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Flexibilidade da enzima trombina evidenciada através

de simulagdo por dinamica molecular.
8.1. Introducao
8.2. Campos de forca

8.3. Minimizacao de energia

8.4. Simulacoes por DM

8.5. Estratégias de analise

8.6. Limitacoes atuais da DM

8.7. E outras biomoléculas?

8.8. Conceitos-chave

8.1. Introducao

Segundo a IUPAC (International Union of
Pure and Applied Chemistry), a “dinamica mo-
lecular é um procedimento de simulacd@o que
consiste na computacao do movimento dos
atomos em uma molécula ou de dtomos indi-
viduais ou moléculas em sélidos, liquidos e
gases, de acordo com as leis de movimento
de Newton”. Em outras palavras, a dinamica
molecular (DM) descreve a variacao do com-
portamento molecular como funcdo do tem-
po (Figura 1-8).

Quando mencionamos “comportamento
molecular”, nos referimos a quaisquer propri-
edades de uma molécula em estudo, tais co-
mo seu conteddo de estrutura 2%
orientacdo de cadeias laterais, conformacao
de alcas e a energia de interagao entre dife-
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Figura 1-8: Variacao do contetdo de estrutura
secundaria da melitina, peptideo da abelha
Apis mellifera, como funcao do tempo. A for-
ma inicial é encontrada no ambiente cristali-
no, enquanto a final é observada em
condi¢bes proximas as plasmaticas.

rentes moléculas (enzima e substrato, prote-
ina e proteina, proteina e DNA ou farmaco e
receptor). Por outro lado, a ideia de que estas
propriedades variam como funcao do tempo
indica que as mesmas nao sao estaticas, mas
se modificam em solucbes bioldgicas. Isto
aproxima em muito a DM de métodos experi-
mentais como a Ressonancia Magneética Nu-
clear (RMN, Capitulo 12), que geram medidas
representando, de fato, médias temporais,
colhidas durante a realizacao do experimento.
Assim, ao final de uma simulacdo de DM,
buscamos estas propriedades meédias,
representativas de comportamentos bio-
l6gicos medidos experimentalmente.

A descricdo conformacional oferecida
pela DM, para uma determinada molécula ou
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conjunto de moléculas, baseia--
se na solucao da 22 Lei de New-
ton, onde Fx, é a forca aplicada
ao atomo i na posicao x, ¢t € 0
tempo, v a velocidade e ¢, a
aceleracao do atomo i. Por ser
baseada na fisica desenvolvida
por Sir. Isaac Newton, a DM faz
parte dos métodos denominados
Classicos (também chamados de
meétodos de mecanica molecu-
lar), em oposicao aos métodos
baseados na fisica quantica (que
deram origem aos denominados
métodos de mecanica quantica).

d*x; Av,
F.=—m = m. = a.m,
Tt At
Assim, a DM nos possibilita obter

modelos de moléculas muito mais proximos
da realidade bioldgica, pois inclui diretamente
caracteristicas como a flexibilidade molecular
(através da  variacdo  temporal de
propriedades) e a temperatura (através da
aceleracdo dos &tomos). A maioria dos
fenébmenos bioldgicos estao associados a
flexibilidade de biomoléculas, como a catalise
e a modulacdo de canais i6nicos e de re-
ceptores acoplados a proteina G. De fato,
muitos destes processos vém sendo
descritos com sucesso por simulagées de DM
ao longo dos anos.

Outros tipos de simulacao estao
disponiveis, tais como o Método de Monte
Carlo, a Dinamica Estocastica e a Dinamica
Browniana. Iremos, contudo, nos ater a DM
em decorréncia de seu maior uso, nos ultimos
anos, no estudo de biomoléculas.

Muitos programas (Tabela 1-8) estao
disponiveis para a realizacao de simulacdes
por DM diferindo, por exemplo, quanto a seu
acesso  (gratuito ou  pago),  custo
computacional (isto é, tempo necessério para
a execucao de um mesmo calculo) e tipos de
campos de forca disponiveis (ver adiante).

N

P
/

Sir Isaac Newton

8.2. Campos de forca

Como visto no item ante-
rior, para descrever a variacao
da posicao x de um &atomo i
como fungdo do tempo pre-
cisamos conhecer o valor da
massa de cada atomo, m, (essa
é facil, vem da tabela periddica)
e a forca (Fx,) sobre cada dtomo
i em uma determinada posicao
x. A temperatura fornece ener-
gia para que os atomos sofram
uma aceleracdo, mudando suas
posicdes no espaco. Contudo,

Tabela 1-8: Alguns dos principais programas
disponiveis para simulacdes por DM.

Programa Distribuicao

Abalone Gratuito
ADUN Gratuito
AMBER Pago
Ascalaph Designer Gratuito
CHARMM Pago
Discovery Studio Pago
GROMACS Gratuito
GROMOS Pago
GULP Gratuito
LAMMPS Gratuito
MDynaMix Gratuito
MOE Pago
MOIL Gratuito
MOLDY Gratuito
NAMD Gratuito
RedMD Gratuito
TeraQuem Pago
TINKER Gratuito
YASARA Pago
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como os dtomos nao estao isolados, mas li-
gados a outros atomos formando moléculas
que, por sua vez, interagem com outras mo-
léculas, eles estao sujeitos a forcas inter-
atbmicas e inter-moleculares. O calculo
destas forcas € realizado por uma outra
funcdo matematica, denominada campo de
forca.

O campo de forca, seguindo a definicdo
da IUPAC, pode ser descrito brevemente
como “um conjunto de funcdes e
parametrizacdo usadas em calculos de
mecanica molecular”. Cada campo de forca
estabelece um conjunto de equacGes
matematicas dedicadas a reproduzir aspectos
do comportamento molecular, como o
estiramento de ligacées quimicas, a
deformacdo de um angulo de ligacao ou a
torcdo de um diedro, como podemos
observar em um espectro de infravermelho.
Estas equacdes, por sua vez, sdo calibradas
(ou seja, parametrizadas) para reproduzir o
comportamento dos compostos de interesse
(Figura 2-8).

Equacdes e parametrizacbes diferentes
podem ser empregadas, dando origem a
campos de forca diferentes, com vantagens e

.
e o
el
=

sy

também limitacdes. Por exemplo, enquanto
um tipo de campo de forca pode descrever
com elevada fidelidade proteinas, ele pode ser
bastante limitado na reproducéo da ge-
ometria de carboidratos ou &cidos nucleicos.
Desta forma, ao iniciarmos um estudo por
DM, devemos ter em mente qual o tipo de
molécula com o qual pretendemos trabalhar
e qual o melhor campo de forca para descre-
ve-la.

A escolha de um campo de forca nao é, contudo,
baseada somente no tipo de molécula com o qual
queremos lidar. Diversos outros aspectos podem
influenciar esta escolha. Existem, por exemplo,
diferentes niveis de simplificagdo na descricdo dos
atomos (Figura 3-8). O campo de forca pode descrever
todos os d&tomos do sistema (em inglés sao
denominados campos de forca all atom), mas isto
implica em um maior custo computacional, o que pode
se tornar proibitivo no estudo de grandes sistemas
moleculares se nao temos acesso a grandes
estruturas de processamento em paralelo (os
chamados clusters).

Como o elemento encontrado em maior quantidade
é o atomo de hidrogénio, uma primeira simplificacao é
denominada de &tomo unido (em inglés s&o
denominados campos de forca united atom). Neste

N, ,
ylisasao (7 (1)) = -4112 K,,“ |:b,f (t)— b'il :l.

n=|

Ny .
yansle (7 (1)) = %z K, [cos(eh_(l)) — cos(6, )]'

= n=1

y . ) 2
V””'"”’"m("(’)) = ; Z K_'f“ |:§,. (’) o é)“ :I

“ n=1

Voo (F () = z K, [] +cos(S, )cos(m"(p”(r))]

n=l

Figura 2-8: Representacdo de alguns termos que comp&em o campo de forca GROMOSS6. Ter-
mos semelhantes sdo também encontrados em diversos outros campos de forca.
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Figura 3-8: Representacao dos 20 aminoacidos, codificados no genoma para sintese proteica,
em um campo de for¢a descrevendo todos os atomos, em um campo de forga de atomo unido e

coarse-grained.

caso, os atomos de hidrogénio apolares, ou seja,
aqueles ligados a atomos de carbono, sa@o unidos a
este elemento, dando origem a um pseudodtomo
representando as propriedades de grupos CH, CH, ou
CH;. Excecao se da para o grupo CH de anéis
aromaticos, que tem os atomos de hidrogénio
descritos explicitamente nos campos de forca de
atomo unido mais modernos, como o GROMOSS6.

Ha, por fim, um terceiro nivel de simplificac&o,
denominado coarse-grained (CG). Neste campo de
forca, varios atomos podem ser agregados em uma
Unica particula, andloga ao pseudodtomo do modelo de
atomo unido. Por exemplo, todo um aminoacido pode
ser considerado como uma unica particula, como é o
caso da alanina e da glicina no campo de forca
MARTINI. Em outros residuos, este campo de forca
considera o esqueleto peptidico como uma particula e
a cadeia lateral de uma (como na cisteina, treonina e
serina) a trés (histidina e fenilalanina) ou quatro
(triptofano) particulas.

Quanto maior a simplificacdo, menor custo
computacional do cdlculo. Em outras palavras,
podemos simular sistemas com maior nimero de
atomos por mais tempo em computadores mais
baratos. Infelizmente, estas simplificacdes trazem
consigo algumas limitacdes. No caso do CG, perde-se a

capacidade de descrever elementos de estrutura 23,
mantendo-se somente a forma global da molécula em
estudo. Assim, em estudos onde sdo esperadas
mudancas no contetido de estrutura 22 o método de
CG nado é indicado. Mas, por ser muito rapido, pode
descrever movimentos entre diferentes dominios de
uma dada proteina, o que é dificil de ser observado,
usualmente, nos demais campos de forca. Por outro
lado, o caso dos modelos de &tomo unido traz
limitacdes como a dificuldade em se utilizar estes
campos de forca na obtencdo e refinamento de
modelos 3D de macromoléculas a partir de dados de
RMN (Capitulo 12).

Outra diferenca entre os campos de
forca diz respeito a descricao das moléculas
de dgua, o principal solvente de biomoléculas
(Tabela 2-8). De fato, uma das grandes
vantagens do método de DM é a capacidade
de incluir a presenca de moléculas de agua
nos modelos gerados, descrevendo as suas
interacdes, como funcao do tempo, com os
compostos em estudo. Da mesma forma que
visto para os campos de forca, existem
diversos modelos para descricac de
moléculas de agua, por vezes com mais de
uma opg¢ao para um mesmo campo de forca.
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Estes organizam-se em dois grandes grupos:
os modelos explicitos e os implicitos.

Tabela 2-8: Alguns dos modelos de agua mais
comumente empregados em simulacdes por
DMa.

Modelo Campos de forga Tipo
onde sao emprega-
dos
SPC AMBER, GROMOS, \
SPC/E OPLS
TIP3P
\*
TIP4P <
AMBER, CHARMM,
OPLS /‘
TIPSP | x
o
MARTINI Martini

2BUma revisao mais completa pode ser encontrada no
site: www]1.lsbu.ac.uk/water/models.html

Enquanto os modelos explicitos incluem os atomos
da molécula de agua, fisicamente, na simulacdo, os
modelos implicitos (também chamados de modelos
continuos ou continuum models) nao incluem estas
moléculas diretamente, mas indiretamente, através da
representacdo das propriedades dielétricas do
solvente. Os datomos que compdem a agua nao
participam das simulagbes, tornando o calculo
extremamente rdpido (usualmente, a grande maioria
dos atomos em um sistema a ser simulado por DM se
refere ao solvente). Infelizmente, enquanto estes
modelos implicitos sao bastante eficientes no estudo
de proteinas e acidos nucleicos, o0 mesmo ndo vem se
mostrando para carboidratos, compostos altamente
polares que interagem intensamente com o solvente.

Embora os principais campos de forga
empregados atualmente (AMBER, CHARMM,
OPLS e GROMOS) sejam compostos por
equacdes bastante semelhantes (ver a

seguir), cada um foi construido a partir de
decisbes metodolégicas distintas  apre-
sentando, portanto, particularidades im-
portantes. Como consequéncia, normalmente
os parametros de um campo de forca nao
sao transferiveis para outro campo de forca.

A importancia de conhecermos estas
caracteristicas, reconhecendo cada campo de
forca como entidade unica, reside no fato de
que um grande ndmero de compostos de
interesse biolégico nao é descrito nos
parametros atuais, o que pode limitar o seu
estudo  computacional.  Dentre  estes
compostos com caréncias de parametros
podemos citar aminoacidos modificados
(além dos 20 codificados no genoma),
neurotransmissores, horménios, fos-
folipideos, carboidratos, produtos naturais e,
por fim, farmacos. Como simulacées por DM
podem ser calculos extremamente de-
morados, deixar para descobrir no meio do
trabalho que seu modulador de interesse ndo
tem parametros no campo de forca escolhido
pode lhe custar alguns meses de trabalho.

Em linhas gerais, tanto a distancia entre 2 atomos
ligados quanto o angulo entre 3 dtomos consecutivos &
descrita a partir de V.. .io/inguo = K, [ —n,]% onde Ve a
energia, n é a distancia ou angulo em um dado
momento, n, é a distancia ou angulo de referéncia e K,
é a constante de forca da mola que mantém esses
valores ao redor dos valores de referéncia (Figura 2-
8).

Para diedros, a funcdo mais usualmente empregada
e baseada em 7, = K, [1 + cos(n, - 9)], sendo V' a
energia, , 0 valor do diedro e K, a altura da barreira de
energia entre diferentes estados conformacionais.
Estes estados surgem porque um diedro pode rodar
360° e, ao longo desta rotacdo, apresentar multiplos
minimos de energia. Assim ndo ha, necessariamente,
uma unica geometria de referéncia. O perfil rotacional
dos diedros tem a adicdo do parametro n, que
descreve a multiplicidade do diedro (ou seja, o nimero
de minimos de energia) e d, que diz respeito a mudanca
de fase e a localizacdo do maximo de energia ao longo
do perfil da rotacdo do diedro.

Apesar da semelhanga nesses termos, existem
diferencas importantes que devem ser consideradas. O
CHARMM, por exemplo, emprega uma equagao
adicional na descri¢ao dos angulos de ligacdo, chamada
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Urey-Bradley, que busca preservar a distancia entre o
primeiro e o terceiro atomos de um angulo. Outra
diferenca se refere aos termos que descrevem a
planaridade ou quiralidade em um conjunto de quatro
atomos, o que é usualmente chamado de diedro
improéprio (Figura 2-8). Enquanto AMBER e OPLS os
descrevem da mesma forma que os demais diedros
(também chamados de diedros préprios), CHARMM e
GROMOS aplicam uma equacao diferente, que se
assemelha aquela empregada para distancias e
angulos.

Abordar  com profundidade  a
construcao de parametros para campos de
forca esta além do objetivo deste livro. Mas
em muitos casos ha uma solugao um pouco
mais simples para o problema. Uma
caracteristica importante de campos de forga
e a chamada transferabilidade. Isto significa
que grupos quimicos semelhantes possuem
propriedades semelhantes que podem, assim,
serem transferidas de uma molécula para
outra. Por exemplo, o grupo hidroxila de um
residuo de Ser € equivalente ao grupo
hidroxila de um residuo de Thr. Assim, ha uma
reducdo enorme na necessidade de
construcao de parametros para novos
compostos, se respeitarmos a semelhanca
quimica entre eles.

8.3. Minimizacao de energia

Quando iniciamos um estudo baseado
em simulacdes por DM, podemos empregar
estruturas de partida de diferentes origens,
como modelos tedricos (ver capitulo 7) ou
ainda dados experimentais de cristalografia

2000,00ps 2000,50ps

Figura 4-8: Explosao em uma simulacao por DM.

de raios-X (ver capitulo 13) ou de RMN (ver
capitulo 12). Independente de sua origem
estas estruturas, ao serem solvatadas, criam
interacées  soluto-solvente até  entao
inexistentes (seja pelo dado ser tedrico obtido
no vacuo, em ambiente cristalino ou como
uma meédia de diferentes conformacées). Mas
o solvente precisa se adaptar ao redor de seu
soluto, e isto precisa ser corrigido antes que a
simulacao por DM se inicie. Por exemplo,
quando o programa insere uma molécula de
agua, esta pode ter seu hidrogénio apontando
para um atomo de hidrogénio da cadeia
lateral de uma arginina, promovendo uma
repulsdo eletrostdtica pela proximidade de
duas cargas de sinais iguais. Se isto ndo for
corrigido antes do inicio da DM, a liberacao
desta energia na simulacdo pode gerar uma
explosdo da simulacao (Figura 4-8) ou, de
forma mais sutil (mas nem por isso menos
perigosa para o estudo), promover mudancgas
conformacionais na proteina, ou mesmo
desnaturacdes. Em outros casos, como na
obtencao de modelos tedricos para a
estrutura 3D de proteinas, a construcao de
cadeias laterais de aminoacidos pode
aproxima-las  artificialmente (e exces-
sivamente) de outros residuos.

Assim, uma das principais formas de
tentar eliminar estes problemas reside no
calculo de minimizacdo de energia (Figura 5-
8). Durante este calculo, a energia global do
sistema é reduzida, alcancando por fim uma
conformagao mais estavel para o sistema em
estudo (ou seja, um estado de minimo de
energia).

2001,00ps 2001,50ps
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Figura 5-8: Exemplo da evolucao de proprie-
dades moleculares no decorrer de uma mini-
mizacao de energia. A cada passo, a energia
do sistema diminui, com a reducao de conta-
tos desfavoraveis e a formacao de interacoes
intra- e inter-moleculares como ligacdes de
hidrogénio.
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8.4. Simulacoes por DM

Aléem da escolha do campo de forga e
do modelo de agua, o preparo e a andlise de
uma simulacao por DM deve considerar al-
guns aspectos metodoldgicos importantes,
dentre os quais destacaremos as condicdes
periddicas de contorno, a equilibracao, a
amostragem, o tempo de integracao e o cal-
culo de interacdes nao ligadas. Uma escolha
inadequada destas propriedades pode signifi-
car desde um maior custo computacional (is-
to é, uma simulacdo demorando mais do que
precisaria) a resultados que nao representam
situacdes reais.

Condicdes periddicas de contorno

Quanto maior o nimero de moléculas

incluidas em uma simulacdo, maior sera o
tempo necessario para realizar o calculo. Por
isso, buscamos sempre incluir o menor
nimero de moléculas possivel capaz de
descrever as condicdes experimentais ou
fisioldgicas de referéncia. No caso da
proteina, estamos na maioria das vezes ainda
limitados a simulacéo de uma unica molécula
(salvo no caso de oligbmeros). Contudo, a
proteina nao costuma ser a parte mais cara
computacionalmente do calculo, mas sim a
inclusao do solvente (explicito). Uma
otimizacao no nimero de moléculas de agua
pode representar uma grande otimizacdo no
tempo de maquina para conclusao da
simulacdo (o que permite aumentar o
tamanho da amostragem do estudo, ver
adiante).

Uma forma de controlar o ndmero de
moléculas de agua é controlando o tipo de
"caixa" onde o sistema sera simulado. Por
caixa entendemos o espaco tridimensional
onde soluto (biomolécula) e solvente
(normalmente &gua) sao colocados. O
tamanho e a forma desta caixa, usualmente
centralizada no soluto, definird a quantidade
de solvente a ser inserida.

Atualmente, ndo é comum definir a forma da caixa
como uma esfera, por motivos que explicaremos a
seguir. As formas mais comuns sado cubica, octaédrica
e dodecaédrica. A forma de um octaedro apresenta
77% do volume de um cubo, enquanto que o
dodecaedro 71%, representando a forma mais préxima
de uma esfera. Contudo, como a forma de proteinas e
outras biomoléculas varia muito, devemos avaliar qual
caixa se adequa melhor ao sistema em estudo. Por
exemplo, a simulacdo de membranas é normalmente
realizada em um cubo ou uma forma retangular, que
pode ser uma boa alternativa também para proteinas
em forma de bastao.

0 uso de uma caixa em forma de esfera ao redor da
proteina de interesse nos levaria a um aproveitamento
do espaco tridimensional melhor do que o dodecaedro,
economizando mais moléculas de agua e, assim,
liberando custo computacional. Contudo, as moléculas
em uma simulacéo por DM podem se difundir ao longo
da caixa. Como além da caixa de simulacao temos
condicdes de vacuo, o solvente iria progressivamente
evaporar, a partir da face da esfera. A forma de
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impedir isso € criar uma forca que impeca as
moléculas do sistema de ultrapassarem os limites
desta esfera, o que representa a inclusdo de forcas
artificiais, ndo observaveis em condicées bioldgicas.

As formas geométricas empregadas
mais frequentemente em em simulacdes por
DM estao relacionadas a uma estratégia
denominada condicbes periddicas de contorno
(Figura 6-8). Estas formas permitem que
uma caixa de simulacao seja replicada em
todas as suas dimensdes, de forma periddica.
Estas reéplicas sao idénticas a caixa
construida, de forma que um movimento
molecular em uma sera idéntico ao
movimento da mesma molécula na outra.
Mas, agora, a face da caixa nao esta em con-
tato com o vacuo, mas com solvente. E, caso
uma molécula saia da caixa central, uma de
suas imagens entraréd pela face oposta,
mantendo o nimero de moléculas constante.
Isto representa uma continuidade da solucao,
nos aproximando de condicdes experimentais.

%9 %9 g
000 000 9
9° J|lo@° , OQOJ:
%9 %9 g
000 000 9
9° oll0@° , %oor
%9 %9 g
000 0°° 9
D° o|[o9° o °9°ﬁf

Figura 6-8: Representacao das condices pe-
riddicas de contorno em uma simulacao por
DM. Somente a caixa central é simulada, en-
quanto que as replicas garantem a continui-
dade do sistema, isto &, auséncia de contato
das moléculas com o vacuo.

Devemos, contudo, tomar cuidado para ndo definir
uma caixa excessivamente pequena, buscando

economizar custo computacional ao reduzir a
quantidade de solvente excessivamente. Se a caixa for
pequena demais, a proteina pode interagir com suas
imagens, geradas pelas condicdes periodicas de
contorno, criando uma situagao artificial que
provavelmente iré deturpar os resultados obtidos. E
importante, assim, avaliar se o corte das interacdes
nao ligadas (ver adiante) & menor que a distancia da
proteina as suas imagens.

Equilibragdo

A ideia de equilbracido de uma
simulacao por DM se refere a estabilizacao de
suas propriedades, ou seja, que estas alcan-
cem um estado de equilibrio. Considera-se
que, antes de estarem equilibradas, as
propriedades em  estudo apresentam
variacoes ou comportamentos nao
representativos das situacSes de interesse.
Assim, € necessario que o tempo de
simulacao seja suficientemente longo (tama-
nho da amostragem, ver adiante) para que as
propriedades em estudo estejam ade-
quadamente equilibradas. Na Figura 1-8, por
exemplo, a simulacdo de um monémero de
melitina demora em torno de 4 ns para se
equilibrar.

Um dos motivos mais comuns para a necessidade
de equilibracdo é devido ao uso de estruturas 3D
derivadas de ambientes cristalinos, isto &, aquelas
obtidas por cristalografia de raios-X. Este ambiente
apresenta concentracao de proteinas muito maior do
que aquela observada, usualmente, nas condicdes bio-
l6gicas de interesse, por vezes em estados
oligoméricos nao observados em condicdes bio-
l6gicas. Assim, a remocao destes contatos e sua
substituicdo por moléculas de agua, acarretara em
uma instabilidade inicial na simulac&o, envolvendo: 1) a
perda de contatos cristalograficos, e 2) a formacao de
interag6es com moléculas de agua.

Infelizmente, a busca por tempos de simulacdo
"suficientemente longos" para equilibracdo das
propriedades de interesse pode ser desafiadora, pois
nem todas as propriedades moleculares equilibram a
uma mesma velocidade. Por exemplo, a interacdo de
uma proteina com o solvente equilibra usualmente
mais rapidamente do que a perda ou a formacéo de
estrutura 2478, Estas, por sua vez, equilibram mais
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rapidamente que o movimento de dominios em uma
dada proteina.

Amaostragem

A amostragem de uma simulacao por
DM se refere a quao bem ela é capaz de des-
crever o comportamento do sistema molecu-
lar em estudo. Idealmente, a amostragem de
uma simulacao deve ser longa o bastante pa-
ra descrever os fenémenos de interesse.
Contudo, a simulacdo de sistemas complexos
como aqueles envolvendo biomoléculas fre-
guentemente esbarra em amostragens ainda
inalcancaveis em decorréncia de seu elevado
custo computacional.

A maneira mais simples de se entender a amostra-
gem é considerando o tamanho da simulacdo em uma
escala de tempo. Um maior tempo de simulacao impli-
ca em uma maior amostragem. Contudo, diversos as-
pectos podem interferir neste entendimento. O
aumento do nimero de moléculas e dtomos no siste-
ma aumenta o numero de possiveis conformacdes a
serem adotadas. Por outro lado, o uso de campos de
forca do tipo atomo unido ou ainda coarse-grained,
ao reduzir o numero de atomos, reduz o nimero de
possiveis estados conformacionais a serem adotados
pelo sistema, tornando assim a amostragem maior em
uma mesma escala de tempo.

Tempo de integracdo

O calculo de uma simulacao por DM nao
gera informac6es continuas, mas sim é dividi-
da em pequenos passos, usualmente na es-
cala de femtossegundos (fs). A sucessao
destes passos dara origem ao nosso entendi-
mento de trajetdria, isto é, a evolucao tem-
poral do comportamento molecular na
simulacao realizada. O tamanho destas partes
€ 0 que chamamos de tempo de integracao
(Figura 7-8).

A definicao de um valor apropriado para
o tempo de integracdo esta diretamente rela-
cionada ao tamanho da amostragem da si-
mulacao e, por conseguinte, ao custo
computacional da mesma. Conforme ilustra-
do na Figura 7-8, a descricao de uma deter-
minada propriedade tempo-tempendente

0.5fs
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Figura 7-8: Representacdo do efeito de dife-
rentes tempos de integracao na amostragem
de uma simulacao por DM. Valores muito pe-
quenos (0,5fs) descrevem fenémenos com
maiores detalhes, mas mais lentamente. Va-
lores muito grandes (4,0fs) apresentam me-
nores custos computacionais, mas podem dar
origem a instabilidades.

pode ser feita empregando-se diferentes va-
lores de tempo de integracao. Quanto maior
este valor, menos passos de célculo serdo
necessarios a descricao do fenémeno e, por
conseguinte, menor sera o custo computaci-
onal associado. Quanto menor este valor,
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Mais passos serao necessarios e, assim, mai-
or o custo computacional. Infelizmente, o uso
de tempos de integracao muito elevados pode
gerar instabilidades na trajetdria, de forma
que valores intermedidrios sao usualmente
empregados, no caso da Figura 7-8, 2fs.

Os valores de tempo de integracdo mais frequente-
mente empregados em simulacdes baseadas em cam-
pos de forca atomisticos (isto é, todos os atomos sao
descritos) ou de atomo unido sao 1fs, 2fs ou 5fs. O uso
de 1fs é realizado quando as moléculas e suas ligacoes
sao tratadas como flexiveis durante a simulacao, en-
quanto 2fs requerem o tratamento das ligacdes quimi-
cas como rigidas. Ja para o uso de 5fs, toda a molécula
é tratada como rigida (ou seja, angulos e diedros nao
podem ser modificados), uma alternativa pouco utili-
zada no estudo de sistemas bioldgicos. Em algumas si-
tuacdes podem ser empregados tempos de integracao
menores que 1fs, mantida toda a flexiblidade da molé-
cula. Em outros casos, como em simulacdes do tipo
coarse-grained, tempos de integracdo de ate 40fs.

Cdlculo de interagoes nao ligadas

Uma das partes mais custosas compu-
tacionalmente em simulacées por DM envolve
o calculo das interacdes nao ligadas, isto €,
interacGes eletrostaticas (calculadas por ter-
mos de Coulomb) e de van der Waals (calcu-
ladas pelo potencial de Lennard-Jones). Para
se ter uma ideia, enquanto o nimero de ter-
mos ligados (isto é, ligacdes, angulos e die-
dros) é proporcional ao nimero de dtomos, o
nimero de interacdes nao ligadas aumenta
como funcao do quadrado do nimero de &to-
mos do sistema. Assim, economizar custo
computacional no cdlculo destas interacdes
representa uma significativa reducao no custo
da simulacao como um todo. Como estas in-
teracdes decrescem rapidamente em intensi-
dade conforme dois &tomos se distanciam no
espaco, e possivel realizar cortes nestas inte-
racGes (cut-off). Em outras palavras, a partir
da distancia definida por estes cortes, nenhu-
ma interacdo nao ligada sera calculada (Figu-
ra 8-8).

Por exemplo, consideremos dois possiveis raios de
corte na simulacdo do soluto apresentado na Figura 8-
8. 0 uso do raio a representaria um menor custo com-

putacional, tendo em vista que nenhuma interacdo de
Coulomb seria avaliada a partir desta distancia. Ja o uso
do corte b traria um maior custo computacional, in-
cluindo as interacées entre o soluto e as moléculas na
faixa cinza da figura. Contudo, ao reduzir o custo com-
putacional, o corte a potencialmente implicara na per-
da de informacdes importantes, por ser muito préximo
do soluto. Assim, a distancia b seria preferivel.

Figura 8-8: Representacao de regides de cor-
te, a e b, a partir de um soluto, para calculo
de interacdes nao ligadas.

A eliminacao repentina da avaliacdo das interacdes
ndo ligadas através de um cut-off pode gerar instabili-
dades ou erros na amostragem da simulacdo. Desta
forma, estas interacées a longas distancias costumam
ser descritas por outros tipos de métodos, como PME,
Ewald ou Campo de Reacdo (Reaction-Field), dentre
outros. Este tratamento € usualmente aplicado so-
mente as interacées de Coulomb, mais sensiveis a efei-
tos originados de cortes nas interacdes.

8.5. Estratégias de analise

Um dos maiores desafios em um estudo
baseado em DM frequentemente reside mais
na analise e interpretacao dos resultados ob-
tidos do que no preparo do sistema. De fato,
simulacbes de proteinas em agua podem ge-
rar facilmente muitas dezenas de gigabytes
de dados. Como retirar informacées destas
trajetorias, quais informacdes retirar e como
interpretar estas informacdes, no contexto do
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assunto em estudo, envolverm muitas vezes
mais tempo do que a simulacao computacio-
nal em si.

Os tipos de andlises a serem emprega-
das estardo intrinsecamente relacionados a
natureza do problema em estudo. Por
exemplo, se estamos estudando uma proteina
tentando mimetizar o ambiente nativo da
mesma, em principio, ela nao pode se desna-
turar durante a simulacdo. Por outro lado, o
estudo de membranas elimina esta preocu-
pacao mas nos traz a necessidade de avaliar
as propriedades dos lipideos enquanto imer-
sos num fluido. Adicionalmente, dados preévi-
os sobre caracteristicas estruturais e/ou
funcionais das moléculas em estudo, obtidos
tanto por métodos computacionais quanto
por outras ferramentas experimentais sdo
fundamentais na concepcao, preparo, execu-
¢ao e anadlise de estudos por DM. Esta &, fun-
damentalmente, a razao pela qual este livro
traz em si diversos métodos experimentais.

Neste momento, a adequacao da amos-
tragem as propriedades em estudo assume
importancia fundamental. Se buscamos estu-
dar o movimento de dominios de uma protei-
na, simulacdes de dezenas de nanossegundos
ndo serao suficientes, requerendo potencial-
mente tempos préximos de microssegundos,
possivelmente inviabilizando o estudo por DM.
De forma semelhante, a observacdo do eno-
velamento de proteinas por DM é impraticavel
na grande maioria dos casos, salvo em pe-
quenas proteinas ou peptideos, de qualquer
forma, requerendo no minimo centenas de
nanossegundos. Por outro lado, reorientacdo
ou refinamento de cadeias laderais de residu-
os de aminoacidos ou de ligantes em comple-
xos farmaco-receptor podem ser observados
frequentemente em algumas dezenas de na-
nossegundos.

As andlises de simulagées por DM de-
vemn, preferencialmente, ser realizadas ob-
servando propriedades de complexidade
crescente (o que costuma estar associado ao
tempo requerido a equilibracao desta propri-
edade). Assim, as primeiras propriedades a
serem avaliadas sdo normalmente a pressao
(no caso de simulagées NPT, mais comuns em

sistemas bioldgicos), o volume (no caso de
simulacées NVT), a densidade e a energia to-
tal do sistema. Todas estas propriedades de-
vem alcancar um patamar estavel, paralelo
ao eixo x (tempo). Pode-se observar alguma
variacdo no inicio da simulacdo mas, em se-
guida, devem atingir este patamar e se man-
ter neste nivel ao longo da simulacdo. Estas
costumam ser propriedades de rapida equili-
bracao em simulacdes por DM.

Garantidas estas propriedades, pode-
mos passar a analise de aspectos mais com-
plexos, como do comportamento da estrutura
proteica ao longo da simulacdo. Neste grupo,
as ferramentas mais comumente emprega-
das incluem o RMSD, o RMSF, o raio de giro,
distancias entre atomos ou grupamentos e a
evolucao do contelido de estrutura 22"@ como
funcao do tempo.

O RMSD (do inglés root mean square deviation ou
desvio quadrético meédio) é uma das principais estraté-
gias de andlise empregadas no estudo por DM de pro-
teinas (Figura 9-8A). Indica o quanto a estrutura da
proteina de interesse se modifica ao longo de uma si-
mulacdo, em relacdo a estrutura de partida, normal-
mente cristalografica. Assim, € usual que haja um
aumento progressivo no RMSD de uma proteina, par-
tindo de O, até um patamar, o que pode indicar a equili-
bracdo do sistema. Este patamar pode variar em
funcdo das caracteristicas da proteina mas, como um
ponto de partida, podemos considerar um valor em
torno de 3 A guando todos os &tomos do sistema sao
empregados na medida. Valores acima deste podem
sugerir movimentos maiores de alcas, em relacdo ao
cristal, ou perda de estrutura 24, enquanto valores
menores tendem a indicar sistemas mais semelhantes
a referéncia cristalografica.

Uma consideracdo importante quando realizamos
andlises de RMSD se refere ao fato de que esta andlise
oferece uma medida média de um conjunto de atomos,
selecionados para a andlise. Se todos os atomos de
uma proteina sao considerados, como no exemplo aci-
ma, os valores observados trazem consido influéncias
de diferentes regides da proteina. Por exemplo, nor-
malmente conjuntos de hélices o se modificam menos
durante uma simulacao do que regides de alcas. Caso
facamos uma andlise de RMSD separada para estas
regides, veremos hélices o com valores menores e al-
cas com valores maiores do que aqueles considerando
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Figura 9-8: A) Helipticidade (vermelho) e
RMSD, e B) RMSF para a melitina. O RMSD foi
calculado para toda a proteina (azul) e para o
esqueleto peptidico (verde). J& o RMSF foi
medido como meédia para toda a trajetdria
(preto), para os primeiros 3 ns (roxo) e para
os ultimos 5 ns (laranja).
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ambas regides juntas. Processo similar ocorre caso
consideremos todos os &tomos do sistema (maior
RMSD) ou simplesmente o esqueleto peptidico (menor
RMSD) (Figura S-8A).

Na analise por RMSD, todo resultado obtido ira de-
pender da geometria de partida da simulacao, usual-
mente cristalografica. 0 RMSF (do inglés root mean
square fluctuation ou flutuacdo quadratica meédia), em
contrapartida, ndo apresenta esta dependéncia, mas
descreve a variacao da posicao dos atomos (ou residu-
os de aminodcidos) durante a simulacao, indicando a

flexibilidade do sistema (Figura 9-8B). Valores maiores
de RMSF serao, portanto, usualmente observados para
alcas, e valores menores para hélices a. Por outro lado,
regides de hélices o apresentando valores elevados de
RMSF podem estar passando, durante a simulacao, por
perda de sua estrutura 2.

Enquanto o RMSD apresenta um valor médio, a cada
passo da simulacao, para todos os dtomos do sistema,
o RMSF apresenta um valor médio, para cada atomo ou
residuo (usualmente mais util para proteinas), ao longo
de todos os passos da simulacd&o. Assim, valores de
RMSF para toda a trajetéria podem diferir, por
exemplo, daqueles observados no inicio e/ou no final
da simulacao (Figura S-8B).

Ainda, ao observarmos o quanto uma
proteina muda sua forma 3D em relacao ao
cristal ou a flexibilidade de cada residuo ao
longo da simulagao, nao temos informacdes
diretas sobre o comportamento dos elemen-
tos de estrutura 2% da proteina. Um valor de
RMSD elevado pode tanto sugerir a desnatu-
racdo de uma hélice quanto uma reorientacao
da mesma que, contudo, pode se manter
enovelada. Da mesma maneira, um residuo
muito flexivel (conforme observado pelo
RMSF) nao necessariamente sera encontrado
somente em alcas. Para tal, devemos empre-
gar anadlises especificas capazes de indicar
como a estrutura 2% da proteina se com-
porta na simulacdo por DM.

Conforme observado no Capitulo 2, a definicao da
estutura 2% nao é algo téo simples e direto como
possa parecer. Existe mais de uma forma de definir hé-
lices e folhas, e diferentes estratégias podem oferecer
resultados distintos. Por exemplo, o programa DSSP
descreve a estrutura 2@ a partir do padrao de liga-
cbes de hidrogénio na sequéncia polipeptidica. A infor-
macao relacionada a interacdes por ligacdo de
hidrogénio o programa STRIDE adiciona parametros
torsionais relacionados ao esqueleto peptidico.

Outro aspecto importante quanto a analise do
comportamento da estrutura 24 diz respeito a escala
de tempo na qual hélices e fitas se enovelam. Enquanto
hélices usualmente se enovelam numa escala de
tempo de centenas de nanossegundos, simulagées de
poucas dezenas de nanossegundos terdo dificuldades
em prever estes fenémenos. O caso de fitas é ainda
mais complexo, exigindo escalas de tempo uma ordem
de grandeza superiores.
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Uso de estatistica

Embora seja pratica corriqueira, mesmo obrigato-
ria, na grande maioria dos métodos experimentais em-
pregados no estudo de sistemas bioldgios, o uso de
métodos estatisticos ndo &, ainda, comum na analise de
resultados obtidos em simulacdes por DM. Isto se deve
ao fato de que, em uma mesma simulacao, sd@o nor-
malmente gerados centenas de milhares ou mesmo
milhdes de dados para uma mesma variédvel (tamanho
da simulacdo dividido pelo tempo de integracdo). O
grande n assim obtido tendera a tornar estatistica-
mente significativa mesmo variacdes bem pequenas
nas propriedades de interesse.

Com a reducdo no custo dos computadores e au-
mento em sua velocidade, assim como na melhoria dos
programas disponiveis, uma nova abordagem vem se
apresentando, aproximando a andlise de simulacdes
por DM de estudos experimentais convencionais. Tra-
ta-se da realizacdo de mdltiplas simulacdes para um
mesmo sistema. Assim, a informac&o a ser empregada
nas andlises é a meédia da informacao gerada nas di-
versas simulacoes.

8.6. Limitacoes atuais da DM

Como toda técnica experimental,
simulacées por DM possuem limitacdes
importantes que devem ser conhecidas pelos
seus usuarios de forma a reduzir a chance de
interpretacdes equivocadas dos resultados
obtidos.

Uma consequéncia direta da realizacao
de calculos baseados na mecanica molecular,
ou seja, empregando campos de forga, € a
auséncia de elétrons. Este tipo de calculo nao
considera os elétrons e, por conseguinte, os
resultados obtidos apresentam limitacdes em
lidar com fenémenos envolvendo elétrons
diretamente. Assim, simulacées por DM nao
sdo capazes, por exemplo, de descrever
reacdes quimicas, como as observadas na
acdo de enzimas ou em processos de
oxidacao e reducdo. Uma alternativa recente
para esta limitacao envolve métodos
denominados hibridos entre a mecanica
molecular e a mecanica quantica.

Simulacdes por DM apresentam grande
dificuldade em descrever a energia livre de

Gibbs associada a eventos moleculares.
Portanto, informacbes sobre constantes de
equilibrio, constantes cataliticas ou afinidades
entre moléculas nao sao usualmente
acessiveis, com precisao, através destas
técnicas. Embora diversas técnicas gerem
estimativas de energia livre associadas a DM,
como a perturbacao da energia livre, o linear
interaction energy e a metadinamica, cada
uma possui suas proprias limitagbes, di-
ficultando seu uso amplo em estudos por DM.
Por fim, e ndo menos importante, temos
a dificuldade em obter amostragens
compativeis com fenémenos observaveis em
experimentos ou fisiologicamente. Mesmo
nos maiores centros de supercomputacao do
mundo, ainda ndo chegamos, na grande
maioria dos casos, em escalas de tempo
compativeis com o comportamento de
proteinas em solucdes bioldgicas. Por isso,
devermos ter em mente que os resultados
obtidos, por mais confidveis e corretos que

sejam, nao necessariamente representam,
estatisticamente, fenémenos medidos em
solucao.

8.7. E outras biomoléculas?

A maior parte da literatura, seja em li-
vros seja em artigos, se refere ao estudo de
proteinas. Acidos nucleicos, membranas e
carboidratos vém sendo estudados com me-
nos frequéncia, comparativamente, ao longo
dos anos. Embora possa se justificar esta di-
ferenca em decorréncia do fato de que as
proteinas sao as moléculas efetoras da infor-
macgao geneética, esta nao é a Unica justificati-
va, tampouco proteinas sao 0s UNiCos
compostos bioldgicos importantes para a
manutencao da vida.

O estudo de moléculas de DNA, por
exemplo, vem ganhando importancia com o
desenvolvimento de compostos capazes de
interagir, seletivamente, com regides especi-
ficas do DNA, como é o caso dos agentes an-
tineoplasicos. Enquanto moléculas de DNA
apresentam estruturas mais ou menos bem
definidas, moléculas de RNA sao extrema-
mente versateis e complexas conformacio-
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nalmente, a cada momento se mostrando co-
mo capazes de atuarem em mais fenémenos
bioldgicos. Valorizacao semelhante vem sen-
do observada para membranas e carboidra-
tos que, progressivamente, deixam de ter
papeéis passivos, simplesmente estruturais,
passando a desempenhar papéis ativos, sina-
lizando diretamente mdltiplas respostas em
organismos.

Assim, a construcao de modelos computacionais
para o estudo de biomoléculas deve incluir o maximo
de propriedades importantes ao desenvolvimento nor-
mal de suas funcdes, em condicdes nativas. Uma pro-
teina inserida em membrana ird exigir a inclusao da
membrana nas simulacdes, da mesma maneira que
uma glicoproteina ira demandar a inclusao da parte sa-
caridica em seu estudo.

Do ponto de vista da disponibilidade de
parametros de campos de forca, diferentes
classes de biomoléculas apresentam diferen-
tes disponibilidades de parametros. Por isso,
é importante considerar todos os componen-
tes do sistema molecular quando da escolha
do campo de forga a ser empregado. Se a
nossa molécula em estudo é uma glicoprotei-
na, ndo adianta empregar um campo de forca
excelente para carboidratos se o0 mesmo nao
possui parametros para o estudo de protei-
nas.

Atualmente, os principais campos de forga sdo
capazes de descrever a grande maioria das classes de
biomoléculas. Originalmente, no entanto, o campo de
forca AMBER foi desenvolvido para o estudo de &cidos
nucleicos e proteinas, o CHARMM para proteinas, o
GROMOS para lipideos e o OPLS para liquidos e
solventes. Com o passar do tempo, cada um desses
parametros foi sendo aprimorado focando em
diferentes biomoléculas, de forma que, hoje, alguns
sdo empregados com maior frequéncia para
determinados sistemas por melhor descreverem suas
propriedades (estruturais, conformacionais ou fisico-
quimicas).

No caso especifico de proteinas, os campos de
forca citados acima descrevem de forma semelhante
sua estrutura, conformacao e dinamica. No caso de
lipideos, a maior parte dos estudos envolve os campos
de forca CHARMM e GROMOQOS, embora o ultimo ofereca
um ganho de velocidade de até nove vezes devido a sua
natureza de atomo unido.

Para acidos nucleicos, os campos de forga mais
amplamente utilizados séo o AMBER e o CHARMM,
tanto para DNA quanto para RNA.

A parametrizacdo de carboidratos, por sua vez,
estd imersa em desafios devido a sua elevada
complexidade estrutural e conformacional, de forma
que uma sucessao de novos parametros vém sendo
desenvolvida.

Por fim, o grupo de compostos mais
desafiadores com relacao a disponibilidade
prévia de parametros envolve os farmacos ou
moduladores da funcao proteica que nao es-
tao sob uso terapéutico (genericamente cha-
mados de ligantes). Em decorréncia de sua
variedade e originalidade quimica, é extrema-
mente dificil ter, de antemao, parametros
proprios a sua descricao. Assim, é frequente a
necessidade de parametrizacao dos ligantes
em estudo, seguindo as caracteristicas do
campo de forca em uso.

Embora os quatro campos de forca citados
possuam parametros para um amplo espectro de
grupamentos funcionais, para casos especificos
ferramentas como o servidor PRODRG (para o
GROMOQS) e o GAFF (para o AMBER) sao capazes de
gerar parametros, com graus variados de precisao, que
podem ser empregados no estudo de compostos
organicos em geral.

8.8. Conceitos-chave

Amostragem: refere-se a descricdo do compor-
tamento conformacional de uma dada
molécula em uma simulagao.

Campo de forca: conjunto de equagbes que
descreve o comportamento molecular em
célculos de mecanica molecular. E ajusta-
do para cada tipo de molécula a ser estu-
dado.

Campo de forca all atom (todos os atomos):
considera todos os atomos do sistema ex-
plicitamente.

Campo de forca united atom (atomo unido):
transforma grupos CH, CH, e CH; em uma
Unica particula ou pseudoatomo, reduzin-
do o numero de atomos a ser descrito.



8. Dinamica Molecular

Grupos CH de anéis aromaticos sdo des-
critos explicitamente.

Campo de forgca coarse-grained: transforma
grupos de atomos em particulas, reduzin-
do o custo computacional ainda mais do
gue campos de atomo unido.

Condigdes periddicas de contorno: condigao
empregada em simulacdes por DM que
impede o contato das moléculas do siste-
ma com o vacuo, representando o sistema
de forma periddica.

Cut-off: representa um corte no calculo de inte-
racdoes nao ligadas, reduzindo o custo
computacional do calculo. A partir da dis-
tancia definida, estas interacbes ndo sdo
mais calculadas.

Diedro proprio: angulo formado por quatro ato-
mos ligados em sequéncia. Os primeiros
trés atomos definem um plano, enquanto
os ultimos trés definem outro plano. O
angulo formado por estes dois planos é o
diedro.

Diedro impréprio: angulo formado por quatro
atomos que ndo estdo ligados em
sequéncia. E empregado para garantir, por
exemplo, a quiralidade de atomos e a pla-
naridade de anéis.

Dinamica molecular: tipo de calculo em que as
coordenadas dos atomos variam como
funcdo do tempo.

Equilibracdo: periodo em que propriedades de
uma simulacdo de DM demoram para
atingir um patamar estavel. Diferentes
propriedades podem requerer tempos di-
ferentes para equilibrar.

Mecanica molecular: tipo de céalculo em que o
comportamento molecular é descrito a
partir das equagdes da mecanica classica
ou de Newton.

Mecanica quantica: tipo de calculo em que o
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comportamento molecular é descrito a
partir das equagdes da mecanica quantica.

Minimizagdo de energia: tipo de calculo em que
a energia do sistema é reduzida através
da otimizacdo das posicdes atbmicas.

Modelo de agua explicito: modelo no qual as
moléculas de agua sao descritas pela pre-
senca fisica de seus atomos.

Modelo de agua implicito: modelo no qual as
moléculas de agua sdo descritas sem a
presenca fisica de seus atomos.

NPT: condicdo de simulagdo na qual o nlimero
de particulas, a pressdo e a temperatura
permanecem constantes.

NVT: condicdo de simulagdo na qual o numero
de particulas, o volume e a temperatura
permanecem constantes.

Tempo de integragdo: tamanho do passo em-
pregado em calculos de DM.

Transferabilidade: em um campo de forga, se
refere @ manutencdo das propriedades de
um grupamento funcional em diferentes
moléculas. Assim, uma hidroxila alcodlica
de um residuo de serina tera os mesmos
parametros que a mesma hidroxila em
uma treonina.
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