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Uma dinâmica molecular baseada na interação coulombiana e na força

resistiva do fluído é usada para estimar a importância da interação eletrostática entre

elementos estruturais secundários de proteínas globulares. Nesta dinâmica, um meio

dielétrico continuo é utilizado, substituindo o modelo discreto de moléculas de água

para o solvente. À simulação é feita com quatro hélices­a, cujas estruturas são similares

às quatro hélices da proteína  hemeritrina. Considera­se que há uma distribuição de

cargas discretas nas hélices­u modeladas como esferas, separadas por distâncias iguais

ao comprimento da B­/mm existente entre as hélices­u da hemeritrina. Uma boa

concordância com dados experimentais foi obtida.
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Abstract

Abstract

Molecular dynamics based on coulombic interactions and friction forces

within the medium is used to study the importance of eletrostatic interaction between

secondary structure elements of globular proteins. In this approach, a dieletric

continuous medium model in opposition to the water molecular structure as discret

model for the solvent is used. Like the hemeritryn, the simulation includes four a­

helices. An assumption is made, that there is a discret distribution of charge

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

of the B­tum among them in hemeritryn. À good agreement with experimental data

was obtained.
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LL Introdução

Il. Introdução

Proteínas são estruturas biológicas essenciais em todos os organismos,

classificadas em fibrosas, de membrana e globulares. A classe fibrosa tem função

estrutural, podendo ocorrer em tecidos cutâneos e musculares, entre outros. As

proteínas de membrana estão presentes nos ribossomos e nas paredes celulares. As

proteínas globulares possuem funções diversas, como regulação de reações

químicas, transporte intra e intercelular de oxigênio, íons e nutrientes no sangue.

Tais proteínas são chamadas de globulares por possuírem, quando no estado

funcional, uma forma compacta aproximadamente esférica ( Voet & Voet, 1995).

Proteínas são formadas por longas cadeias de aminoácidos, unidas por

ligações peptídicas. Cada aminoácido (Figura 1) contém um grupo amino, um

carboxílico e um radical R denominado cadeia lateral, o qual é diferente para cada

aminoácido, todos ligados covalentemente ao carbono denominado Ca.

Figura 1 — Ilustração da representação

estrutural do aminoácido. Composto de um LO o.

hidrogênio e um radical R, todos ligados A NiCC HH

covalentemente ao carbono central, no CiR

grupo carboxila, um grupo amino, um

2
s

­.

denominado Ca. O radical R representa a

cadeia lateral que diferencia os aminoácidos.
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1 Introdução

As ligações peptídicas são formadas através de reações de condensação

com dois hidrogênios do grupo amino, de um aminoácido, e o ­O do grupo

carboxílico, de outro aminoácido, liberando uma molécula de água e dando lugar

à ligação peptídica (Voet & Voet, 1995). A ligação peptídica possui uma estrutura

planar pelo caráter de dupla ligação (N = C), devido à ressonância da ligação C =

O e N­C, conferindo rigidez à sequência Ca ­ N— C ­ Ca (Figura 2). O conjunto

das sequências Ca­N­C­Ca da cadeia, compõem o esqueleto da proteína (Atkins,

1994; Voet & Voet, 1995).

Figura 2 ­ Ilustração dos átomos envolvidos em uma ligação peptídica entre dois

aminoácidos. O segmento tracejado representa o caráter da ressonância entre as ligações

C=O e N­C. Os seis átomos Ca, N, C, Ca, O e H estão no mesmo plano, conferindo

rigidez ao conjunto.

Existem apenas vinte aminoácidos naturais, um número pequeno,

porém com estes aminoácidos em diferentes posições de uma cadeia polipeptídica

de n resíduos, podem­se formar 20” diferentes sequências teoricamente possíveis

(Creighton, 1978). Portanto diferentes proteínas possuem diferentes seqiiências de

aminoácidos.
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1 Introdução

A sequência de aminoácidos de uma proteína globular é a estrutura

primária da proteína. Esta cadeia desenovelada também é denominada forma

aleatória ou faixa randômica. Quando em condições adequadas do meio solvente,

agrupa­se para formar a estrutura enovelada final da proteína, denominada de

nativa ou estrutura terciária. Na estrutura terciária podem ser observados padrões

estruturais bem definidos, tais como hélices­a, folhas­B e laços (turns) (Chothia &

Finkeistein, 1990). Os elementos desse conjunto de padrões são chamados de

estrutura secundária e na proteína nativa compõem a estrutura terciária ( Voet &

Voet, 1995).

A natureza selecionou, do total astronômico de combinações possíveis

dos vinte aminoácidos, um número de cadeias —protêicas que fossem

biologicamente ativas para os seres vivos, criando uma diversidade funcional de

proteínas ao alterar sua sequência. Sendo assim, quanto mais a sequência de

aminoácidos de uma proteína se assemelha à sequência de aminoácidos de outra

proteína, maior a probabilidade de terem estruturas homólogas e a mesma função

(Voet & Voet, 1995).

O enovelamento, em condições adequadas do solvente, da cadeia de

aminoácidos de uma proteína, resulta sempre na mesma estrutura tridimensional

final, ou seja, a sequência de aminoácidos de uma dada proteína corresponde a

uma estrutura terciária única (Voet & Voet, 1995). Cada resíduo de aminoácido

faz duas ligações no esqueleto peptídico e para os ângulos diedrais é (C«­C) e y

(N­Ca, uma certa quantidade de rotações é possível. Considerando­se também os
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LL Introdução

vários graus de liberdade das cadeias laterais, têm­se como resultado, que a proteína

possui um grande potencial conformacional, a nível de conformação

tridimensional.

O entendimento de como uma proteína enovela­se em sua conformação

nativa é possível, se o caminho entre o estado desenovelado e o estado enovelado

é conhecido. Um caminho é definido pelos estados intermediários e estados de

transição, que ocorrem entre os estados desenovelado e enovelado final. Em

qualquer população desenovelada de uma proteína, cada uma delas pode adquirir

uma conformação distinta de qualquer outra da população. Assim, uma igual

diversidade de caminhos pode existir nos primeiros estágios do enovelamento.

Qual é a natureza dos estados enovelados e desenovelados?

'Uma cadeia polipeptídica desenovelada, é aquela na qual um grande

número de conformações rapidamente interconvertíveis, tem essencialmente

energias iguais' (Creighton, 1978). Essas energias dependem das interações, de

cada átomo da cadeia polipeptídica com outros átomos da própria cadeia e com os

átomos do solvente. A partir de dados de cristalografia, sabe­se que a proteína

enovelada possui uma estrutura altamente compacta com uma superfície

extremamente irregular. As cadeias laterais, não polares, tendem a estar

adentradas, escondidas do solvente, e as cadeias polares preferem ficar na

superfície da proteína, em contato com o solvente (Voet & Voet, 1995).

Pode­se encarar o problema do enovelamento de proteínas do ponto de

vista estático ou dinâmico. O ponto de vista estático considera a disposição dos

aminoácidos na cadeia, aliado ao fato de proteínas, in vitro, sob condições

ES
AVAVAY

cm 1 2 3 4 5 6 7 unesp ”. 12 13 14 15 16 17 18



1. Introdução

adequadas, enovelarem­se espontaneamente em sua conformação nativa, sem

qualquer outra informação além da contida na sequência dos aminoácidos

(Anfisen, 1973). Sendo a finalidade do código genético especificar a sequência de

aminoácidos, a predição da estrutura de uma proteína a partir da sequência de

aminoácidos é uma parte essencial, para a apreciação do problema total do

enovelamento de proteínas. Então, do ponto de vista estático, sabe­se que a

informação necessária para especificar a estrutura terciária da proteína, está

contida na sequência de aminoácidos. O ponto de vista dinâmico diz respeito às

forças que dirigem a cadeia de aminoácidos para sua conformação nativa,

envolvendo questões, tais como:

­ Como descrever a dinâmica do processo de enovelamento?

­ Quais as forças que direcionam o enovelamento?

­ Como explicar o curtíssimo tempo de enovelamento?

­ E possível descrever o mecanismo de enovelamento?

O aspecto dinâmico do problema do enovelamento geralmente é

expresso em termos do paradoxo de Levinthal (Levinthal, 1968), onde a realização

de uma busca randômica, de todas as estruturas conformacionais possíveis,

tomaria um tempo maior que a idade do universo para localizar a conformação

nativa.

Sabe­se que a parte dinâmica está relacionada à parte estática, quanto à

sequência de aminoácidos, mas não parece provável que a seqiilência de

aminoácidos dependa das forças envolvidas no enovelamento (Karplus & Weaver,

1976).
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1. Introdução

O enigma do mecanismo de enovelamento, que tanto tem entusiasmado

os pesquisadores, deve­se possivelmente à variabilidade de sua cinética, ou seja, o

progresso de enovelamento no tempo. O enovelamento pode ter um tempo único

de relaxação exponencial, com a mesma constante de razão para todos os

processos envolvidos, ou pode apresentar múltiplas fases de cinética (Eaton, et 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 vários pontos simultaneamente. Entretanto há indícios que o

enovelamento espontâneo da cadeia polipeptídica em sua estrutura terciária é

altamente cooperativo. Uma vez que uma mínima porção da cadeia tenha se

dobrado adequadamente, aumenta muito a probabilidade do restante da cadeia

enovelar­se corretamente. Há indícios de uma estrutura intermediária entre a

estrutura completamente desenovelada e a estrutura terciária em certas proteínas

globulares, chamada de forma colapsada (molten globule) (Ohgushi & Wada,

1983), onde há elementos estruturais secundários livremente associados, com uma

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

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

1989). Estudos experimentais (Kuwagima et al., 1987) demonstram que algumas

proteinas globulares têm os elementos estruturais secundários definidos antes da

formação da estrutura terciária. Isto confirma a existência dos padrões estruturais

secundários entre a faixa aleatória e a estrutura terciária.
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Este trabalho enfoca as proteínas globulares, e dentre estas aquelas que

indicam a existência da estrutura intermediária forma colapsada, com elementos

estruturais secundários — associados livremente. Para estas proteínas, pode­se

separar o processo de enovelamento em três fases. À primeira compreende a

formação da forma colapsada a partir da cadeia desenovelada. À segunda, da qual

trata o problema proposto neste trabalho, diz respeito às forças envolvidas no

intervalo entre a estrutura secundária já formada e antes que ocorra a formação

completa da estrutura terciária. À terceira é o chamado jogo­final (endgame)

(Levit er al., 1997), onde entram em ação as forças hidrofóbicas no rearranjo das

cadeias laterais, para o alto empacotamento das mesmas.

A teoria atual diz que as principais forças que dirigem e estabilizam o

enovelamento de proteínas são as interações eletrostáticas e o efeito hidrofóbico.

Efeito hidrofóbico é o nome dado às influências que substâncias não

polares acarretam ao procurar minimizar seu contato com a água. Quando as

moléculas de água envolvem resíduos não polares, formam uma estrutura que os

encapsula de forma bem ordenada. Estes resíduos não polares ao se enovelarem,

provocam o rompimento do encapsulamento destas moléculas de água bem

ordenadas, disponibilizando­as de volta para o solvente, aumentando assim a

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

enovelada (Israelachvilli, 1982).

A proposta deste trabalho é estimar a importância das interações

eletrostáticas entre elementos estruturais secundários já formados e antes que

ocorra a formação completa da estrutura terciária. Foi testada a idéia de que a força
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eletrostática, existente entre estes elementos estruturais secundários, seja

importante para aproximar tais estruturas secundárias, trazendo­as perto O

suficiente para que se dê início à fase jogo­final.

Para dar execução a esta idéia, foram considerados somente os

elementos estruturais secundários, desconsiderando os laços entre eles. Foi feita

uma aproximação geométrica destes elementos isolados à esferas. Estas esferas

podem girar e transladar em um meio fluído viscoso incompressível. O elemento

estrutural é considerado neutro como um todo, mas devido à localização espacial

dos átomos, há uma distribuição de cargas parciais característica, em cada

elemento estrutural secundário. Por causa dessa distribuição característica há uma

interação eletrostática entre estes elementos, que se orientam no meio fluído

buscando o mínimo da interação. Esta interação pode ser atrativa ou repulsiva

dependendo da orientação dos elementos estruturais secundários, os quais podem

então, aproximar­se ou afastar­se.

Para implementar este projeto, criou­se quatro programas em fortran77,

especialmente desenvolvidos para a dinâmica molecular em um meio fluído

contínuo. A partir dos resultados obtidos, pode­se observar o comportamento

destes elementos estruturais secundários, sob ação da interação eletrostática e da

resistência do fluído.

Os parâmetros básicos foram obtidos a partir de dados de entrada do

programa Gromos (Van Gunsteren & Berendsen, 1983), que realiza dinâmica

molecular de açúcares e proteínas, e da literatura de estudos de fluídos (Landau &

Lifehitz, 1971).
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1. Modelo para o potencial! de interação

1. MODELO PARA O POTENCIAL DE INTERAÇÃO

2.1 Introdução

Enovelamento de proteínas ocorre somente em meio líquido, e em

condições adequadas deste meio. Um meio solvente pode ser visto como um

sistema discreto ou contínuo.

No estudo de um meio solvente, por exemplo a água, como um sistema

discreto, considera­se como elemento do sistema cada molécula de água. Neste

caso, o líquido é visto como um sistema denso, onde as moléculas de água estão

muito próximas umas das outras, em constante movimento de rotação e translação.

Este comportamento leva a inúmeros efeitos das forças intermoleculares.

No estudo de um meio solvente como um sistema continuo, considera­se

como elemento do sistema, um elemento de volume infinitesimal do fluído. Neste

caso o líquido é comparado a um meio contínuo, onde um elemento de volume é

considerado “fisicamente? infinitesimal. Os fenômenos estudados na mecânica dos

fluídos são encarados de um ponto de vista macroscópico. O elemento de volume de

fluído infinitesimal, mesmo sendo visto como um ponto em hidrodinâmica, é tão

grande que contém um número considerável de moléculas.

A descrição do estado de um fluído em movimento contém cinco

grandezas, três são as componentes do vetor velocidade do fluído v= v(X,y,2,t), e

duas são grandezas termodinâmicas, a pressão p(x,y,z,t), e a densidade p(x,y,z,t).

As funções a serem determinadas e as grandezas termodinâmicas relacionam­se aos
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IL Modelo para o potencial de interação

pontos do espaço, e não a um elemento de fluído que se desloca no curso do tempo,

no espaço.

Para um fluído perfeito, um sistema completo de equações

hidrodinâmicas deve conter cinco equações (Landau & Lifchitz, 1971):

l­ &“.tob­ ­—erad p 4­ PS rdivpv=0
2­ rs fwp=­v CS +Vgrads=0

O — + —

3­ —rotv=Vx|vxVxv
Ot

As três primeiras são as chamadas equações de Euler, a quarta é a equação de

continuidade e a quinta é a equação que exprime a adiabaticidade do sistema. Sendo

H a entalpia e s a entropia do sistema. Para um fluído viscoso incompressível

bastam duas equações para se obter um sistema completo de equações

hidrodinâmicas. Se o movimento for estacionário, o estado deste fluído para um

número de Reynolds pequeno (Apêndice A.1) é determinado por:

Equação de Navier­Stokes: — nVºv=Vp

Equação de continuidade div v=0

onde n é a viscosidade dinâmica.

Para um fluído viscoso incompressível a viscosidade é descrita por um só

—lcoeficiente. Sendo o solvente a água, têm­se n=0.010gsJem”! à temperatura de

20 ºC. Assim, a equação que permite descrever o movimento estacionário de um

NX
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11. Modelo para o potencial de interação

fluído viscoso incompressível, para um número de Reynolds pequeno, onde não atua

um campo gravitacional, é a equação de Navier­Stokes (1).

Para um corpo movendo­se em um fluído viscoso incompressível, pode­

se separar o movimento em translação e rotação. Se este corpo for uma esfera de

raio R, movendo­se com velocidade linear u = constante e girando com velocidade

angular Q= constante, a força resistiva (Apêndice A.2) e o momento das forças de

atrito (Apêndice A.3) que atuam sobre ela, são dados por:

Fres=67TnRu (3)

M,, =­81mRºO 4)

No estudo das forças moleculares, o potencial de pares é muito utilizado

para descrever interações de muitos corpos, onde os efeitos médios de três corpos

podem ser parcialmente incluídos através de um potencial efetivo de pares. O

potencial de pares pode ser dividido em intramolecular e intermolecular.

O potencial intramolecular descreve as distorções moleculares. Como

neste projeto utiliza­se o modelo de molécula rígida, este potencial não é

empregado.

O potencial intermolecular pode ser dividido em repulsivo e atrativo. O

potencial repulsivo representa a repulsão eletrostática que surge entre as nuvens

eletrônicas de dois átomos muito próximos. Esta força de repulsão determina o quão
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Il. Modelopara opotencial de interação

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

potencial de esfera dura, dado por:

o r<ovo =| O r>o

onde N é o raio da esfera impenetrável.
O potencial atrativo representa a interação atrativa entre átomos e

moléculas, classificado em eletrostático, de indução e de dispersão. Os potenciais

atrativos de indução e de dispersão tem origem quântica e descrevem a interação

entre os momentos de multipolo permanente com momentos de multipolo induzido

e a interação entre os momentos de multipolo induzido com momentos de multipolo

induzido, respectivamente.

O potencial eletrostático descreve as interações entre momentos de

multipolo permanente: monopolos (gq), dipolos (4), etc. Estas interações podem ser

atrativas ou repulsivas, dependendo da orientação dos multipolos.

O potencial eletrostático entre duas moléculas a e b é dado por:

—9ahb 1559,
”.

­ Fab (2cosd, cos, — sen 8, cosBy cos)­­­­
r

onde 0,,0, e são os ângulos que definem a orientação dos momentos de multipolo

permanente das moléculas.

A média orientacional do potencial eletrostático é dado por:
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IT. Modelo para o potencial de interação

2,,2 2,,2Unp (1) =2298 1 | Gato, 2HaHb,» kKT| 3rt  3Â6

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

No modelo proposto utiliza­se o primeiro termo do potencial

eletrostático, a interação entre cargas, a conhecida interação coulombiana.

2.2 Aproximação para o modelo

Nosso trabalho se baseia na existência de elementos estruturais

secundários livremente associados, presumivelmente no estado de forma colapsada,

antes da estrutura terciária estar formada.

As evidências experimentais para a existência destes elementos

estruturais foram apontados por Kuwagima e colaboradores para a x­lactoglobulina,

lisosima, citocromo c, B­lactoglobulina (Kuwagima et al, 1985; 1987), por

Labhardt para a RNase S (Labhardt, 1984), por McCoy e colaboradores para a

anidrase carbônica (McCoy er al., 1980) em estudos cinéticos de CD.

Para as proteínas acima, não existe ainda evidência direta quanto a

natureza da estrutura secundária, ou seja, não se sabe se os elementos da estrutura

secundária possuem contatos terciários ou se são incipientes. Entretanto, foi

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

sequências das proteínas miohemeritrina e plastocianina (Dyson er al., 1992a.;

Dyson es al., 1992b), evidencias da existência de elementos estruturais secundários
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IL. Modelo para o potencial de interação

: nos fragmentos, tendo uma estrutura secundária bem definida, com contatos nativos.

Estes estudos foram feitos com técnicas de NMR.

Experimentos — sobre a relação  viscosidade/enovelamento —em

oligopeptideos (Haas es al., 1978), ribonuclease A (Tsong, 1982) e a subunidade a

do triptofano sintase da Escherichia coli (Hurle et al., 1987; Chrunyk & Matthews,

1990) indicam uma clara dependência das razões do enovelamento com a

viscosidade do solvente.

Na modelagem matemática do enovelamento de proteínas deve levar em

conta, dada a extrema complexidade do processo de enovelamento, a dificuldade em

equacionar todas as interações envolvidas. Simplificações e restrições são

necessárias e bem vindas nos vários passos do desenvolvimento.

Pode ser empregado como elemento básico para o modelo, o elemento

estrutural secundário, por exemplo uma hélice­a, ou pode ser usado um pedaço

formado de um elemento estrutural secundário, como as estruturas­B que compõem

uma folha­B.

Escolheu­se como elemento básico a hélice­a. Foi feita uma pesquisa no

banco de dados de proteínas (Protein Data Bank), para localizar uma proteína

pequena, que só contivesse hélices­a. Encontrou­se, sob o código 2MHR, uma

proteína chamada hemeritrina, contendo um feixe de quatro hélices­n e uma

pequena hélice 3,79 (Figura 3a). Esta hélice 3,9 foi anexada à ultima hélice­a.
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II. Modelo para o potencial de interação

Ignorando os laços e considerando os elementos estruturais secundários

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

microdomínios.

6

Figura 3 ­ Tlustração da proteína hemeritrina (a), um feixe de quatro hélices­k e uma 310

apresentadas em vermelho no formato faixa larga e os laços em azul e branco no formato conformação

de esqueleto. Ignorando­se todas as partes da cadeia que não fazem parte das hélices, têm­se somente

as quatro hélices (b) apresentadas no formato faixa larga. Representações do programa de visualização
Rasmol. Estas hélices serão os elementos básicos do modelo.

O conceito de microdomínio para o elemento estrutural secundário do

modelo difusão­colisão, (Apêndice B.1) foi empregado sob duas considerações:

1­ Aproximação geométrica das 4 hélices­a, os microdomínios, por
esferas.

2­ Modelo de molécula rígida para o microdomínio.

Os microdomínios foram aproximados à esferas para tratamento

matemático em meio fluído viscoso, sendo a força resistiva e o torque resistivo

dados pelas equações (3) e (4). Para se obter o rato de um microdomínio, divide­se

por três o traço do tensor de inércia do microdomínio (Apêndice B.2), e iguala­se o
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IL Modelopara o potencial de interação

resultado ao momento de inércia de uma esfera sólida, de massa M e raio R,, o raio

do microdomiínio a ser calculado:

Ri = /2Untl +133) (D)
6 M

onde o valor de M é igual à massa total do microdomínio, e I.,,(1=1,2,3) é o traço

do tensor de inércia do microdomínio.

O modelo de molécula rígida foi empregado para as hélices. Neste caso,

as hélices, ou seja os microdomínios, podem girar e transladar, mas não podem

vibrar nem deformar, pois não possuem graus de liberdade internos.

A carga total do microdomínio, é nula. A localização espacial dos

átomos nos microdomínios, promove uma distribuição de cargas característica para

cada microdomínio. O primeiro termo da interação eletrostática é utilizado entre os

microdomínios. “Calculam­se a força elétrica (Fa) e o torque elétrico (Tel)

atuantes em cada microdomínio, dados por:

— nq
Fa(D=Z

­

qi, =Ccarga do átomo 1 da hélice |,

| iy = vetor da distância do átomo 1 da hélice I ao átomo j da hélice J,
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11. Modelo para o potencial de interação

rir = vetor posição do átomo i no sistema de coordenadas do centro de massa da

hélice |,

Fiz, j) — vetor força elétrica atuante no átomo i da hélice I devido ao átomo j da
hélice !,

ny= número de átomos da hélice |,

eo = permissividade no vácuo,

e, = constante dielétrica do meio.

Devido a complexidade da dependência radial e angular, o potencial

intermolecular do Gromos é descrito através do somatório de potenciais de sítio.

Estes sítios (Figura 4) descrevem a distribuição de cargas nos microdomínios. À

interação entre dois microdomínios | e J é dada por:

númerode — número de
sítios de I sítios de ]

Up= EU)
i=1

onde r; é a distância entre os sítios i e J.

Microdomínio I Microdomínio J

neo “­ sítio j dositio i do : 1

Á 1.
microdomínio J

microdomínio

Figura 4 ­ Ilustração da interação entre dois microdomínios I e J. Neste exemplo, cada microdomínio
tem dois sítios. Sendo 1 um sítio do microdomínio I e j um sítio do microdomínio J. O potencial entre

os microdomínios I e J] é composto pela soma de quatro termos: Ulm,1)
ul 2, Jul 1, Lula, 2, ).
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Il. Modelo para o potencial de interação

Desse modo, mesmo que sejam acessados todos os átomos dos

microdomínios nos cálculos computacionais, a força elétrica e o torque elétrico

estarão sendo calculados entre os sítios e não entre os átomos dos microdomínios.

Pára que não ocorra a superposição dos átomos dos microdomínios

durante a simulação, torna­se necessário especificar um raío de corte (R»), uma

distância mínima de aproximação entre os microdomínios. É utilizado o potencial
repulsivo de esfera dura, dado pela equação (5), para o microdomínio, onde o é a

. “A . e... . ,.. o .

maior distância entre dois átomos do microdomínio 1. Sendo 7 =R7,(D, o raio da

esfera que envolve todos os átomos do microdomínio.

2.3 Implementação do modelo

Sobre um microdomínio I de massa M(I) e raio Ri(1) atuam uma força

resistiva, devido à viscosidade do fluído, e uma força elétrica, devido à distribuição

de cargas inerente a cada microdomínio I. Estas forças compõem o movimento de

translação (Figura 5a). Atuam também sobre o microdomínio I o torque elétrico,

devido à força elétrica, e o momento das forças de atrito, compondo o movimento

de rotação do microdomínio 1. (Figura Sb).

A força resultante (FR) e o torque resultante (TR) atuantes sobre um

microdomiínio são escritos como:

FR =Fel. +Fres.

TR = Tres. +Tel.
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IL. Modelo para o potencial de interação

A força resultante (FR) eo torque resultante (TR) também podem ser
escritos como:

Fr = mM iY
dt

Tr = Lo?
dt

Movimento de translação Movimento de rotação

, eixo de rotação

(a)

Figura 5 ­ Ilustração (a) do movimento de translação de um microdomínio de massa M e raio R, sob

ação de uma força resistiva devido a viscosidade do fluído e uma força coulombiana devido a

distribuição de cargas. Ilustração (b) do movimento de rotação de um microdomínio de massa M e raio

R, girando em torno do eixo de rotação, sob ação do torque elétrico e do torque resistivo.

Suponha uma formiga e um elefante caindo de um galho de árvore ao

mesmo tempo. O elefante tem uma massa grande, sendo sua inércia alta. Assim, o

elefante demora a alcançar a velocidade limite e chega ao chão primeiro. A formiga

tem uma massa bem menor e sua inércia é pequena. Assim, a formiga alcança

rapidamente a velocidade limite e demora mais para chegar ao chão.

Equivalentemente, a massa do microdomínio é pequena e sua aceleração

pode ser grande, mas a inércia é muito pequena. Assim, o microdomínio
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1. Modelo para o potencial de interação

rapidamente alcança a velocidade limite. Desse modo, pode­se escrever para o

microdomiínio:

Fa = Fra. (14)

(15)

Substituindo na equação (14) as equações da força resistiva (3) e da força

elétrica (8), substituindo na equação (15) as equações do torque resistivo (4) e do

torque elétrico (9), obtém­se respectivamente as velocidades linear e angular do

microdomínio dadas por:

2a SS 1 [99% E
­ | npZ E DE 4i=l1 J=1 ja MeçEr ||.PA "ipi

6nm Ri(1)

1 Jn ­ —Z ( FuxEa ; )
i=l J=1 j=l

Pp

= I
O, = ;

(17)
&nm Ri(D)

Um microdomínio ao mover­se num meio fluído, provoca o

deslocamento do fluído em torno dele. Se existir um outro microdomínio próximo,

então, devido ao movimento de fluído deslocado pela primeiro, este microdomínio

próximo também se deslocará. Relevando­se este deslocamento de fluido,

provocado pelo movimento de um microdomínio, para o equacionamento conjunto

dos quatro microdomínios, obtêm­se um modelo simplificado e que pode ser

facilmente equacionado. Assim, para o modelo proposto, o deslocamento de um
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IL. Modelopara o potencial de interação

microdomínio próximo a outro, não faz com que este outro se desloque devido ao

movimento do primeiro. As únicas forças que atuam para os quatro microdomínios

em um meio fluído viscoso são a eletrostática e a resistiva.

Numa dinâmica molecular, parte­se da configuração inicial do sistema,

definida pelas posições atômicas r=(r1,r2,...,rn) dos átomos. Usando o potencial

de interação U(r), calculam­se as forças que atuam nos átomos, F= &.r

Resolvem­se as equações de movimento para um intervalo de tempo At. Por fim,

encontra­se a próxima configuração que define as novas posições dos átomos.

Na dinâmica molecular do modelo proposto, por se lidar com corpos

rígidos, parte­se de uma configuração inicial definida pelas posições atômicas e

pelo centro de massa do microdomínio. Usando as forças que atuam nos

microdomínios, a integração das equações de movimento fornecem a velocidade do

centro de massa e a velocidade angular de cada microdomínio. Estas velocidades

quando aplicadas a todos os átomos do microdomínio para um intervalo de tempo

At =1.0 10? us, fomecem as novas posições atômicas e do centro de massa,

gerando a nova configuração do sistema.

AA
AVAVAY

2 3 4 5 6 7 unesp ”. 12 13 14 15 16 17 18



IL. Forma dos programas

II. FORMA DOS PROGRAMAS

3.1 Introdução

Para estipular os intervalos de distâncias permitidos entre pares de

microdomínios, definem­se distância mínima e máxima da seguinte forma:

­ Distância mínima permitida entre dois microdomínios I e J (Figura 6) é

fornecida pelo raio de corte (Rx) dos dois microdomínios:

DMIN(I,1) = Ra (D+R5())

DMIN(1, ))

AVAA
IA

5)

Figura 6 — AÀ distância mínima permitida entre dois microdomínios 1 e ] é igual à soma do raio de
corte do microdomínio 1, R2(1D) , com o raio de corte do microdomínio J, R2(J) .

­ Distância máxima permitida entre dois microdomínios (Figura 7):

DMAX (LJ) = Re (D + Re (]) + LAÇO (IJ)

LAÇO (1,J]) =3.5* m

LACO(LJ)

DMAX(LJ)

Figura 7 ­ Nustração da distância máxima permitida entre dois microdomínio 1 e J, de raios de corte

R7(D e R7(J), respectivamente. O laço entre I e J]possui m resíduos de aminoácidos, sendo 3.5 À
o comprimento médio de um resíduo de aminoácido, estimado de Co a Ca na cadeia de aminoácidos.
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Uma colisão entre dois microdomínios I e JJ, significa que a distância

(DISTCM(LJ)) entre os centros de massa dos microdomínios I e J está no intervalo

[DMIN(I,]); DMIN(I,))+SP], onde SP pode assumir valores entre (0.5 Á <SP<2ÁÀ).

STS
DMIN(L,J) “ DMINQG,D+SP É

Figura 8 — Ilustração do sentido de colisão entre dois microdomínios I e J.Os microdomínios 1 e J são
considerados colididos, se a distância entre os centros de massa dos microdomínios I e J estão no

intervalo DMIN(1,J) < DISTOCM(1]) < DMIN(I,J )J+SP, referentes aos raios de corte dos
microdomínios.

3.2 Programas

Para testar o modelo, criou­se quatro programas A, B, C e D, os quais

seguem os critérios descritos pelas ilustrações abaixo (Figura 9):

Programa Passo n+k

A

Figura 9 ­ Esquema ilustrativo dos quatro programas À, B, C, D. A diferença básica consiste no

procedimento a ser utilizado, após uma colisão entre dois microdomínios. Esta colisão também pode

ocorrer entre um microdomínio e um agregado maior, o qual possuí dois ou mais microdomínios
colididos. (k>1)
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11. Forma dos programas

Programa A —­ Após uma colisão entre dois microdomínios I e |, estes

microdomínios continuam colididos em passos posteriores. Em relação a um

sistema de coordenadas fixo, os microdomínios I e J colididos mantêm­se imóveis

no espaço. E permitido o movimento de rotação para cada um dos microdomínios

colididos.

Programa B — Após uma colisão entre dois microdomínios I e 5, estes

microdomínios continuam colididos em passos posteriores. Em relação a um

sistema de coordenadas fixo, os microdomínios I e J colididos mantêm­se imóveis

no espaço. Não é permitido o movimento de rotação para nenhum dos

microdomínios colididos.

Programa C — Após uma colisão entre dois microdomínios I e 5, estes

microdomínios podem não continuar colididos em passos posteriores. Em relação a

um sistema de coordenadas fixo, os microdomínios I e J, quando colididos, não se

mantêm imóveis no espaço e movem­se como um corpo único. É permitido o

movimento de rotação para cada um dos microdomínios colididos.

Programa D — Após uma colisão entre dois microdomínios I e |, estes

microdomínios continuam colididos em passos posteriores. Em relação a um

sistema de coordenadas fixo, os microdomínios I e J colididos, não se mantêm

imóveis no espaço e movem­se como um corpo único. É permitido o movimento

de rotação para cada um dos microdomínios colididos.

Os possíveis contatos entre os quatro microdomínios, estão ilustrados no apêndice

B.3.
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IV. RESULTADOS E DISCUSSÃO

4.1 Introdução

Parte­se de uma configuração inicial dos microdomínios, sob ação da

interação eletrostática e da força resistiva. Através da simulação computacional, as

novas configurações sucessivas dos microdomínios são geradas, para intervalos de

tempo 10º? us. À configuração do microdomínio é avaliada, podendo ser aceita ou

recusada. Se a nova configuração gerada não está dentro das restrições das

distâncias mínimas e máximas, entre pares de microdomínios, ela é descartada e em

seu lugar é utilizada a última configuração aceita. À distância máxima de

afastamento está limitada pelo comprimento do laço entre os microdomínios À

distância mínima de aproximação está limitada pelo raio de corte R7. Esta distância

mínima pode permitir a ação da interação hidrofóbica, para a fase jogo­final, com o

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

4.2 Apresentação dos resultados

A configurações inicial, no começo de cada dinâmica, e as configurações

obtidas em cada colisão, representam os vários passos de aproximação e/ou

afastamento dos microdomínios. Observa­se, nos quatro procedimentos, o

comportamento mostrado pelos microdomínios. Os procedimentos A e B foram os

primeiros a serem construídos, sendo um esboço inicial do projeto proposto.

Posteriormente pensou­se nos procedimentos C e D. O procedimento C procura
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avaliar a idéia de cooperatividade no enovelamento. O procedimento D é aquele que

abrange a idéia proposta neste projeto.

As propriedades dos microdomínios estão descritas na tabela 4.1. e na

tabela 4.2. As distâncias máximas e mínimas permitidas estão na tabela 4.3. Os

ângulos entre pares de dipolos elétricos e a distância entre os centros de massa de

pares de hélices, na configuração nativa, estão na tabela 4.4 e 4.5 respectivamente.

As figuras 11, 14, 18 e 21 são gráficos que representam as distâncias entre os centros

de massa. As figuras 12, 15, 19 e 22 são gráficos que representam os ângulos entre

os vetores dipolo elétrico, sendo estes vetores calculados para cada microdomínio.

Após a apresentação dos resultados dos quatro procedimentos, discutem­se os

resultados.

TABELA 4.1. Propriedades dos microdomínios.

MICRODO­ [RESÍDUOS DE | MASSA | RAIONO RAIO NA

MÍNIOS [AMINOÁCIDOS | (uma) | FLUÍDO(4)| INTERAÇÃO (4)
19­37 2329.69 12.13 15.46

41­64 2645.99 13.71 19.46

71­84 1747.16 9.65 12.62
93­113 2492.89 12.16 17.09

TABELA 42 Comprimento do laço entre dois microdomínios
consecutivos.

PAR DE MICROD. CONSECUTIVOS COMPRIMENTO DO LAÇO (4)
A B 10.50
B C 21.00

CD 28.00
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TABELA 4.3 Distâncias permitidas entre os centros de massa de um par
de microdomínios.

PAR DE MICROD. DISTÂNCIA MÍN. (4) |DISTÂNCIA MÁX. (4)
A B 34.92 45.42
A C 28.07 98.50
AD 32.55 156.21
BC 32.08 53.08
BD 36.55 110.79
CD 29.51 57.71

TABELA 4.4 Ângulos entre pares de vetores dipolo elétricos na proteína
hemeritrina.

PAR DE HÉLICES. ÂNGULO
AB 163.90
AC 17.09
AD 159.84
BC 149.28
BD 28.14
CD 168.91

TABELA 4.5 ­ Distância nativa entre centros de massa das hélices da
proteina hemeritrina.

PAR DE HÉLICES DISTÂNCIA (Á)
AB 10.575
AC 17.595
AD 12.333
BC 10.709
BD 13.900
CD 11.339
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Dinâmica do programa A. Os microdomínios giram entre si após uma
colisão. Quando colididos mantêm­se fixos no espaço. SP=2.0 À.

TABELA 4.6 Distância entre pares de microdomínios durante a dinâmica.

PAR DE DISTÂNCIA DE DISTÂNCIA [| DISTÂNCIA | DISTÂNCIA
MICRODOMINIOS COLISÃO (À) (À) (À) (À)

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 29,51* 29.51

Tempo da dinâmica (us): 0.39 89.04

(*colisão)

colisão C D

Figura 6.2 Tustração da primeira colisão entre as hélices C é
Figura 6.1 Ilustração da posição inícial das quatro hélices, no D, sendo a hélice D referência para visualização.
Primeiro paszo da dinâmica molecular.

colisão À B

Figura 6.3 Dustração da segunda colisão, entre as hélices À e
B, sendo a hélice D referência para visualização.

Figura 10 — Configurações resultantes da dinâmica do programa A. Configuração inicial do sistema (D).
Configuração no passo 39 (II). Configuração no passo 8904 (IID).
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1

O 20 40 60 80 100
Tempo (Microsegundo)

Figura 11 ­ Distâncias entre pares de microdomínios. Programa A.
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100 120

Tempo (Microsegundo)
Figura 12 ­ Ângulos entre pares de vetores de dipolos elétricos. Programa A.
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DINÂMICA DO PROGRAMA B. Os microdomínios não giram entre si
após uma colisão. Quando colididos mantêm­se fixos no espaço. SP = 2.0

Tabela 4.7 Distância entre pares de microdomínios durante a dinâmica.

PAR DE DISTÂNCIA DISTÂNCIA DISTÂNCIA DISTÂNCIA
MICRODOMÍNIOS | COLISÃO(Á) (À) (À) (À)

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 dinâmica (US): 0 0.32 21.92
(*colisão)

Figura 6.2.1 Iustração da posição inicial das quatro hélices. Referência Figura 6.2.2 Tustração da primeira colisão entre 6 háétices C e D,
para visualização é a há&ice D, (F424) Referência para visualização é a hélice D. (424)

(11)

colisão Ce D

colisão Ae B

*

Figura 6.2.3 Dustração da da € última coli entre às hélices
AeB,. Referência para visualizção é a hélice D.

Figura 13 — Configurações resultantes da dinâmica do programa B. Configuração inicial (D).
Configuração no passo 32 (ID. Configuração no passo 2192 (IID).
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O O

O O

! ! | !

5 10 15 20
Tempo (Microsegundo)

Figura 14 ­ Distâncias entre pares de microdominios. Programa B.
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Figura 15 ­ Ângulos entre pares de vetores dipolos eletricos. Programa B.
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DINÂMICA DO PROGRAMA C. Os microdomínios, após uma
colisão, giram entre si e podem se afastar, não estando fixos no espaço. SP=1.5 À

Tabela 4.8 Distância entre pares de microdomínios durante a dinâmica.
PAR DE DISTÂNCIA | DISTÂNCIA |DISTÂNCIA |DISTÂNCIA |DISTÂNCIA

MICRODOMINIOS |! COLISÃO (À) (À) (À) (À) (À)

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

2971­3121 | 4781 31.10* 29.74 29.73

Tempo da dinâmica (US): 0 1.70 1.81 2.13

(*colisão)

(II)

Figura 6.3.1 Dustração da posíção inicial dos quatro hélices, no colisão Cc D
primeiro paso da divfinica. (f422)

(IV)

colisão Cc D colisão Ce D

Figura 16 — Configurações resultantes da dinâmica do programa C. Configuração inicial (D.
Configuração no passo 170 (ID). Configuração no passo 181 (IID). Configuração no passo 213 (IV).
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DINÂMICA DO PROGRAMA C. (continuação). SP= 1.5

Tabela 4.9 Distância entre pares de microdomínios durante a dinâmica.

PAR DE DISTÂNCIA DISTÂNCIA | DISTÂNCIA | DISTÂNCIA
MICRODOMINIOS COLISÃO (À) (À) (À) (À)

34.92 — 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 S1.15 51.16
36.55 — 38.05 61.70 61.70 61.70
29.71­31.21 29.71 29.71 29.71

Tempo da dinâmica (us): 2.55 4.23 4,26

(*colisão)

(VD

colisão Ce D colisão Ce D

colisão C D

Figura 17 — Configurações resultantes da dinâmica do programa C (Continuação). Configuração no
passo 255 (V). Configuração no passo 423 (VI). Configuração no passo 426 (VI).
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2 4 6
Tempo (Microsegundo)

Figura 18 ­ Distâncias entre pares de microdomínios. Programa C.
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! | !

2 4 6

Tempo (Mlcrosegundo)
Figura 19 ­ Ângulos entre pares de vetores de dipolos elétrico. Programa C.
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1 2 3 4 5 6 7

DINÂMICA DO PROGRAMA D. Após uma

microdomínios giram entre si. Não estão fixos no espaço. SP=1.5 À.

colisão os

Tabela 4.10 Distância entre pares de microdomínios durante a dinâmica.
DISTÂNCIA

COLISÃO (À)
PAR DE

MICRODOMÍNIOS
DISTÂNCIA

(A)

DISTÂNCIA
(À)

DISTÂNCIA
(À)

DISTÂNCIA
(À)

34.92 — 36.42 39,42 44.34 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 dinâmica (us):
(*colisão)

0 1.70 26.31 30.42

Figura 6.D.1 ­ Configuração inicial das hélices, passo O.

CD) Colisão C D

Figura 6.D.2 ­ Primeira colisão. Hélices Ce D.

Figura 6.D.4 ­ Terceira colião. Hélices A e B.
NAT LA

RETIRA

D

C

veta
carma

LAEAA

B
TA

Fa SA

Colisão A B av)

Figura 6.D.3 ­ Segunda colisão. Hélices Be C.

Tr,
1tA IICA

Reg [ENC

Colisão B C
ú GAIA E (II)

Figura 20 — Configurações resultantes da dinâmica do programa D. Configuração inicial (D.

Configuração no passo 170 (II). Configuração no passo 2631 (ITD. Configuração no passo 3042 (IV).
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10 15 20 25 30
Tempo (Microsegundo)

Figura 21 ­ Distâncias entre pares de microdomínios. Programa D.
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10 15 20 25

Tempo (Microsegundo)
Figura 22 ­ Ângulos entre pares de vetores de dipolos elétricos. Programa D.
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4.3 Discussão

As principais forças que dirigem e estabilizam o enovelamento de

proteínas, de acordo com a teoria atual, são as interações eletrostáticas e

hidrofóbicas. Os resultados obtidos, através de um procedimento relativamente

simples, confirmam que a interação eletrostática tem um papel importante no

caminho do enovelamento de proteínas.

Os resultados obtidos em todos procedimentos, demonstram a tendência

de aproximação dos microdomínios, ao longo da dinâmica, na busca de uma

configuração para obter um estado de mínimo de energia. Estas aproximações não

acontecem ao mesmo tempo, nem prontamente. Os microdomínios aproximam­se e

afastam­se várias vezes ao longo da dinâmica, até que se orientem atrativamente,

podendo obter o estado de par colidido. Os gráficos das distâncias entre os centros

de massa evidenciam este comportamento.

Considere o enovelamento entre duas hélices adjacentes que estão unidas

pelo laço, o qual tem um determinado comprimento. Suponha que estas hélices estão

sob ação de uma interação repulsiva. As hélices podem se afastar até a distância

máxima permitida pelo comprimento do laço. Mas, se não existisse o laço, o qual

restringe o movimento de afastamento, estas duas hélices provavelmente não

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

indicam que a natureza, ao permitir estes laços entre as hélices, cada um possuindo
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um determinado comprimento, o fez de modo que a proteína, ao se enovelar,

obtivesse uma configuração nativa estável e biologicamente ativa.

Uma questão a ser colocada é avaliar, para as configurações finais

obtidas, se esta busca é para um mínimo global ou local. Exceto no procedimento C,

cada colisão leva a um estado de par colidido. Este estado não é devido a interações

estabilizantes entre os microdomínios, mas simplesmente, estes são forçados a

continuarem colididos. Interações hidrofóbicas e pontes de hidrogênio entre outras,

não são levadas em conta. Desse modo, é difícil estimar a estabilidade da

configuração de par colidido, ou mesmo da configuração final obtida.

O procedimento C indica a importância da cooperatividade no

enovelamento. Este procedimento sugere que é necessário que dois microdomínios

colidam e continuem colididos, para que os demais tenham um comportamento de

aproximação. Se dois microdomínios se aproximam, colidem, mas não permanecem

colididos, podendo se afastar em passos posteriores, então os demais não assumem

um comportamento de aproximação que resulte em colisão.

O modelo jigsaw­puzzle (Harrison, S. C. & Durbin, R., 1985), sugere que

as proteínas globulares podem enovelar­se por um grande número de caminhos

diferentes, ou seja, por caminhos paralelos, ao invés de uma única sequência

determinada de eventos. De modo semelhante, o modelo difusão­colisão (Karplus &

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

programas testados, partindo­se de diferentes configurações iniciais, pode­se obter

diferentes sequências de pares colididos. Isto é o esperado. À interação coulombiana
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atua com o inverso do quadrado da distância. Dois microdomínios próximos, sob

uma interação atrativa, podem adquirir o estado de par colidido mais rapidamente

que os demais. Mas, sob uma interação repulsiva, estes dois microdomínios tenderão

a se afastar mais rapidamente.

Estudos de reenovelamento em proteínas globulares, indicam que o

equilíbrio entre o estado intermediário forma colapsada e a estrutura nativa, é

próximo de 1 segundo (Kuwagima, 1989). Os tempos obtidos do modelo proposto,

para encontrar a configuração final a partir da forma colapsada, estão dentro da faixa

de tempo destes resultados experimentais.

Pela tabela 4.7 e pela figura 14 da dinâmica do programa B, o par de

microdomínios CD colide em 0.32us e mantém­se colidido. As curvas dos gráficos

para os pares AC e BC representam as variações dos ângulos dos vetores dipolos À

e B, respectivamente, em relação ao vetor dipolo fixo C. Do mesmo modo que as

curvas dos pares de microdomínios AD e BD, em relação ao vetor dipolo fixo D.

Comparando os ângulos entre pares de vetores dipolos elétricos, nas

várias configurações finais obtidas, com a configuração nativa da hemeritrina

(Tabela 4.4), não se observa similaridades. Deve ser lembrado que o vínculo do laço

entre hélices foi simplificado à distância entre centros de massa, a imposição do raio

de corte R: e a não. implementação de interações hidrofóbicas, são restrições que

não permitem efetuar uma comparação adequada, entre as configurações finais

obtidas e a configuração nativa.
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AB
AC
AD

­ — ­ > ­ ­POPCD

Figura 23 — Ilustração da sequência de pares de microdomínios, obtidos através da dinâmica do

programa D.

As áreas acessíveis ao solvente perdidas entre pares de hélices, da

proteína hemeritrina, estão na tabela 4.11 (Yapa, K. K. & Weaver, D. L., 1992).

Tabela 4.11 ­ Área de contato perdida entre pares de hélices da proteina hemeritrina.
Observa­se que o par AC possui área de contato perdida desprezivel.

PAR DE HÉLICES ÁREA DE CONTATO PERDIDA (À?)
AB 325

BC 296

CD 250
AD 241

BD 97

AC 2

Dentre as várias configurações iniciais testadas, até o momento,

observou­se que os pares de microdomínios resultantes da dinâmica, são aqueles que

possuem maior área de contato nativo, ou seja, maior área de contato perdido em

relação ao solvente, quando comparado com a estrutura nativa. Um provável indício

deste comportamento pode ser explicado, observando nas hélices a orientação dos

vetores dipolos elétricos (Figura 24).
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SN

Figura 24 ­ Representação (a) da orientação dos dipolos das quatro hélices da proteína hemeritrina no

í | SÊ
xN

formato de setas em faixa larga. Olhando a figura (a) de cima para baixo, perpendicular ao corte
tracejado, têm­se a representação (b) dos vetores dipolos elétricos entrando e saindo.

Os vetores dipolos elétricos dos pares AD, AB, BC, CD estão em

sentidos opostos, ocorrendo portanto uma interação atrativa entre o par. O vetores

dipolos elétricos dos pares AC e BD estão no mesmo sentido, ocorrendo uma

interação repulsiva entre o par. As maiores áreas de contato acessíveis ao solvente

perdidas (Tabela 4.11), ocorrem entre os pares de hélices que estão sob uma

interação atrativa, e as menores ocorrem entre os pares que estão sob uma interação

repulsiva. Entretanto, as áreas de contato perdidas são usualmente relacionadas à

hidrofobicidade e não a dipolos elétricos. A relação sugerida acima, deve ser

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

validade deste comportamento entre pares de microdomínios colididos do modelo.

A distribuição de cargas nos microdomínios, fornecida pelos valores

atribuídos aos sítios, são importantes para a determinação em cada microdomínio

do vetor dipolo elétrico. Para a finalidade deste trabalho, escolheu­se o parâmetro de

cargas do Gromos, o único testado.

EV
AVAVAY

2 3 4 5 6 7 unesp”, 12 13 14 15 16 17 18



LE Conclusão

V. CONCLUSÃO

O objetivo do trabalho proposto, foi demonstrar a importância da interação

eletrostática no caminho do enovelamento de proteínas globulares. “Estudou­se a

interação eletrostática, num meio fluído viscoso incompressível, entre elementos

estruturais secundários já formados e antes de se completar a formação da estrutura

terciária. Para esta finalidade foi criado um mecanismo que faz uso de simplificações

usuais em modelagens de dinâmicas de enovelamento. Simulações computacionais do

sistema molécula­rígida/meio­continuo forneceram configurações, as quais podem ser

comparadas com a inicial e as subsequentes nos vários passos de colisão, evidenciando

a tendência para a aproximação dos microdomínios.

Baseado nos bons resultados obtidos com estes procedimentos em

concordância com dados experimentais, concluímos que o modelo proposto para

abordar o valor da interação eletrostática é uma contribuição significativa para o estudo

do enovelamento de proteínas.

Um interessante trabalho, seria a comparação da dinâmica molecular num

meio contínuo, com os resultados obtidos da dinâmica de um modelo discreto de

solvente, resguardadas as limitações computacionais. Outro trabalho futuro

interessante, seria tratar as hélices como elipsóides e considerar os laços entre os

elipsóides. Estes laços, representados por cordões flexíveis, não seriam uma restrição

de distância entre os centros de massa, como no trabalho proposto. Um cordão ligaria o

final de um elipsóide, ao início do próximo elipsóide adjacente. Um modelo mais

próximo da representação dos laços entre hélices.
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APÊNDICES

A.1 Número de Reynolds

À equação que descreve o movimento estacionário de um fluído

viscoso incompressível é a equação de Navier­Stokes:

Ww)k = Vp+ IV? (1)

Dentre os parâmetros que caracterizam o fluído, só aparecem na

equação de Navier­Stokes, Vv a viscosidade cinemática,n a viscosidade

dinâmica e p a densidade do fluído, relacionados por v =” , € as funções que
devem ser determinadas para resolver­se as equações, a velocidade do fluído v

e a relação entre a pressão p e a constante p: Pp
Pp

O escoamento também depende da forma, dimensão e velocidade do

corpo. Para uma esfera sólida, as dimensões geométricas serão determinadas por

uma só dimensão linear:

u = velocidade do corpo,

£ = dimensão linear (raio).

Assim, cada tipo de movimento é determinado por três parâmetros:
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— em?”S

cem

em.S
Tomando­se todas as combinações formadas pelas três grandezas

acima, a única combinação linear sem dimensões que se pode obter é:

ul pull
V n

R

Esta combinação é chamada número de Reynolds.

Desenvolvendo­se o termo [Wwk da equação (1) obtém­se um fator
não linear que dificulta a resolução da equação hidrodinâmica:

gradfy o v)=Vxrotv+vxrotv+[vovk&+(vov) = (3)
=> gradlv2 )=2 vxrot v+2 fWw)k Ss (4)

= Fok = gradlv?)­ vxrot v 5)

As ordens de grandeza do primeiro e último termo da equação (1) são:

(6)
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Tomando­se a razão da primeira quantidade pela segunda, obtém­se

precisamente o número de Reynolds,

2w”/, — vp
nu/ n

fp

Assim, para um número de Reynolds (9% ) bem pequeno pode­se

abstrair o termo [Ww)k da equação de Navier­Stokes:
nVºv=Vp

A.2 Força resistiva

Uma esfera em movimento retilíineo uniforme com velocidade u em

um fluído viscoso (Figura A.2.1) é equivalente ao movimento estacionário do

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

tem uma velocidade dada, v=u.

MÓVEL ESFERA EM

— AS MOVIMENTOOIS

Figura A.2.1 Esfera em movimento retilineo uniforme, comuma velocidade dada, u = u(t),

num fluído viscoso incompressível.

EX
AVAVAY

1 2 3 4 5 6 7 unesp”, 12 13 14 15 16 17 18



Apêndices

FLUÍDO EM
MOVIMENTEA an

Figura A.2.2 — Movimento estacionário de um fluído viscoso incompressível, que tem no

infinito uma velocidade dada, V = U , em torno de uma esfera imóvel.

A distribuição das velocidades do fluído para uma esfera movendo­

se neste fluído, é equivalente ao escoamento estacionário do fluído em torno da

esfera imóvel suprimindo a velocidade u. O fluído estará imóvel no infinito e a

—

esfera deslocando­se com velocidade — u.

Equacionando­se para um movimento estacionário em torno de uma

esfera imóvel, resolve­se o problema de uma esfera em movimento retilíneo

uniforme num fluído viscoso incompressível. Toma­se como origem do sistema

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

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

imóvel, para um fluído em movimento estacionário.
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Faz­se primeiro a determinação da distribuição das velocidades em

torno da esfera imóvel para um escoamento estacionário. Às equações que

determinam o movimento são a equação de Navier­Stokes (9) e a equação de

continuidade:

divv=0

Como no infinito deve­se ter v=u , pode­se escrever:

v=V+u

onde v' deve se anular no infinito.

Sabe­se que o rotacional de um vetor polar é um vetor axial e o

rotacional de um vetor axial é um vetor polar e v é um vetor polar. Da equação

de continuidade (10) e da equação (11), têm­se:

v=vV+U => div vediv vidiv u

—

1div v = divVV = O

V=rotA,

sendo À axial.

Pelas equações (11) e (14), têm­se que o vetor A deve depender

linearmente de u. Têm­se os vetores u e r, polares e têm­se A, axial. À

velocidade v depende do raio vetor variável r e do parâmetro u. Desta forma,
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também deve depender A. O único vetor axial nestas condições é o vetor

(r xu ) e pode­se escrever A da forma:

A=f(NÊ x u

S'() é uma função escalar de re 7 está na direção do raio vetor.
Escreve­se /f'(r) da forma:

f(N)It = Vf(r)

A =Vf(r) x u
—

v=rotA >

v rot(ve x u)
Sendo u constante, têm­se:

Vf(N) x u = rotlfa)
v=rot rotífu)+ "
Aplicando­se a operação rotacional à equação (9) têm­se

= V'rot v=0

Aplicando­se o rotacional e V? à equação (21), têm­se:

“= V'rot(fu)=0

Sendo o vetor u constante, têm­se:

vf x u =VxÍ(fu)
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Vilvexu)=0= (25)

= V(f) =constante (26)

A equação (21) fornece a distribuição de velocidades, para uma

função f(r) da forma (23), para um escoamento estacionário em torno de uma

esfera imóvel, o qual tem no infinito uma velocidade dada, v=u.

Para uma função f na forma (26) em função do raio vetor, quer­se que

essa função f seja tal que a velocidade do fluído se anule no infinito, e a esfera se

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

Figura A.2.4 À esfera move­se com velocidade ­u num meio fluído, que tem no infinito uma

velocidade igual a zero.

Se v deve se anular no infinito então também se anulam as suas

derivadas.

=> V“*(f)=0 (26)

Como a equação (26) contém as derivadas de quarta ordem da função

f, têm­se que a velocidade v é expressa pelas derivadas de segunda ordem da

função f.:
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Como v deve se anular no infinito, faz­se a constante de integração d

ser zero, e obtém­se:

f=ar+2 (28)
"

A constante aditiva na equação acima pode ser desprezada, pois v é

determinada pelas derivadas de f.

Desenvolvendo a equação (21), têm­se :

=> v=(4ovkvr­0v2f+u (29)

Substituindo­se as equações da função f (28) na equação (29), têm­se:

(30)

Encontra­se as constantes a e Db, utilizando­se as condições de

contorno, dados por:

1) para r= R, deve­se ter, v = 0
Do2) para u =0 e flu o é) =0 separadamente, têm­se :

R?
+ —

4r

u+íluos) R 381 os)­u
r

3
r 4 Tr
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A velocidade do fluído, dado por (33), transformado em coordenadas

esféricas, toma a forma:

3R Rº
v, =ucosO|1—­—+ —2r 27

3R R
vp =—usenO) 1—= —— — —— 35

O fluído escoa sobre a esfera causando uma certa pressão. Quer­se

determinar a pressão do fluído sobre a esfera:

= Vp= nv (rot rot (fu)+ u)=>
=>p=nu grad(Vºf) + Po

sendo p, a pressão do fluído no infinito.

R*?= p=mu ad v[SR)) +», (38)
4 4r

(3)

(40)

1)

A equação (41) fornece a pressão do fluído sobre a esfera, sendo p, a

pressão do fluído no infinito.
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A seguir quer­se calcular a força resultante (F) da pressão do fluído

que escoa sobre a superfície da esfera, ou seja, calcular a força de resistência que

atua na esfera que se desloca através do fluído.

O tensor de restrição de um fluído viscoso incompressível tem a forma

(Landau & Lifchitz, 1971):

Ov. OvO; =P, + LL kik PO;jk E |
1

Hi= PÔik + PViVkTOik = ­Oik + PViVL

Oik = ­PÔik + Oik

onde,

Oi. É O tensor de restrição. Este tensor determina a parte do fluxo de impulsão

que não é devido somente ao transporte direto de impulsão da massa do fluído

em movimento.

t

Oi, É O tensor viscoso de restrição.

Em coordenadas esféricas, o tensor de restrição (Landau & Lifchitz,

1971) será dado por:

r

or

rsenô Oo rr Tr

Or =­P+2n7

SO 99
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(47)

(48)

(49)" “| rseno Oq
OV,& 1

Oq = + — (50)
Or  rsenô oo

Utiliza­se as coordenadas esféricas do eixo polar por meio da

velocidade u do corpo. Para obter uma simetria espacial, faz­se todas as

grandezas dependerem de r e do ângulo polar 6. A força Festá na mesma

direção da velocidade u.

A força que age sobre a unidade de área da superfície é:

P; = ­OikNk= PN OikDx

sendo n o vetor unitário da normal à superfície.

Determina­se as componentes, na direção da normal e da tangente à

superfície, da força aplicada ao elemento de área da superfície da esfera, e

projeta­se na direção da velocidade u.

F= IC pcos6 + o,,coso ­E)

A integração será efetuada sobre toda superfície da esfera.
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A equação da velocidade do fluído, obtida na equação (33), foi

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

Utilizando­se estas equações, calcula­se as derivadas da velocidade vV, em

relação as coordenadas esféricas r e O, para obter 0',, Sm ­

=> F = ómmRu (53)

A equação (53) fornece a força de resistência atuante sobre uma

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

viscoso incompressível.

A.3 Torque resistivo

Suponha uma esfera de raio R em um fluído viscoso incompressível,

rotacionando com velocidade angular constante. O cálculo do momento total das

forças de atrito, atuantes sobre a esfera, pode ser obtido fazendo com que o fluído

ocupe o espaço compreendido entre duas cascas de esferas concêntricas

rotacionantes, de velocidades angulares constantes, (2, e O, eraios R2>R]

(Figura A.3.1). Os eixos de rotação são coincidentes.

Devido a linearidade das equações, pode­se considerar a superposição

dos movimentos, resolvendo­se o movimento em duas etapas, estando uma das

esferas em repouso em torno da outra em cada etapa.
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Assume­se primeiro que a esfera externa esteja imóvel, (0O,=0),

permitindo a rotação da esfera interna (Figura A.3.1). Os números de Reynolds

IR? Q2R3 z AA Se ———*< são pequenos em relação à unidade.
V Vv

A equação do movimento estacionário de um fluído viscoso

incompressível para um número de Reynolds pequeno, pode ser dado pela

equação (9):

FLUÍDO VISCOSO | EIXOS DE ROTAÇÃO

INCOMPRESSÍVEL Do DAS ESFERAS

EIXOS DE
p REFERÊNCIA

Figura A.3.1 — Representação do fluido ocupando o volume compreendido entre duas esferas

concêntricas rotacionantes de raios R2 > R], com mesmo eixo de rotação, com velocidades

angulares constantes O) e Qs.
A velocidade do fluído em cada ponto está na direção da tangente à

circunferência, cujo centro está sobre o eixo de rotação e no plano perpendicular

a este eixo. Devido à simetria axial em relação ao eixo de rotação, a pressão tem

o gradiente na mesma direção. Assim, a equação de movimento fica:
—

=> V'v=0
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Sabe­se que velocidade V é um vetor polar, e O, é 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 O. Assim, A deve ter a forma:

A=f(DâxO,

onde,

f(r) é uma função escalar de r,

n é um vetor unitário na direção do raio vetor.

O produto f'(r)fl pode ser escrito sob a forma do gradiente Vf(r) de

uma outra função f(r), e a forma geral de A será:

A =Vf x O:

Têm­se para a velocidade do fluído:

v=Vf x Q.

= v=rotlas())
Aplicando­se Vº na equação (58) acima, têm­se:

v'v=VÍvexo)>
permutando­se os operadores obtém­se pela equação (54):

=> V(VfxO, )=0
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Como o vetor gradV*f está na direção do raio vetor, e o produto

r x Qu deve ser nulo para um O: dado eumr arbitrário, pode­se escrever:

grad(V*f)= 0 => (62)

=> VWV'*f=constante (63)

Assim, f deve ter a forma:

f=a P4+º (64)
r

Substituindo­se a função f acima, na equação (58 ), encontra­se para a

velocidade:

rv==— 22) 5 x T
Determina­se as constantes aeb a partir das condições :

l­ v=Oparar=R, e

2— v=upara r=R,

p= RiR?
R:­Ri

Ri
2(Ri­Ri)

i

—
3753

e

(RIR) T R2

a=
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Assume­se agora que a esfera interna está em repouso 9, =0, só

rotacionando a esfera externa, com velocidade angular constante.

A pressão no fluído permanece constante e a equação (9) toma a

forma da equação (54):

=> p=p, > Vºv=0

Seguindo­se os passos de (54) a (63), obtém­se:

Vf =constante

Deste modo, a função f deve ter a forma:

f=art+º (7)
r

vef3­2a) OQ: xT (72)
T

— RIR
­ 1 73V ao | 7)

Considerando­se a composição dos movimentos de rotação, e

superpondo­se os movimentos, obtém­se:

—
3753

— = .­o a RA pis fa (74)
Ri­R> Tr R? Ri rt

Supondo­se que a esfera externa não exista, tem­se a solução para o

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

constante O em um fluído viscoso incompressível, pode­se fazer:

—

R,—>0% e Q2=0
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(75)

À equação para a velocidade obtida em (75), é a distribuição de

velocidades do fluído para uma esfera rotacionando com velocidade angular

constante Q .

Quer­se calcular agora o momento das forças de atrito (M,,) operante

sobre a superfície da esfera rotacionante, dado por:

Ma. =| o' R senb df (76)
ro

= Or = —3nQsenO (77)

Substituindo­se o valor de Or obtido em (77) na equação do
momento das forças de atrito (76), obtém­se:

=> M, =­8mR O (78)

Este é o momento total das forças de atrito (78), que operam sobre a

superfície de uma esfera de raio R, com velocidade angular constante O, num

fluído viscoso incompressível.
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B.1 Microdomínio do modelo difusão­colisão (Karplus &

Weaver, 1979)

Este modelo considera como elementos básicos para o enovelamento,

pequenas porções incipientes da estrutura secundária, denominados

microdomínios, tais como hélices­a, estruturas­B e aglomerados hidrofóbicos.

Estes microdomínios variam rapidamente entre a faixa aleatória e

os elementos estruturais secundários completos, ou parcialmente formados. Os

microdomínios devem ser pequenos o suficiente, em relação à cadeia

polipeptídica, para possibilitar que todas as possíveis alternativas

conformacionais sejam encontradas rapidamente. Devido à necessidade de serem

pequenos, são instáveis isoladamente.

Considerando que cada um destes microdomínios, ainda que

acessível por eventos randômicos, não são estáveis, foi discutido como a

possibilidade de porções da cadeia flutuarem, dentro e fora, de seu estado nativo

(SHWARZ, 1965). Estas porções poderiam ser centros de nucleação,

coalescendo através de interações não covalentes, que conduziriam à estrutura

nativa da proteína.

Cada microdomínio será aproximado geometricamente à uma

esfera, calculando­se o volume de van der Waals de cada átomo, desprezando­se

os overlaps, e tomando­se 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 microdomínio !, | IJ j é dado por:

2mibbitza) cDmxy, ——2mx;7,
1=]1 1=] 1=]

(1 fel => mb +22) >

L, = | TAM 2 xi +Z: TEMIA
1= 1= 1=

|

AMZ —2M;Z), 2; TN
1=i=1 1=1 >”.

onde,

n = número total de átomos do microdomínio J,

m, = massa do átomo i do microdomínio |,

X,,Y,,Z, = coordenadas cartesianas do átomo i do microdomínio |.
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B.3 Espaço Amostral

Ilustrações de todos possíveis contatos entre quatro microdomínios,
idealizados como esferas. Cada esfera pode ter nenhum ou no máximo três
contatos.

IODO o DOLO­O
11)
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Espaço Amostral (Continuação).
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Espaço amostral (Continuação).
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Espaço Amostral (Continuação).
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