as derivadas da velocidade v, em

relagdo as coordenadas esféricas r € 0, para obter ¢',, o'y .
= F=6mnRu (53)

A equagdo (53) fornece a forga de resisténcia atuante sobre uma

esfera, de raio R, que se desloca com velocidade constante u, num fluido

viscoso incompressivel.

A.3 Torque resistivo

Suponha uma esfera de raio R em um fluido viscoso incompressivel,
rotacionando com velocidade angular constante. O calculo do momento total das
forgas de atrito, atuantes sobre a esfera, pode ser obtido fazendo com que o fluido
ocupe o espago compreendido entre duas cascas de esferas concéntricas
rotacionantes, de velocidades angulares constantes, €2; e Qz e raios R2 > R]
(Figura A.3.1)- Os eixos de rotagdo sdo coincidentes.

Devido a linearidade das equagdes, pode-se considerar a superposigao
dos movimentos, resolvendo-se o movimento em duas etapas, estando uma das

esferas em repouso em torno da outra em cada etapa.
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Assume-se primeiro que a esfera externa esteja imovel, (£2,=0),

permitindo a rotagdo da esfera interna (Figura A.3.1). Os nameros de Reynolds

sdo pequenos em relagdo a unidade.

A equagdo do movimento estacionario de um fluido viscoso
incompressivel para um numero de Reynolds pequeno, pode ser dado pela

equagado (9):

FLUIDO VISCOSO _ 4 EIXOS DE ROTAGCAO
INCOMPRESSIVEL ey DAS ESFERAS

EIXOS DE
» REFERENCIA

Figura A.3.1 — Representagdao do fluido ocupando o volume compreendido entre duas esferas
conceéntricas rotacionantes de raios R > R], com mesmo eixo de rotagdo, com velocidades
angulares constantes 51 e 52.

A velocidade do fluido em cada ponto esta na dire¢do da tangente a
circunferéncia, cujo centro esta sobre o eixo de rotagdo e no plano perpendicular
a este eixo. Devido a simetria axial em relagdo ao eixo de rotagdo, a pressdo tem

o gradiente na mesma diregdo. Assim, a equag¢ao de movimento fica:

-

= Viv=0
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Sabe-se que velocidade v € um vetor polar, e €2, ¢ um vetor axial.

Desse modo, v pode ser escrito como o rotacional de um vetor axial:

v=rot A, (55)
O vetor que se pode escrever para se obter corpos simétricos como
uma esfera, é o vetor rx Q. Assim, A deve ter a forma:
A=f'(n)ix
onde,
f(r) ¢ uma fungio escalar de r,
n € um vetor unitario na dire¢do do raio vetor.
O produto f'(r)n pode ser escrito sob a forma do gradiente Vf(r)de
uma outra fungdo f(r), e a forma geral de A sera:
A=VfxQ,
Tém-se para a velocidade do fluido:

v=Vf x O
= v= rot(ﬁlf(r))

Aplicando-se V? na equagdo (58) acima, tém-se:

Vv =viVEx G )=

permutando-se os operadores obtém-se pela equagdo (54):

= V(VExQ,)=0

AVA
AVAVEY

2 3 4 5 6 7 unespwl 12 13 14 15 16

17

18



Axf)t"ﬂ(ff{‘t’.-' '

Como o vetor gradV’f esta na dire¢gdo do raio vetor, € o produto
r x Qi deve ser nulo para um Q: dadoeum r arbitrario, pode-se escrever:

grad(V’f)=0 = (62)

= V’f =constante (63)

Assim, f deve ter a forma:

=i r2+2 (64)
r

Substituindo-se a fungdo f acima, na equagdo (58 ), encontra-se para a

velocidade:

V= (% - ZaJTZI X T
r

Determina-se as constantes a e b a partir das condigdes :

:,;:ﬂz__[i_i}a,x;

R:-RI)\r* RS
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Assume-se agora que a esfera interna estd em repouso Q; =0, s

rotacionando a esfera externa, com velocidade angular constante.
A pressdo no fluido permanece constante e a equagdo (9) toma a
forma da equagéo (54):
= p=p, = Vv=0
Seguindo-se os passos de (54) a (63), obtém-se:
V*f =constante

Deste modo, a fungdo f deve ter a forma:

f=ar’+— (71)
T

5:(2—231} Q, xr (72)
B

v= R [ 1105 (73)
(R:-R)\R] 1

Considerando-se a composi¢do dos movimentos de rotagdo, e

superpondo-se os movimentos, obtém-se:

= 3p3 — = 2
N = R‘Rz%{[%—LJQIXF'F(L;_l;]QI XT} (74)
Ri—R: (\r Ri r

Supondo-se que a esfera externa ndo exista, tem-se a solugdo para o

problema. Uma esfera de raio R rotacionando com uma velocidade angular

constante Q em um fluido viscoso incompressivel, pode-se fazer:

R, > e Q2 =0
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3
= v=Rgx; (75)
:

A equagdo para a velocidade obtida em (75), é a distribuigdo de
velocidades do fluido para uma esfera rotacionando com velocidade angular
constante Q.

Quer-se calcular agora 0 momento das forgas de atrito (M, ) operante

sobre a superficie da esfera rotacionante, dado por:

M, =[c' R sen6 df (76)
o

= Ulrcp =-31Qsend (77)

Substituindo-se o valor de glnp obtido em (77) na equagdo do

momento das forgas de atrito (76), obtém-se:
=M, =-8TR’Q (78)

Este ¢ o momento total das forgas de atrito (78), que operam sobre a

superficie de uma esfera de raio R, com velocidade angular constante €2, num

fluido viscoso incompressivel.
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B.1 Microdominio do modelo difusdo-colisio (Karplus &
Weaver, 1979)

Este modelo considera como elementos basicos para o enovelamento,
pequenas porgdes incipientes da estrutura secundaria, denominados
microdominios, tais como hélices-a, estruturas-f e aglomerados hidrofobicos.

Estes microdominios variam rapidamente entre a faixa aleatoria e
os elementos estruturais secundarios completos, ou parcialmente formados. Os
microdominios devem ser pequenos o suficiente, em relagdo a cadeia
polipeptidica, para possibilitar que todas as possiveis alternativas
conformacionais sejam encontradas rapidamente. Devido a necessidade de serem
pequenos, sdo instaveis isoladamente.

Considerando que cada um destes microdominios, ainda que
acessivel por eventos randomicos, ndo sdo estaveis, foi discutido como a
possibilidade de porgdes da cadeia flutuarem, dentro e fora, de seu estado nativo
(SHWARZ, 1965). Estas porgdes poderiam ser centros de nucleagio,
coalescendo através de interagdes ndo covalentes, que conduziriam a estrutura
nativa da proteina.

Cada microdominio serda aproximado geometricamente a uma

esfera, calculando-se o volume de van der Waals de cada atomo, desprezando-se

0s overlaps, e tomando-se o raio que se obteria para uma esfera de mesmo

volume.
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B.2 Tensor de inércia

O tensor de inércia do microdominio J, { I ] } ¢ dado por:

{IJ }:‘

I"

onde,

1=1

'M:: T,_'.M:‘

,..
Il
LA

n
2 2)
_mi(yi tz

m.y.X.

n
> m;

=1

8

n
-y m.x
i=1

2

.+ Z.
1 1

n
- .Zmizly
1=1

n = namero total de atomos do microdominio J,

m,

xi’yi’zi

6

7

= massa do atomo 1 do microdominio J,

AYA"AY

unesp

n
—'Emixizi

2
) - Zm iz,

i=1

i 2
_Zmi(yi ¥ )
1=1 J

= coordenadas cartesianas do atomo i do microdominio J.
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B.3 Espa¢o Amostral

llustragoes de todos possiveis contatos entre quatro microdominios,
idealizados como esferas. Cada esfera pode ter nenhum ou no maximo trés

contatos.

OO OD—C—)
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Espago Amostral (Continuago).
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Espago amostral (Continuagdo).
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Espago Amostral (Continuagdo).
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