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RESUMO 

 

A trombina é uma serino protease da família das quimotripsinas envolvida na 

digestão e processos degradativos que possui um importante papel na ativação dos 

fatores da coagulação e nas vias fibrinolíticas apresentando-se, portanto, como um 

potencial alvo para o desenvolvimento de novos agentes anticoagulantes. Uma 

estratégia moderna empregada na busca por tais compostos envolve a elucidação 

dos aspectos estruturais e dinâmicos associados ao reconhecimento molecular entre 

enzima e seus moduladores sejam por estratégias ditas experimentais quanto 

computacionais. Sendo assim, este trabalho apresenta a caracterização de sistemas 

envolvendo inibidores de trombina, tanto covalentes (PPACK) quanto alostéricos 

(suramina), através de simulações de dinâmica molecular como meio de estudar a 

dinâmica e, assim, entender o processo de inativação da trombina para o 

desenvolvimento de novos agentes antitrombóticos. 

Os resultados obtidos possibilitaram a caracterização da dinâmica de interação 

dos referidos inibidores com a trombina, permitindo-nos identificar: 1) o papel do 

solvente no reconhecimento enzima-inibidores; 2) a modulação conformacional da 

enzima-alvo na presença de seus moduladores; e 3) o efeito de forças associadas 

ao empacotamento cristalino sobre a formação de complexos enzima-inibidor. A 

partir da validação dos protocolos e resultados obtidos, da interação direta com 

outras metodologias experimentais e da extrapolação de observações funcionais, 

espera-se, portanto, que os resultados obtidos venham a contribuir no 

desenvolvimento de uma linha de pesquisas visando o planejamento, a síntese e a 

obtenção de novos candidatos a protótipos de agentes antitrombóticos. 
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ABSTRACT 

 

 Thrombin is a serine protease of the chymotrypsin family, involved in 

digestion and degradative processes playing an important role in the both 

coagulation factors activation and fibrinolitic pathways. These aspects turn this 

enzyme a potencial target to development of new anticoagulants agents. A 

modern approach employed in the search of such compounds involves the 

elucidation of structural and dynamics aspects associated to molecular recognition 

between enzyme and modulators through experimental and computational 

strategies. In this sense, this work presents the characterization of systems 

concerning thrombin inhibitors, both covalent (PPACK) and allosteric (suramin), 

through molecular dynamics simulations in order to elucidate and understand the 

dynamics of thrombin inactivation aiming the development of new antithrombotic 

agents.  

 The results obtained enabled the characterization of interaction dynamics 

with these inhibitors to thrombin, allowing us to identify: 1) the role of solvent in 

enzyme-inhibitors recognition; 2) the conformational modulation of target-enzyme 

with modulators presence; and 3) the effect of forces associated to crystal packing 

in the generation of enzyme-inhibitor complexes. From the protocols validation 

and results obtained, associated to direct interacation with others experimental 

methodologies and extrapolation of functional observations, it is expected that the 

results obtained contribute in the promotion of a research line aiming the 

development, synthesis and the achievement of new candidates to prototypes of 

antithrombotic agents.   
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1 Introdução 

1.1 A hemostasia e a cascata de coagulação 

 A hemostasia é um processo fisiológico responsável pelo controle da 

permeabilidade vascular ao sangue. A partir do surgimento de danos no 

endotélio, tal controle envolve, principalmente, a formação de uma massa rica em 

plaquetas presas numa rede de fibrina na região danificada do vaso, juntamente 

a uma redução no calibre vascular, resultando assim na contenção do 

extravasamento de sangue nessa região (Vine, 2009). Em indivíduos sadios, a 

hemostasia é cuidadosamente controlada por vários mecanismos anticoagulantes 

que regulam as forças pró-coagulantes e, assim, previnem a formação de 

trombos dentro dos vasos sanguíneos (Segers et. al., 2007). Este equilíbrio 

dinâmico entre fatores pró e anticoagulantes pode ser rapidamente alterado em 

favor da coagulação no caso de haver uma necessidade fisiológica para a 

interrupção do fluxo sanguíneo (Vine, 2009).  

 O modelo clássico da cascata de coagulação foi primeiramente introduzido 

em 1964 por dois grupos independentes (Davie et. al., 1964; Macfarlane, 1964). 

Neste modelo, a ativação de cada fator leva à ativação de outro, culminando com 

a produção de trombina. A elaboração desse modelo representou um grande 

avanço no que diz respeito ao entendimento de como ocorre o processo de 

coagulação, mas possuia várias falhas na aplicação clínica para predição de 

algumas observações, porque não conseguia explicar como a deficiência de 

fatores na via intrínseca levam a um prolongado tempo de tromboplastina parcial 

ativada (TTPa), e como a deficiência de fatores na via extrínseca levam a um 

estado patológico de tempo de protrombina (TP), ambos in vivo (Veldman et. al., 

2003). Como alternativa, foi proposto um novo modelo chamado de Modelo da 

Cascata de Coagulação Baseado em Células (Hoffman et. al., 2001), onde o 

processo de coagulação é composto por três fases distintas que se sobrepõem: 

iniciação, amplificação e propagação (Fig. 1).  
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Figura 1: Representação esquemática do Modelo da Cascata de Coagulação 

Baseado em Células constituído por iniciação, amplificação e propagação. FT, Fator 

Tecidual. A letra ―a‖ indica formas ativas dos fatores.  Adaptado de Vine, 2009. 

 

11..11..11  FFaassee  ddee  iinniicciiaaççããoo  

 O processo de coagulação sanguínea começa com a exposição do sangue 

a células que expresam o fator tecidual (FT), tais como fibroblastos, células do 

músculo liso e outros tipos celulares encontrados fora do ambiente vascular 

(Vine, 2009; Hoffman et. al., 2001). Uma vez combinado ao FT, o fator VII é 

ativado e, ao formar o complexo FT/VIIa, promove a ativação dos fatores X e IX. 
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Por sua vez o fator Xa, juntamente com o fator V em superfícies celulares, 

converte uma pequena quantidade de protrombina (fator II) em trombina (fator 

IIa), a qual possui um importante na papel na próxima fase, a fase de 

amplificação (Vine, 2009). 

 

11..11..22  FFaassee  ddee  aammpplliiffiiccaaççããoo  

 Na fase de amplificação, há uma subsequente produção em larga escala 

de trombina. A principal função dessa etapa é a ativação das plaquetas, expondo 

receptores e sítios de ligação para fatores de coagulação ativados. A adesão das 

plaquetas no colágeno subendotelial é mediado por receptores específicos 

(complexo formado pelas glicoproteínas Ia/IIa) e pelo fator von Willebrand, 

responsáveis pela formação de interações entre as plaquetas e as fibras de 

colágeno responsáveis por sua ativação (Vine, 2009; Hoffman et. al., 2001).  

 A pequena quantidade de trombina gerada durante a fase de iniciação 

amplifica o processo de ativação plaquetária, aumentando o grau de adesão e a 

ativação dos fatores V, VIII e XI. Nesse estágio, as plaquetas produzem formas 

parcialmente ativadas de fator V em suas superfícies, o qual é ativado 

completamente pela trombina e fator Xa (Veldman et. al., 2003). Por fim, o fator 

de von Willebrand que está ligado ao fator VIII, é clivado pela trombina para que 

ocorra a liberação do fator VIIIa, terminando a fase de amplificação com as 

plaquetas tendo em suas superfícies os fatores Va, VIIIa e XIa (Sakariassen et. 

al., 1979). 

 

11..11..33  FFaassee  ddee  pprrooppaaggaaççããoo  

 A fase de propagação é caracterizada pela formação dos complexos 

tenase e protrombinase, os quais são montados na superfície das plaquetas 

ativadas (Vine, 2009; Hoffman et. al., 2001). A formação do complexo tenase 

ocorre quanto o fator IXa é deslocado das células que produzem o FT para se 

ligar ao fator VIIIa presente nas superfícies das plaquetas ativadas. O complexo 

formado pelos fatores VIIIa e IXa ativa o fator X quando ele está complexado ao 

fator Va, formando o complexo protrombinase. Este último complexo promove um 

incremento significativo na produção de trombina que irá converter o fibrinogênio 
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solúvel no sangue em fibrina, ativando também um fator responsável pela 

estabilização dessa rede (fator XIII), culminando assim na formação de um 

tampão hemostático de fibrina e plaquetas impedindo a hemorragia (Vine, 2009; 

Hoffman et. al., 2001). 

 Durante o desencadeamento da cascata de coagulação, a concentração de 

trombina presente no plasma sofre um grande aumento, indo de 

aproximadamente 1 nM (fase de iniciação) até mais de 500 nM (fase de 

propagação) (Wolberg et. al., 2008). Além disso, ela é capaz de interagir com 

vários fatores da cascata (Fig. 1), dando origem a uma série de vias de 

retroalimentação positiva em todo o sistema com o objetivo de reforçar o coágulo 

(Jenny et. al., 1998). 

 A trombina faz parte da família das serino proteases, uma família de 

enzimas que apresenta um resíduo de serina em seu sítio ativo. Este resíduo é 

responsável por realizar um ataque nucleofílico na carbonila da ligação peptídica 

do substrato, formando um intermediário ligado covalentemente à enzima de 

forma temporária até que ocorra a clivagem (Page et. al., 2008; Hedstrom, 2002). 

Uma vez que essa proteína é um ponto chave no desencadeamento dos vários 

eventos componentes da cascata de coagulação, ela é um dos alvos a ser 

abordado na presente dissertação e, portanto, será descrita em maiores detalhes 

a seguir. 

 

1.2 Estrutura das serino proteases 

 As serino proteases constituem-se numa super família de enzimas 

proteolíticas encontradas em vários tecidos e fluidos biológicos (Netzel-Arnett et. 

al., 2003; Page et. al., 2008). Elas estão envolvidas na regulação de várias 

funções normais das células, seja atuando na catálise não específica na 

degradação de proteínas ou agindo sobre substratos específicos em eventos 

biológicos desempenhando papéis na digestão de proteínas, proteólise, 

reprodução, ativação do sistema complemento, fribrinólise e nos mecanismos de 

ativação da cascata de coagulação (Barrett, 1977; Neurath, 1976; Reich et. al., 

1975).   

 Estruturalmente, essa classe de enzimas é composta por dois grupos de 

seis fitas-β enoveladas de forma assimétrica (Blow, 1971) contendo uma fenda 
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que dá acesso ao sítio catalítico, um domínio zimogênio que quando clivado 

libera a enzima ativa e uma região que reconhece e liga o substrato (Kraut, 

1977). Outra característica importante dessa classe é a presença conservada dos 

resíduos serina, histidina e aspartato que são responsáveis pela catálise, 

constituindo a tríade catalítica dessas enzimas (Stone et. al., 1992; Hedstrom, 

2002).      

 A enzima trombina (EC 3.4.21.5) (Fig. 2) é um exemplo típico da classe 

das serino proteases, possuindo o mesmo enovelamento, mas com sua tríade 

catalítica nas posições histidina 57 (His57), aspartato 102 (Asp102) e serina 195 

(Ser195). Dois resíduos dessa tríade (His57 e Asp102) estão localizados na 

porção N-terminal desse conjunto de fitas-β, enquanto o resíduo Ser195 que 

realiza o ataque nucleofílico está localizado na porção C-terminal. Esses detalhes 

estruturais foram obtidos após a resolução do primeiro cristal dessa enzima em 

1992 por Bode e colaboradores (Bode et. al., 1992), onde a numeração da 

sequência de aminoácidos foi feita segundo numeração empregada previamente 

para o quimotripsinogênio, introduzida também pelo mesmo grupo de pesquisa 

em 1989 (Bode et. al., 1989b). 

 A trombina é composta estruturalmente de duas cadeias polipeptídicas: 

cadeia leve com 36 aminoácidos (Cadeia A) e cadeia pesada com 259 

aminoácidos (Cadeia B) detentora da arquitetura típica das serino proteases, 

possuindo as regiões onde se ligam os substrados e onde também se encontra o 

sítio ativo dessa enzima. A cadeia leve tem pouca atenção nos estudos sobre a 

ação enzimática da trombina e é considerado um apêndice residual do processo 

de ativação da protrombina (zimogênio) sendo sugerido, inclusive, que o 

processo enzimático não é dependente de sua presença (Hageman et. al., 1975; 

DiBella et. al., 1995). Essas duas cadeias são unidas entre si por meio de uma 

ponte dissulfeto entre os resíduos cisteína 1 (Cys1) da cadeia leve e cisteína 122 

(Cys122) da cadeia pesada (Bode et. al., 1992; Bode, 2006) (Fig. 2).   
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Figura 2: Estrutura tridimensional da trombina. A) ―Frente‖ da enzima, mostrando no 

detalhe a sua tríade catalítica ao centro, e B) a cadeia leve presa à cadeia pesada 

por meio de uma ponte dissulfeto representada em bastões. Cadeia leve 

representada com α-hélices em azul claro e alças na cor magenta. Cadeia pesada 

com α-hélices na cor vermelha, fitas β em amerelo e alças em verde. 

 

 Além da tríade catalítica, a trombina possui dois exosítios que possuem 

importante papel no desempenho de suas funções biológicas (Fig. 3): 

 EXOSÍTIO I: a alça centralizada no residuo Lys70, contendo a sequência 

Arg67 até Glu80 da cadeia pesada possui vários resíduos positivamente 

carregados (Di Cera, 2008). Além disso, essa alça é cercada pelos resíduos 

positivos Arg35, Lys149E, Lys81, Lys110, Lys109 e Lys36 criando um ambiente 

propício para a correta pré-orientação da enzima permitindo que ela atue sobre 

os seus substratos (Bode et. al., 1992): fibrinogênio (Tsiang et. al., 1995), fibrina 

(Ayala et. al., 2001), trombomodulina (Xu et. al., 2005) além de permitir a 

complexação com o inibidor natural da trombina, a hirudina (Rydel et. al., 1991). 

 EXOSÍTIO II: esse exosítio está localizado do outro lado da enzima, oposto 

à localização do exosítio I, também na cadeia pesada, com uma α-hélice na 

porção C-terminal com suas vizinhanças abrigando uma série de resíduos 

carregados positivamente nas posições Arg126, Lys236, Lys240, e Arg93, 

cercados pelos resíduos positivos nas posições Arg101, Arg233, Arg165, Lys169, 

Lys235, Arg175, Arg173, Arg97 (Bode et. al., 1992). Porém, esses resíduos estão 

dispostos de tal maneira que interagem com ligantes polianiônicos como heparina 
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e glicosaminoglicanos (GAGs) (Carter et. al., 2001; Sheehan et. al., 1994). Neste 

caso, a heparina aumenta a inibição da trombina por sua inibidora fisiológica 

antitrombina, onde um complexo de alta afinidade entre essas duas proteínas é 

mediado por esse composto (Li et. al., 2004).  

 Outra importante característica estrutural dessa enzima é a presença de 

um sítio ligador de íons monovalentes Na+ ancorado pelos resíduos Asp121, 

Tyr184A, Asp189, Asp221, Arg221A, Gly223 e Lys224 (Di Cera, 2008) (Fig. 3), 

sendo esse íon essencial para a atividade ótima da enzima na clivagem do 

fibrinogênio (Dang et. al., 1995) e ativação dos fatores V (Myles et. al., 2001b), 

VIII (Nogami et. al., 2005) e XI (Yun et. al., 2003), necessários para o incremento 

final da produção de trombina na fase de propagação (Mann et. al., 2003). 

 

Figura 3: Localização dos exosítios e sítio de ligação ao íon Na+, envolvidos na 

interação com substratos e compostos capazes de modular alostéricamente a 

atividade da enzima. Cadeia leve representada com α-hélices em azul claro e alças 

na cor magenta. Cadeia pesada com α-hélices na cor vermelha, fitas β em amerelo e 

alças em verde. 

 

 A estrutura cristalográfica dessa enzima revelou importantes informações 

sobre seu enovelamento, especialmente sobre o arranjo das alças envolvidas no 

reconhecimento macromolecular dos seus substratos (Bode et. al., 1992), e como 
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a trombina utiliza seu sítio ativo e os exosítios para interação com os seus 

substratos, inibidores e efetores (Di Cera, 2008). Dessa maneira é atribuído a ela 

o papel de enzima mestre em todo o processo de coagulação sendo a efetora da 

formação, propagação e estabilização do coágulo de fibrina nos eventos 

trombóticos (Nutescu et. al., 2008).  

 

1.3 Inibidores de trombina e seu uso na terapêutica 

 A terapia anticoagulante entrou em cena com o uso clínico da heparina, um 

glicosaminoglicano sulfatado originalmente obitido a partir de fígado de cães em 

1923 (Howell, 1923), sendo empregado no tratamento do tromboembolismo em 

1939 (Murray, 1939).  Com o aumento da ocorrência clínica das doenças 

trombóticas, houve um incremento significativo na necessidade pelo 

desenvolvimento de novos agentes com o potencial de interferir efetivamente na 

trombogênese. Virtualmente, qualquer reação da cascata de coagulação é um 

alvo em potencial para o desenvolvimento de novos agentes (Frenkel et. al., 

2005). 

 Devido ao fato da trombina apresentar um papel chave em todo o processo 

de coagulação, essa enzima apresenta-se como um potencial alvo para o 

desenvolvimento de novos compostos antitrombóticos. Inibidores de trombina 

podem previnir a formação do coágulo de fibrina, bloquear a ativação dos fatores 

V, VIII e XI impedindo a retroalimentação positiva da cascata, além de atenuar a 

agregação plaquetária mediada por essa enzima (Bates et. al., 2006). Tal inibição 

pode ocorrer diretamente através da ocupação de seu sítio catalítico e/ou através 

da modulação alostérica de seus exosítios I e II, indiretamente pela ação da 

antitrombina ou cofator II da heparina, ou ainda pela alteração da biogênese da 

própria enzima. Inibidores indiretos de trombina, como a heparina, dermatan 

sulfato e outros GAGs, atuam catalizando a reação natural entre os inibidores 

fisiológicos desta enzima, ou seja, antitrombina e/ou cofator II da heparina, por 

meio da interação com o exosítio II (Hirsh, 1991b; Tollefsen, 1995; Weitz, 1997). 

Inibidores diretos, como a hirudina que atua sobre o exosíto I, impedem que a 

enzima se acople com seus substratos de maneira a impedir que o sítio ativo 

tenha acesso aos precursores (Skrzypczak-Jankun et. al., 1991; Priestle et. al., 

1993).  
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 Um desafio importante com relação a estes inibidores diz respeito a seu 

acesso aos sítios modulatórios da atividade catalítica da trombina. Durante a 

formação do coágulo, a trombina apresenta-se ligada à fibrina, um estado que a 

mantém enzimaticamente ativa e protegida da inativação por inibitores presentes 

na circulação, destacadamente os de elevada massa molecular, tais como a 

heparina. Sendo assim, o trombo atua como um reservatório de trombina ativa 

que estimula o crescimento do coágulo por meio da ativação local de plaquetas 

(Kumar et. al., 1994; Kumar et. al., 1995; Weitz et. al., 2002), convertendo o 

fibrinogênio próximo em fibrina (Broze, 1995) além de dar continuidade a ativação 

dos fatores V e XI (Kumar et. al., 1994; Weitz et. al., 2002). 

 Os anticoagulantes tradicionais utilizados na clínica são classificados como 

inibidores indiretos de trombina, dentre os quais se destacam a heparina, cujo 

mecanismo de ação foi explicado acima, e os antagonistas de vitamina K, que 

impedem a formação do domínio contendo resíduos de ácido -carboxiglutâmico 

(GLA) nos zimogênios dos fatores IX, X, VII e protrombina comprometendo, 

assim, a ativação desses fatores (Esmon et. al., 1975). Inibidores indiretos tem 

sido os mais frequêntemente usados na prática clínica nas últimas cinco décadas. 

Embora eles sejam efetivos quando utilizados adequadamente, também possuem 

várias limitações, como respostas anticoagulantes imprevisíveis que exigem uma 

rotina constante de ajuste de dosagem e monitoramento de sua ação 

farmacológica. Além disso, seus efeitos biológicos envolvem a ligação 

inespecífica a várias outras proteínas e outros tipos celulares, podendo ser 

modulados por variações genéticas individuais (Bates et. al., 2000). Sendo assim, 

a busca por novos e mais efetivos agentes antitrombóticos levou a formulação de 

um conjunto de características consideradas como ideais (Tab. 1).  
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Tabela 1: Características de um anticoagulante ideal. Adaptado de Bates et. al. 

2006. 

 

Característica Consequência 

Rápido início de ação quando 

administrado via oral. 

Sem necessidade de administração 

conjunta de anticoagulantes 

parenterais. 

Farmacocinética previsível. Regime simplificado de dosagem. 

Resposta anticoagulante previsível. Sem necessidade de administração 

continuada nem algum tipo de 

associação farmacológica. 

Rápido término de ação na 

necessidade de intervenção 

Manejo simplificado no caso de 

ocorrência de algum evento 

hemorrágico ou administração de um 

antídoto ao fármaco. 

Disponibilidade de um antídoto seguro. Fornece um mecanismo de 

reversibilidade rápido na ocorrência de 

um evento hemorrágico. 

Sem efeitos colaterais, como 

hepatotoxicidade. 

Sem necessidade de monitoramento. 

Custo razoável. Facilidade de compra e acesso. 

 

 Uma tendência no desenvolvimento de novos agentes antitrombóticos 

envolve a busca por inibidores diretos de trombina, ou seja, de compostos que 

não necessitem da ação de cofatores como antitrombina e cofator II da heparina, 

bem como a busca por outras classes de antitrombóticos com mecanismos de 

ação mais seletivos sobre proteínas alvo específicas. Soma-se também a busca 

por otimização da efetividade de ação de fármacos conhecidos que possam 

oferecer benefícios além daqueles que os tratamentos tradicionais utilizando 

inibidores indiretos de trombina oferecem (Nutescu, et. al., 2008). O protótipo 

para essa nova classe de inibidores, baseados nos mecanismos de inibição 

direta, é a hirudina (Fig. 4). Esse composto é um polipeptideo de 65 resíduos cuja 

porção N-terminal interage com o sítio catalítico enquanto sua porção C-terminal 

interage com o exosítio I da trombina.  
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Figura 4: Esquema de interação entre trombina e hirudina, envolvendo a interação 

dos resíduos iniciais na porção N-terminal da hirudina (azul) interagindo diretamente 

com a tríade catalítica, enquanto que sua porção C-terminal se encaixa nas alças 

pertencentes ao exosíto I. PDB 2PW8 (Liu et. al., 2007). Cadeia leve representada 

com α-hélices em azul claro e alças na cor magenta. Cadeia pesada com α-hélices 

na cor vermelha, fitas-β em amerelo e alças em verde.   

 

 Dessa maneira, a hirudina mimetiza importantes substratos fisiológicos e 

suas interações, uma vez que se liga ao exosítio I da mesma maneira que o 

fibrinogênio, além de ligar-se ao sítio ativo impedindo a ação catalítica da 

trombina anulando as ações procoagulantes e protrombóticas da enzima ativa, 

além de possuir alta especificidade nesse processo (Merry, 2007; Mengwasser, 

et. al., 2005).  
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11..33..11  SSuurraammiinnaa  

 A suramina é um composto da classe das naftilaminas, polisulfatado e 

simétrico. Foi originalmente empregada no tratamento da tripanossomíase 

africana (Trypanosoma brucei gambiense e Trypanosoma brucei rhodesiense), 

em 1922 (Wang, 1995), é solúvel em água e apresenta seis cargas negativas em 

pH fisiológico (Docampo et. al., 2003; Bouteille et. al., 2003).  

 Os efeitos biológicos da suramina estão associados com sua interação a 

uma ampla gama de proteínas, incluindo enzimas da via glicolítica em 

tripanosoma (Voogd et. al., 1993) e DNA polimerases humanas (Ono et. al., 

1988). Recentemente, esse composto demonstrou uma promissora ação no 

tratamento de alguns tipos de câncer (Allolio et. al., 1989; La Rocca et. al., 1991; 

Newton, 2000; Small, 1997), embora seu mecanismo de ação antitumoral ainda 

não esteja bem compreendido. Um importante efeito colateral observado em 

pacientes sob tratamento com suramina é um estado de ―anticoagulação‖ 

atribuído, em parte, a sua ação inibitória direta sobre várias enzimas da cascata 

de coagulação (Horne et. al., 1988).  

 De fato, já foi demonstrado que a suramina (Fig. 5) é capaz de inibir várias 

proteínas da cascata de coagulação sanguínea incluindo os fatores V, VIII, IX, X, 

XI e XII (Horne et. al., 1992). Adicionalmente, a suramina é capaz de interagir 

com trombina inativando-a na ausência de outros cofatores sem interferir com o 

sítio ativo, ao mesmo tempo em que permite a interação com substratos sintéticos 

e com o fibrinogênio. Isso sugere que a suramina interage com um ou ambos os 

exosítios, embora se desconheça de que maneira ocorre essa interação e como 

isso leva à diminuição da atividade da trombina (Monteiro et. al., 2004). 

 

Figura 5: Estrutura da suramina. Adaptado de Monteiro et. al., 2004. 
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1.4  D-Phe-Pro-Arg clorometilcetona (PPACK) 

 O composto D-Phe-Pro-Arg clorometilcetona (Fig. 6), mais comumente 

chamado de PPACK, foi originalmente identificado como um potente inibidor de 

trombina (Kettner et. al., 1979), sendo usado a partir de então em ensaios de 

inibição da coagulação in vitro e no manejo de amostras de sangue (Mohler et. 

al., 1986).  

 

Figura 6: Detalhe da estrutura planar do composto PPACK. 

 

 Com a resolução do primeiro cristal de trombina, os detalhes moleculares 

da interação desse composto com a enzima causando a sua inibição foram 

finalmente elucidados (Bode et. al., 1992). Observou-se que a porção peptídica 

desse composto se acomoda próxima ao segmento Ser214-Glu217 da cadeia 

pesada da trombina, possibilitando ao grupo carbonila do resíduo de arginina 

sofrer um ataque nucleofílico da cadeia lateral do resíduo Ser195. Ao mesmo 

tempo, o mesmo grupo carbonila da arginina liga-se ao grupo imidazol da His57 

por meio de um grupo metileno, sendo que o átomo de cloro do PPACK 

apresenta-se como grupo de saída na reação. Por fim, essas duas ligações 

covalentes formam uma estrutura hemicetal tetraédrica que acabam por inativar 

irreversivelmente a enzima (Fig. 7).  
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Figura 7: Detalhe estrutural da interação trombina/PPACK. A) PPACK inserido na 

fenda catalítica. B) Detalhe da posição do PPACK em relação aos resíduos da tríade 

e as ligações covalentes entre o carbono carbonílico da arginina do PPACK com as 

cadeias laterais da serina e histidina catalíticas. Representação com α-hélices na cor 

vermelha, fitas-β em amerelo e alças em verde. 

  

 

 Por ser um composto pequeno e de fácil obtenção, ele é muito 

frequêntemente usado em estudos que envolvem a comparação com grupos 

controle para a inativação total de trombina em ensaios experimentais (Mohler et. 

al., 1986). Além disso, por causar a inativação irreversível da enzima por meio de 

ligações covalentes com dois dos três resíduos da tríade catalítica, considera-se 

que sua complexação com a trombina induz poucas alterações conformacionais, 

de maneira que seu uso é muito comum em estudos estruturais a respeito dessa 

enzima em seu estado praticamente nativo. Apesar de não possuir aplicabilidade 

clínica devido à baixa disponibilidade biológica, o PPACK apresenta uma grande 

reatividade e especificidade pela trombina, atribuído ao fato de seus três resíduos 

se encaixarem no sítio catalítico de maneira conformacional e energéticamente 

favorável. Sendo assim, apresenta-se como um excelente modelo para o 

desenvolvimento de agentes capazes de inibir a trombina de forma direta e 

irreversível (Kettner et. al., 1979; Bode et. al., 1992).   
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1.5 A dinâmica molecular (DM) como ferramenta para o estudo de 

biomoléculas 

 Embora o avanço continuado de técnicas experimentais como difração de 

raios X tenha permitido o acesso detalhado a estruturas biológicas em nível 

atômico e, no caso da ressonância magnética nuclear (RMN) sendo capaz de 

detalhar inclusive a flexibilidade dessas estruturas (Sali, 1998; Wuthrich, 2000), 

os aspectos relacionados à dinâmica destes sistemas moleculares constitui-se 

em um importante e ainda presente desafio, uma vez que tais metodologias não 

descrevem os movimentos moleculares ao longo do tempo em solução.  

 Uma estratégia complementar a estes métodos experimentias clássicos, 

empregada com o objetivo de acessar o comportamento dinâmico de moléculas, 

constitui-se nas simulações por dinâmica molecular (DM) (van Gunsteren et. al., 

1992). Fundamentada nos princípios da mecânica clássica, a DM caracteriza-se 

pela integração da equação do movimento de Newton (1), sendo d2ri(t)/dt2 a 

aceleração, mi a massa e Fi a força sobre o átomo i (Leach, 2001). Esta 

integração será realizada sobre todos os átomos do sistema, de forma que a 

força Fi acarretará numa aceleração sobre o átomo i e, em consequência, na 

mudança de sua posição num intervalo de tempo t relativo à aceleração.  

ii
i Fm

dt

trd


1

2

2 )(

                                                 (1) 

Desta forma, se uma sucessão de intervalos t for avaliada em sucessão, ter-

se-á como resultado de um cálculo de dinâmica molecular uma sucessão de 

coordenadas tridimensionais para um dado conjunto de átomos, as quais podem 

representar tanto a difusão de gases quanto as mudanças na conformação de 

biomoléculas em solução aquosa. Estes intervalos de tempo t são denominados de 

tempo de integração, e geralmente correspondem a pequenos passos que podem 

variar de 1 a 10 femtosegundos (fs) (Leach, 2001). O papel do tempo de integração 

pode ser ilustrado na Figura 8, onde três simulações de um mesmo sistema são 

representadas, modificando-se somente o tempo de integração (t). Valores de t 

muito pequenos (Fig. 8A) produzem uma reduzida descrição conformacional do 

sistema, enquanto que valores muito grandes para t produzem instabilidades na 
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simulação (Fig. 8B). Valores intermediários, geralmente de 1 a 2 fs, permitem uma 

descrição eficiente do sistema em estudo (Fig. 8C). 

 

Figura 8: Representação do efeito de diferentes tempos de integração nas 

simulações de dinâmica molecular. A) pequena descrição das propriedades do 

sistema em função de tempo de integração muito reduzido; B) instabilidades na 

simulação como fruto de tempos de integração muito elevados que causam choques 

entre os átomos do sistema; C) descrição adequada e estável das propriedades 

moleculares de interesse a partir de valores corretos para o tempo de integração. 

Adaptado de Leach, 2001. 

 

A partir da equação 1, contudo, não é possível a determinação da intensidade 

e direção da força Fi sobre os átomos do sistema e da sua dependência nas 

características químicas de cada molécula em estudo. Desta forma, a solução da 

equação 2 faz parte do cálculo de dinâmica molecular, representando a força Fi 

como uma função da energia potencial do sistema V e das coordenadas atômicas ri  

(Leach, 2001). Esta superfície de energia potencial representa a energia de cada 

molécula, sendo descrita pelo denominado Campo de Força.  
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 O campo de força pode ser definido como um conjunto de funções e 

parametrizações usadas em cálculos de mecânica molecular (de Sant’Anna, 

2002). Estas funções (exemplificadas na Fig. 9) definem as energias de 

estiramento de ligação e de distorção de ângulo de ligação (tanto de valência 

quanto de diedro) de uma molécula quando comparadas com a sua conformação 

não tencionada (aquela caracterizada pelos valores-padrão de comprimentos e 

de ângulos de ligação). Alguns campos de força podem conter termos de 

interação entre átomos não ligados, de efeitos eletrostáticos, de ligação de 

hidrogênio e de outros efeitos estruturais (van Gunsteren et. al., 1990). Baseada 

nessas características, a DM permite o entendimento do comportamento 

dinâmico microscópico dos átomos que compõem um sistema, além de poder ser 

empregada como forma de representar e determinar propriedades de equilíbrio 

como: grandezas termodinâmicas (pressão, temperatura, volume, etc), estrutura e 

energia livre (Leach, 2001). 

 

 

Figura 9: Funções de energia que compõe campos de força. De cima para baixo 

estão representadas as equações que descrevem o estiramento de ligações 
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químicas, ângulos de ligação, diedros e interações intermoleculares (van der Waals 

e eletrostáticas/Coulômbicas). (Verli, Tese de doutorado, 2005) 

  

 A obtenção de modelos capazes de contribuir no entendimendo de 

processos biológicos dependerá, principalmente, de dois fatores: a precisão do 

campo de força utilizado, adequado a reprodução das propriedades do sistema 

molecular em estudo, e o tamanho da busca do espaço conformacional realizado 

durante a simulação, suficientemente ampla para descrever as conformações do 

sistema (Smith et. al., 1998). De modo geral, o teste final do modelo teórico 

produzido reside na sua comparação com propriedades experimentais (van 

Gunsteren & Berendsen, 1990). Em outras palavras, a adequação do método é 

julgada a partir da observação ou constatação, nas simulações realizadas, de 

quão precisas são reproduzidas quantidades previamente conhecidas (Karplus et. 

al., 1990). Nesse contexto, os trabalhos desenvolvidos nesta área de pesquisas 

têm demonstrado um aumento significativo na abilidade das abordagens 

computacionais, especialmente a DM, em contribuir no entendimento da estrutura 

e função dos mais variados e complexos sistemas de biomoléculas, uma vez que 

há uma constante implementação e aprimoramento dessas metodologias 

(Hansson et. al., 2002; Sherwood et. al., 2008).  
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2 Objetivos 

 O presente trabalho se insere no contexto do estudo do processo de 

inativação da trombina por inibidores covalentes e alostéricos, tendo por objetivo 

caracterizar as razões moleculares para a influência do PPACK e da suramina no 

comportamento em solução da trombina por meio de simulações de dinâmica 

molecular e em paralelo ao desenvolvimento de colaborações com grupos de 

pesquisa envolvendo modelos experimentais não computacionais. A partir desta 

orientação geral, as seguintes metas foram estabelecidas: 

 Análise do comportamento conformacional dos complexos; 

 Trombina/PPACK 

 Trombina/suramina 

 Avaliar o papel do solvente nas conformações dos inibidores e da 

proteína durante a complexação; 

 Identificação e quantificação das interações-chave no complexo 

trombina/inibidores; 

 Análise, em nível atômico, do processo de inibição da trombina pelos 

inibidores.  

 

 A partir dos resultados obtidos espera-se contribuir na identificação dos 

eventos conformacionais que ocorrem concomitantemente ao processo de 

inativação, ajudando a identificar propriedades úteis no processo de 

desenvolvimento de compostos bioativos, candidatos a agentes anticoagulantes e 

antitrombóticos.  
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3 Metodologia 

3.1 Programas utilizados 

 Algumas metodologias de modelagem molecular foram utilizadas no 

presente trabalho, incluindo mecânica molecular (MM), dinâmica moleclar (DM) e 

métodos ab initio. Os protocolos referentes a cada um destes métodos serão 

descritos em detalhes adiante. Para tal, os seguintes programas foram 

empregados: 

 Ferramentas de visualização de moléculas: VMD (Humphrey et. al., 

1996), Molden (Schaftenaar, 1997; Schaftenaar et. al., 2000) e PyMOL 

(DeLano Scientific, USA) 

 Programa para cálculo ab initio: GAMESS (Schmidt et. al., 1993); 

 Programa para simulações de dinâmica molecular: GROMACS1 

(Berendsen et. al., 1995; Lindahl et. al., 2001); 

 Programa para geração de topologias: PRODRG (Schuettelkopf et. al., 

2004); 

 Programa para manipulação das seqüências polipeptídicas: Swiss-PDB 

Viewer (Guex et. al., 1997). 

 

3.2 Cálculos utilizando métodos ab initio 

 Métodos ab initio foram empregados para descrever as propriedades 

eletrônicas de compostos contendo grupamentos hipervalentes (e.g. sulfato e 

fosfato) devido à participação, em tais grupos, do orbital d (hibridização sp3d2). 

Isto se justifica pela ausência de parâmetros para descrever as propriedades 

associadas a tais orbitais por parte de outras metodologias convencionais 

utilizando métodos semi-empíricos (Clare et. al., 1998). Considerando-se, neste 

caso, que a suramina é um composto polissulfatado, tornou-se necessário o uso 

dos métodos ab initio para descrever suas propriedades. 

Tendo-se em vista o elevado custo computacional associado aos cálculos ab 

initio, houve a necessidade de construirmos a estrutura da suramina por partes, 

cada uma sendo representativa do total. Nesse tipo de abordagem, a molécula é 

                                                           
1
 http://www.gromacs.org/ 
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construída um pedaço por vez, em ordem crescente de complexidade, até atingir a 

sua estrutura completa utilizando o programa Molden (Schaftenaar, 1997; 

Schaftenaar et. al., 2000). Cada novo pedaço construído era submetido à 

minimização de energia utilizando a base HF 3-21G do programa GAMESS (Schmidt 

et. al., 1993) até chegarmos à molécula inteira. Nesse estágio, a conformação de 

mínimo de energia obtida foi então utilizada para cálculos single point na base HF 6-

31G**, de forma a gerar cargas atômicas pelas abordagens de Löwdin (Verli et. al., 

2004; Becker et. al., 2007).  

 

3.3 Simulações de DM 

33..33..11  PPrroottooccoolloo  ddee  ssiimmuullaaççããoo  

O protocolo geral de simulação foi baseado em trabalhos prévios (de Groot, et. 

al., 2001). As simulações envolvendo o sistema trombina/PPACK foram realizadas 

na temperatura de 343 K (70 oC) tendo em vista resultados prévios obtidos no 

contexto do trabalho, enquanto as simulações do sistema trombina/suramina foram 

realizadas à temperatura fisiológica (310 K, ou 37 oC). As simulações tiveram 

duração variável de acordo com o sistema em estudo (de 10 a 50 ns). Cada sistema 

foi solvatado numa caixa triclínica utilizando condições periódicas de contorno e o 

modelo de água SPC (Berendsen et. al., 1981). Contra-íons (cloreto ou sódio) foram 

adicionados de forma a neutralizar as cargas dos sistemas. Cada conjunto de soluto 

(proteína, ligantes ou ambos), água e íons foi então submetido à minimização de 

energia por aproximadamente 10.000 passos utilizando o algoritmo Steepest 

Descents. A estrutura minimizada obtida foi então utilizada como ponto de partida 

para simulações de DM. O método Lincs (Hess et. al., 1997) foi aplicado na restrição 

de ligações covalentes de forma a permitir um passo de integração de 2 fs, enquanto 

as interações eletrostáticas foram calculadas utilizando o método Particle-Mesh 

Ewald (PME, Darden et. al., 1993)2,3. A temperatura e a pressão do sistema foram 

mantidas constantes através do acoplamento da proteína, ligante, íons e solvente a 

                                                           
2
 Métodos alternativos para o cálculo das interações não-ligadas tais como o Reaction Field (Campo de reação), 

foram também testados. Contudo, foi identificada uma elevada sensibilidade deste método às propriedades 

eletrostáticas do sistema: a presença de número elevado de cargas induzia o aparecimento de artefatos e 

instabilidades nas simulações realizadas. Tendo em vista que a suramina é um composto polissulfatado, 

mantivemos o método PME em todas as simulações realizadas. 
3
 rlist = rcoulomb = rvdw = 0,9 Å 
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banhos externos de temperatura e pressão, utilizando constantes de acoplamento 

de, respectivamente,  = 0,1 ps e  = 0,5 ps (Berendsen et al., 1984). A constante 

dielétrica do meio foi tratada como  = 1.  

 A primeira etapa de uma simulação de dinâmica molecular envolve o 

aquecimento gradativo do sistema, sendo por isso denominada termalização. Esta 

etapa tem por objetivo uniformizar as energias contidas na estrutura cristalográfica e, 

desta forma, evitar deformação na proteína. Cada sistema foi então aquecido 

lentamente de 50 K a 310 K, em passos durando 5 ps. Cada passo aumenta a 

temperatura em 50 K, totalizando 6 passos em 30 ps (Fig. 10). Após a termalização 

do sistema, a simulação prossegue na temperatura de equilíbrio desejada, i.e. 310 K 

ou 343 K, pelo tempo estipulado (de 10 ns a 50 ns). 

 

Figura 10: Exemplificação do esquema das etapas que compõe as simulações de 

DM a 310 K. De 0 ps a 30 ps, uma série de etapas, de 5 ps cada, aquece 

lentamente o sistema em incrementos de 50 K. Após 30 ps, o sistema está a 310 K e 

se mantém nesta temperatura pelo resto da simulação. Nos sistema simulado a 343 

K, houve a inclusão de uma etapa a mais de termalização até atingir a temperatura 

desejada (Verli, Tese de doutorado, 2005).  

 

33..33..22  CCoonnssttrruuççããoo  ddee  ttooppoollooggiiaass  

Os campos de força incluídos no pacote GROMACS, dentre os quais 

destacaremos os GROMOS96 43a1 (Berendsen et. al., 1995), apresentam conjuntos 

de parâmetros para um número limitado de compostos, principalmente aminoácidos, 

íons, água e alguns lipídeos. Isto limita a aplicação deste pacote, conhecido como 

um dos mais rápidos disponíveis no mundo, no estudo de sistemas moleculares com 

composições diversas, como aqueles incluindo ligantes sintéticos, aminoácidos 

modificados, grupos prostéticos e carboidratos. Desta forma, no sentido de viabilizar 
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a simulação da suramina, foi utilizada uma ferramenta de construção de topologias 

denominada PRODRG (Schuettelkopf et. al., 2004). A topologia é um arquivo 

contendo os parâmetros que descrevem as propriedades estruturais de uma 

determinada molécula, tais como conectividades, ligações químicas, ângulos de 

ligação e de diedro, assim como os parâmetros de van der Waals e cargas atômicas. 

É, portanto, um arquivo com características específicas para cada campo de força e 

topologia de um dado composto obtida para um campo de força que não pode ser 

transposta diretamente para outro campo de força. 

O PRODRG é um servidor que funciona na World Wide Web4, exigindo 

somente o arquivo PDB com a estrutura da molécula de interesse. Gera como saída, 

dentre outros arquivos, um arquivo com a estrutura do composto no formato 

GROMACS, assim como o arquivo denominado de topologia, incluindo os 

parâmetros moleculares não-inclusos no campo de força supracitados. Trabalha 

com parâmetros oriundos do campo de força GROMOS96 43a1 e, por conseguinte, 

este foi escolhido como o campo de força para os cálculos realizados. 

No que diz respeito ao PPACK, sendo ele um derivado peptídico, utilizamos 

os parâmetros próprios para cargas, ligações, ângulos e diedros do GROMOS96 

43a1 para descrever sua topologia, bem como para descrever os parâmetros de sua 

ligação com os resíduos Ser195 e His57 da tríade catalítica (Fig. 11), conforme 

dados experimentais prévios (Bode et. al., 1992).  

                                                           
4
 http://davapc1.bioch.dundee.ac.uk/cgi-bin/prodrg_beta 
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Figura 11: Esquema da topologia das ligações covalentes utilizada durante a 

simulação do sistema trombina/PPACK. Esse é o arranjo das ligações que ocorrem 

após a ação enzimática da trombina sobre o PPACK, onde o átomo de cloro desse 

composto é eliminado no meio de reação originando as ligações covalentes com as 

cadeias laterais da His57 e Ser195 catalíticas e o carbono carbonílico da Arg3 do 

PPACK. 

 

33..33..33  VVaalliiddaaççããoo  ddaass  ssiimmuullaaççõõeess  ddee  DDMM  

A validação dos resultados obtidos das simulações de DM foi realizada 

através da comparação com resultados experimentais prévios, incluindo-se dados 

cristalográficos, bioquímicos e de dicroísmo circular, assim como da observação da 

estabilidade dos sistemas estudados, seja pela manutenção da estrutura secundária, 

energia, densidade e volume. 
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4 Resultados 

4.1 Preâmbulo 

Os resultados obtidos serão apresentados a seguir na forma dos trabalhos 

publicados ou manuscritos elaborados durante a realização da presente dissertação. 

Estes trabalhos estão citados abaixo, assim como uma breve descrição sobre cada 

um.  

 

 Luis Maurício T.R. Lima, Camila Franco Becker, Guilherme Menegon 

Giesel, Adriana Fonseca Marques, Maria Thereza Cargnelutti, Mario de 

Oliveira Neto, Robson Queiroz Monteiro, Hugo Verli, Igor Polikarpov: 

Structural and thermodynamic analysis of thrombin:suramin interaction 

in solution and crystal phases. Biochim. Biophys. Acta – Protein and 

Proteomics, 2009, (1794), 873–881. 

Este trabalho apresenta as bases moleculares da interação da suramina com a 

trombina e a aplicação de ferramentas de dinâmica molecular no estudo 

conformacional dessa interação, com destaque para a caracterização da formação 

do complexo ligante-receptor nos ambientes cristalino e em solução. 

 

 Vivian de Almeira Silva, Robson Q. Monteiro, Guilherme Menegon 

Giesel, Hugo Verli, Luis Maurício T.R. Lima: Análise comparativa da 

estrutura e termodinâmica da trombina no estado livre e 

complexado. In preparation, 2009 

Este trabalho apresenta a descrição do comportamento termodinâmico da 

inibição da trombina pelo inibidor irreversível PPACK e a descrição da alteração 

dessas propriedades frente à ligação com esse composto.  

 

 Guilherme Menegon Giesel, Hugo Verli: tRMSF - a protein flexibility 

analysis in molecular dynamics as a function of both time and residue. In 

preparation, 2009. 

Este trabalho apresenta uma nova metodologia para avaliação da flexiblidade 

da estrutura de proteínas por meio da construção de gráficos dedicados a 
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caracterização da flexibilidade de cada resíduo de aminoácido como função do 

tempo.  

A seguir, serão apresentados o resumo e a íntegra de cada artigo ou 

manuscrito. 
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4.2 Trabalho I 

Este trabalho descreve a determinação da primeira estrutura tridimensional do 

complexo trombina/suramina por meio de técnicas de cristalografia de raios-X. 

Adicionalmente, buscando complementar os dados cristalográficos, oferecendo um 

refinamento dos mesmos em solução aquosa, foram realizadas simulações de 

dinâmica molecular do complexo trombina/suramina nas proporções 1:1 e 3:1. Este 

último sistema foi criado com o objetivo de mimetizar a matrix cristalográfica e, 

assim, contribuir no entendimento das razões moleculares para possíveis diferenças 

conformacionais nos dois meios. 

Os resultados obtidos por DM demonstraram um significativo rearranjo da 

suramina no sistema 1:1 durante as simulações. Tal mudança na orientação do 

ligante foi observada em grau muito inferior no sistema 3:1, em que os principais 

contatos entre a suramina e outras moléculas de trombina estariam mimetizados. 

Aparentemente, tais contatos representam forças cristalográficas capazes de 

influenciarem na orientação da suramina complexada e assim, na descrição de sua 

interação com o exosítio II da trombina. Consequentemente, o complexo obtido por 

DM em um sistema 1:1, observado no plasma, é provavelmente mais adequado 

como um modelo de estudo para a ação da suramina. Adicionalmente, os resultados 

indicam o potencial em combinar metodologias de cristalografia de raios-X e DM na 

tentativa de caracterizar macromoléculas biológicas e suas respectivas funções em 

nível atômico. 

 

Structural and thermodynamic analysis of thrombin:suramin 

interaction in solution and crystal phases 

 

Luis Maurício T.R. Lima, Camila Franco Becker, Guilherme Menegon Giesel, 

Adriana Fonseca Marques, Maria Thereza Cargnelutti, Mario de Oliveira Neto, 

Robson Queiroz Monteiro, Hugo Verli, Igor Polikarpov 

 

Biochimica et Biophysica Acta – Protein and Proteomics, 2009, 1794; 873–881. 
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4.3 Trabalho II 

Até o presente momento, apesar da grande quantidade de estruturas 3D de 

trombina depositadas no PDB, nenhuma informação está disponível sobre seu 

estado livre. Assim, o entendimento do mecanismo envolvendo transições 

conformacionais quando da ligação de moléculas em seu sítio ativo ainda está em 

aberto. Neste contexto, e em colaboração com os professores Robson Q. Monteiro e 

Luis Mauricio T. Lima, ambos da UFRJ, realizamos análises comparativas da 

estrutura e termodinâmica do estado livre e complexado da trombina ao peptídeo D-

Phe-Pro-Arg clorometilcetona (PPACK) incluindo técnicas experimentais como a 

avaliação do equilíbrio e perturbação da cinética química, dicroísmo circular, 

espalhamento de luz raios-X de baixo ângulo (SAXS – Small Angle X Ray 

Scattering) e desnaturação protéica.  

Em paralelo, simulações de dinâmica molecular (DM) foram realizadas com o 

objetivo de caracterizar a influência do PPACK sobre a termoresistência da 

trombina. Os dados obtidos sugerem que a complexação ao PPACK aumenta a 

estabilidade estrutural da enzima quando comparado com o seu estado livre, em um 

processo aparentemente relacionado a alterações conformacionais nas alças ao 

redor do sítio catalítico, promovidas pela complexação, acarretando por sua vez em 

um aumento das ligações de hidrogênio intramoleculares em toda a extensão da 

enzima. 

 

Análise comparativa da estrutura e termodinâmica da trombina no 

estado livre e complexado 

 

Vivian de Almeira Silva, Robson Q. Monteiro, Guilherme Menegon Giesel, Hugo 

Verli, Luis Maurício T.R. Lima 

 

In preparation, 2009 
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Resumo 

 Até o momento, nenhuma estrutura de trombina foi resolvida sem a 

presença de inibidores. Dentre os compostos capazes de inibir a trombina, o 

peptídeo inibidor PPACK (D-Phe-Pro-Arg clorometilcetona) é utilizado com mais 

frequência nos estudos a respeito da trombina, servindo também de modelo para 

o desenho de novos agentes capazes de inibi-la diretamente. No presente 

trabalho, é mostrada uma análise comparativa da estrutura e termodinâmica da 

trombina nos estado livre e complexado ao PPACK utilizando técnicas 

experimentais associadas com análises utilizando simulações de dinâmica 

molecular (DM). Os dados demonstram que, apesar das similaridades entre as 

formas livre (apo) e complexada (holo) da estrutura protéica, a presença do 

inibidor promove um aumento na estabilidade observada nos experimentos de 

desnaturação térmica sem mudanças significativas na estrutura secundária, 

conforme os dados de dicroísmo circular. Os dados de DM corroboram os dados 

experimentais, além de indicar motivos estruturais que possam levar a esse 

aumento da termoresistência estrutural induzida pelo PPACK. Essas informações 

têm implicações no entendimento das propriedades enzimáticas e na 

compreensão do mecanismo de inativação da trombina. 
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1. Introdução 

 A trombina é uma serino protease multifuncional que tem papel central na 

regulação da cascata de coagulação [1]. Sendo assim, ela tem sido foco de 

estudos desde a sua descoberta no século XIX [2] e continua a ter a atenção de 

pesquisas biomédicas na área. O entendimento de como ela desempenha o seu 

papel biológico deu um grande salto com a resolução do primeiro cristal de 

trombina [3], o qual permitiu, pela primeira vez, compreender a arquitetura de seu 

sítio catalítico e como ele interage com seus substratos por meio do uso de um 

inibidor irreversível. Desde então, cristais dessa enzima têm sido resolvidos [4,5] 

com o objetivo de elucidar seu mecanismo proteolítico. 

 A grande dificuldade encontrada no estudo estrutural dessa enzima reside 

no fato de que, por ser uma protease, ela acaba por envolver-se em eventos de 

autoclivagem, impedindo que consigamos obter informações a respeito de sua 

arquitetura no estado nativo. Sendo assim, os dados disponíveis a respeito de 

sua conformação e dinâmica estrutural estão disponíveis somente para seu 

estado inibido, onde não há uma avaliação sobre a influência do ligante no 

comportamento da arquitetura protéica. Sabe-se somente que sob ligação com o 

PPACK, duas alças próximas ao sítio catalítico diminuem sua exposição ao 

solvente voltando-se para o interior da proteína [1] quando comparada com seu 

estado livre em experimentos de conversão entre hidrogênio/deutério (H/2H) 

amídicos (amide hydrogen/deuterium (H/2H) exchange). Esses dados nos levam a 

crer que as propriedades estruturais obtidas para a trombina no estado inibido 

possam divergir das mesmas para seu estado livre em solução. 

 Assim, o presente trabalho apresenta uma abordagem mista, utilizando 

técnicas experimentais associadas a simulações de dinâmica molecular 

objetivando caracterizar os aspectos conformacionais da trombina, 

particularmente no âmbito do processo de inativação da enzima por substratos 

suicidas, detalhando os eventos conformacionais deste processo. 
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2. Metodologia 

2.1. Software 

As estruturas foram manipuladas utilizando os programas VMD [6] e PyMol 

[7]. Todas as simulações de dinâmica molecular e análises foram feitas utilizando o 

pacote GROMACS [8] e o campo de força GROMOS96 [9]. 

 

2.2. Refinamento estrutural e dinâmica molecular 

 A estrutura da trombina complexada com o PPACK foi obtida do Protein 

Data Bank sob código 1PPB [2]. Baseado nessa estrutura, dois sistemas foram 

simulados por 50 ns: 1) a enzima livre em solução; e 2) a trombina ligada 

covalentemente ao inibidor PPACK. Essas estruturas foram solvatadas em uma 

caixa triclínica usando o modelo de água SPC [10] cobrindo uma área até 9 Å de 

distância dos átomos do soluto. Contra íons (Cl-) foram adicionados para 

neutralizar as cargas do sistema. 

 O protocolo de dinâmica empregado foi baseado em estudos prévios de 

DM [11]. O método Lincs [12] foi utilizado para restringir as ligações covalentes, 

permitindo um tempo de integração de 2 fs após uma minimização de energia 

utilizando o o algoritmo steepest descents sob condições periódicas de contorno. 

Os sistemas obtidos são compostos por trombina/solvente/íons e 

trombina/PPACK/solvente/íons e foram aquecidos lentamente da temperatura de 

10 K para 343 K (70 oC) em passos de 5 ps (termalização), com cada passo 

tendo um aumento de 50 K de temperatura.  

 Temperatura e pressão foram mantidas constantes pelo acoplamento da 

proteína, PPACK, íons e solvente à temperatura e pressão com constantes de 

acoplamento de  = 0.1 e 0.5 [13]. Nenhuma restrição foi aplicada após a fase de 

termalização e as interações eletrostáticas foram avaliadas pelo metódo PME 

(Particle Mesh Ewald) [14] com um grid de carga com espaçamento de 1,2 Å, 

enquanto as interações eletrostáticas e de Lennard-Jones foram avaliadas 

utilizando um raio de corte de 9,0 Å para cada átomo [15]. As análises foram 

feitas em todo o período de trajetória, com os valores médios das energias de 

interação calculados para os últimos 20 ns de simulação. O programa 

PROCHECK [16] foi utilizado para avaliação da estrutura secundária da proteína 

nos sistemas estudados. 
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3. Resultados e discussão 

3.1. Dados experimentais prévios obtidos para o sistema trombina-PPACK 

no âmbito do projeto  

 Diversas técnicas experimentais foram aplicadas sob coordenação dos 

professores Luis Mauricio T. R. Lima e Robson Q. Monteiro, na UFRJ, para o 

estudo do sistema trombina-PPACK, incluindo espalhamento de luz raio-X de 

baixo ângulo (SAXS – Small Angle X ray Scattering) [17] e experimentos de 

desnaturação térmica.   

 Embora os experimentos de SAXS não tenham identificado nenhuma 

alteração significativa nas propriedades estruturais globais da trombina, como 

raio de giro (Rg) e dimensão máxima (Dmax) (Tab. 1), esses dados reforçam a 

percepção usualmente aceita de que o PPACK não induz alterações significativas 

na estrutura tridimensional da trombina. 

 

Tabela 1: Parâmetros globais analizados para a estrutura da trombina utilizando a 

metodologia SAXS 

Parâmetros estruturais  αTh  αTh -PPACK 

Rg (Å)  24,2 + 0,5  22,0 + 0,7 

Dmax (Å)  75 + 4  75 + 4 

 

 Por outro lado, os experimentos de desnaturação térmica sugerem uma 

influência direta do inibidor covalente sobre o comportamento termodinâmico da 

enzima em solução (Fig. 1). Apesar da similaridade tridimensional, a ligação da 

trombina ao PPACK parece ser capaz de promover uma estabilização adicional 

na estrutura protéica, tornando-a menos suscetível à ação de agentes 

desnaturantes.  
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Figura 1: Curvas normalizadas de desnaturação térmica para a trombina livre em 

solução (círculos pretos) e para a trombina complexada ao PPACK (triângulos 

brancos), monitorados pelo decréscimo da elipticidade (que avalia o conteúdo da 

estrutura de α-hélice) em função do aumento da temperatura. 

 

 A partir destes dados empregamos simulações de DM na tentativa de 

elucidar as razões moleculares para o feito do PPACK sobre a dinâmica 

conformacional da trombina, no âmbito da presente dissertação, o que será 

descrito a seguir.  

 

 

3.2. Estabilidade dos sistemas simulados 

 Em linhas gerais, a estratégia empregada neste trabalho envolveu a 

simulação das formas Th e Th-PPACK na temperatura que maximizou os 

efeitos termoestabilizadores do PPACK sobre o arcabouço protéico, isto é, em 

torno de 70 oC (vide Figura 1). Neste sentido, a complexação do PPACK acarreta 

em um aumento na rigidez da Th sem grandes modificações na estrutura 

secundária ou no enovelamento global da proteína.  

 No que dizem respeito à cadeia leve, as análises de RMSD (Fig. 2A) 

indicam que no estado complexado a ligação com o PPACK induz a perda de sua 

α-hélice. Por outro lado, esse mesmo efeito parece não ocorrer quando a 
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trombina está livre em solução, de maneira que o PPACK pode estar induzindo 

um aumento da flexibilidade dessa cadeia. Fizemos as mesmas análises agora 

para a cadeia pesada (Fig. 2B) demonstrando que sob complexação, o RMSD de 

toda a cadeia diminui revelando o caráter estabilizador desse composto. Da 

mesma maneira, a análise para o conteúdo de estrutura secundária demonstrou 

que não há diferença na flexibilidade dessas estruturas para ambos os estados. 

Sendo assim, o PPACK parece estar conferindo um caráter mais rígido ao 

conteúdo de alça nessa cadeia. 

 
Figura 2: Propriedades estruturais globais caracterizadas pela DM. A) Valores de 

RMSD para a cadeia L da trombina livre em solução (curva preta), com a enzima 

complexada (curva vermelha) detalhando a sua estrutura secundária no estado 

livre (curva verde) e complexada (curva azul); B) Da mesma maneira para a 

cadeia H da trombina livre (preto) e complexada ao PPACK (vermelho) 

detalhando as análises para a estrutura secundária em solução (verde) e ligada 

(azul); C) Ligações de hidrogênio entre as alças nos arredores do PPACK nas 

condições da trombina livre (preto) e quando ligada a esse composto (vermelho); 
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D) Avaliação das ligações de hidrogênio intramoleculares totais para a enzima em 

solução (preto) e ligada ao PPACK (vemelho).   

 

 Embora as duas cadeias da Th tenham suas flexibilidades influenciadas 

diferentemente pelo PPACK, a cadeia pesada parece não apresentar nenhuma 

modificação significativa em seu padrão de enovelamento como conseqüência da 

inibição, como verificado tanto pelo programa PROCHECK (Fig. 3) quanto pela 

estabilidade no raio de giro, estando essas informações de acordo com dados 

experimentais obtidos previamente (ver adiante na discussão geral).  

 

Figura 3: Análise de PROCHECK avaliando o padrão de estrutura secundária 

para os estados livre e complexado da trombina ao final dos 50 ns de simulação 

em relação à estrutura cristalográfica (1PPB). 

 

 A estrutura do PPACK parece induzir o deslocamento das alças 

compreendendo as sequências Gly142 a Ser153, Gly184 a Ala190 e Glu217 a 

Tyr225 em direção ao centro da proteína, próximos a cadeia lateral da Arg3 do 

PPACK (Fig. 4). Ao mesmo tempo em que essas alças se voltam em direção à 

proteína, essa condição parace contribuir para o aumento das ligações de 

hidrogênio intramoleculares (Fig 2C e 2D) no estado inibido. Essas observações 
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se correlacionam com o aumento da termoresistência vista quando ocorre a 

ligação com o PPACK, o qual mantém a estrutura similar da proteína quando 

comparada com a do início da simulação conforme os dados de PROCHECK. 

 

Figura 4: Comparação estrutural para ambos os estados da trombina no fim dos 

50 ns de simulação para o estado livre (salmão) e complexado ao PPACK (azul). 

No detalhe, as alças que mudam a sua orientação em função da presença do 

PPACK contribuindo no aumento das ligações de hidrogênio intramoleculares. 

 

3.3. Forças participantes na estabilização da trombina 

 Durante todo esse processo dinâmico de inibição, a quantificação da 

contribuição de forças específicas no processo de inativação enzimática pelo 

PPACK pode ser realizada, como a interação intramolecular dos resíduos de 

aminoácidos constituintes da estrutura da trombina entre si e a interação entre 

esses mesmos resíduos e o solvente. Nesse sentido, calculamos a energia de 

interação como sendo a média ± desvio padrão dos últimos 20 ns de simulação, 

uma vez que os primeiros 30 ns são levados em consideração no contexto de 

uma fase de equilibração dessas forças (Tab. 2). 
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Tabela 2: Energias de Interação obtidas para ambos os estados da trombina 

(kJ/mol) 

 

 Intramolecular  Solvente 

Trombina livre 13.522 ± 230 -17.809 ± 431 

Trombina/PPACK 12.995 ± 210 -16.678 ± 374 

 

 Como pode ser observado, o estado inibido da trombina mostra um perfil 

de diminuição do valor da energia de interação entre os aminoácidos constituintes 

de sua estrutura, caracterizando um estado fisiológico de maior rigidez. Ao 

mesmo tempo fica demonstrado um perfil de aumento do valor da interação com 

o solvente, caracterizando um estado fisiológico onde o água interage menos com 

a proteína. Esses eventos estão intimamente associados ao aumento do número 

de pontes de hidrogênio intramoleculares complementando e corroborando os 

dados que descrevem o processo de enrigecimento da proteína quando 

complexada ao PPACK, causando a elevação de sua termoresistência.   

 

4. Conclusões 

 Mesmo que a formação de complexos ligante-receptores seja capaz de 

promover consideráveis rearranjos conformacionais nas estruturas protéicas [18], 

isso não parece valer para a trombina. Em acréscimo aos dados cristalográficos 

obtidos até o momento, as informações obtidas no presente trabalho para a 

enzima em solução sugerem estruturas globalmente similares nas formas livre e 

complexada. Dados obtidos por SAXS para propriedades como raio de giro e o 

caráter globular da proteína não se alteram com a presença do ligante, em um 

perfil reproduzido nas simulações de DM realizadas. De fato, vários cristais de 

trombina contendo PPACK como inibidor [3,5,19] ou cristais de trombina 

mutantes para inativação de sua atividade catalítica sem a presença de ligantes 

[4,5] compartilham uma grande semelhaça entre suas estruturas (RMSD Cα < 0,8 

Å). 

 Apesar da semelhança entre as estruturas tridimensionais, a presença do 

PPACK promove algumas alterações de ordem termodinâmica conforme os 

dados de desnaturação térmica quando está ligado à enzima conforme 

demonstrado na Figura 1. Este processo foi explorado em nível atômico 
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empregando as simulações de DM, confirmando a manutenção da estrutura 

globular da Th na presença do ligante concomitante a uma reorientação local 

das alças próximas ao sítio catalítico. Tal mudança na dinâmica de alças parece 

ser capaz de promover um aumento das ligações de hidrogênio 

intramolecularesna Th e a diminuição da energia de interação com o solvente. 

Essas informações lançam luz sobre os eventos observados experimentalmente, 

onde a trombina adquire uma maior resistência a processos desnaturantes como 

consequência de sua inibição.  
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4.4 Trabalho III 

A mudança na conformação e flexibilidade de uma cadeia polipeptídica durante 

uma simulação de DM é usualmente caracterizada por análises de RMSD e RMSF. 

Contudo, enquanto a primeira estratégia apresenta uma perspectiva da variação da 

estrutura protéica, a partir do referencial cristalográfico, como uma função do tempo, 

a segunda oferece uma análise da variabilidade da posição dos aminoácidos 

durante toda a simulação. Assim, enquanto no RMSD em geral não se observa o 

comportamento de aminoácidos específicos, no RMSF não se observa a 

dependência da flexibilidade de cada resíduo no tempo da simulação. 

Neste contexto, apresentamos uma estratégia que busca combinar 

características das duas abordagens, conferindo à analise de RMSF uma resolução 

temporal, denominada tRMSF (temporal RMSF). Este procedimento vem sendo 

aplicado em diversos trabalhos do grupo, nos quais se apresentou como um 

procedimento simples e capaz de oferecer informações importantes sobre a 

flexibilidade e equilibração em diferentes sistemas moleculares. Merece destaque a 

facilidade com que permite observar a equilibração em diferentes regiões do 

esqueleto peptídico e, assim, a evolução da flexibilidade nestas regiões. Estes casos 

são discutidos, assim como a contribuição advinda do emprego da análise de 

tRMSF. 
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Abstract 

 Determination of protein structures and motions is one of the principal goals in 

bioinformatics. Despite several methodologies used to this objective, these models 

cannot describe with sufficient accuracy its conformational movements and flexibility. 

The computational approaches, especially, molecular dynamics simulation (MD) 

provide insights about structural characteristics at atomic resolution, but even so, 

lacking resolution at least one level, or time or residue. To overcome this limitation 

and provide full access even to slight structural movements, we developed tRMSF 

methodology, able to access conformational feature information, residue and time 

values simultaneously, and performed such analysis in a set of proteins and 

glycoproteins systems showing that a full trajectory average analysis can hide 

movements identified in tRMSF plot helping explain motion events upon tight 

conformational alterations. 

      

Key words: RMSF, molecular dynamics, protein flexibility, GROMACS analysis.    
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1- Introduction 

 A detailed understanding of protein functions is a goal of bioinformatics in the 

post-genomic era. The protein function is closely related to the structure and 

conformational mechanics in its physiological environment. To understand this 

process, several methodologies have been developed in order to elucidate the 3D 

structure of biological entities. Traditionally, X-ray diffraction crystallography has 

been used to determine atomic structures, but nowadays, methodologies like nuclear 

magnetic resonance (NMR) and electron microscopy (EM), improved the capacity of 

generating structural information of biological molecules [1]. Although these 

techniques primarily access the protein core structure, numerous events are still not 

explained, such as enzymatic activity, folding, binding and molecular recognition. 

These events are strongly related to protein motions and fluctuations, and implicate 

on its biological function [2].   

 For a long period, the protein movement characterizations at atomic level were 

not possible. Recently, we have experienced a significant improvement of the 

computational tools that lead us to a better understanding of structure and function of 

complex biological systems, in terms of conformational description through time and 

at atomic resolution. Among these computational tools, molecular dynamics 

simulations (MD) have been considered one important technique to investigate 

protein behavior at atomic resolution technique and low cost [3-5]. This methodology 

comes to supplement structural biology appliances, lightening biological events that 

undergo to conformational changes. 

 However, even at atomic resolution, common protein analyses lack resolution 

at least at some level. Several strategies may be employed to infer the behavior of a 

given protein in MD, being the root mean square deviation (RMSD) the most frequent 

analysis used. RMSD provides a description of the protein flexibility and 

conformational change as an average over all amino acid residues, at each snapshot 

simulation. As a global analysis, it lacks residue resolution. Other analysis, as the 

root mean square fluctuation (RMSF), which supplies a global perspective of the 

protein flexibility, at a residue level, has an average characteristic over the entire 

simulation, therefore lacking time resolution. 

 In this sense, the use of a tool capable to describe the protein structure profile, 

assembly into a simple analysis instrument unifying and correlating time, residue and 

conformational feature may be useful to elucidate alterations and conformational 
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events as masked by an initial full trajectory average analysis. In this context, our 

group had developed a combined strategy, named temporal RMSF (tRMSF), 

adequate to describe, in a single countor plot, the protein dynamics at time and 

residue details. Here we present tRMSF application to some proteins and 

glycoproteins, showing its useful capability to data mining approach, not only allowing 

the achievement of a picture of each system dynamics, equilibration and periodicity 

of movements within MD trajectories, but also supporting the identification of possible 

regions involved in sensible biological events. 

 

2- Methodology  

 

2.1- RMSF and tRMSF  

 In order to describe de protein dynamic behavior in a MD, we performed 

RMSF analysis, component of GROMACS simulation suite [6]. The common RMSF 

analysis shows, in a single plot, the RMSF average value by residue over the whole 

dynamics. In tRMSF, the fluctuation measurements are performed to each time 

predetermined intervals, composing the resolution. In tRMSF context, resolution 

comprises short dynamics periods where RMSF test is performed divided total 

dynamics time to several parts. 

  

2.2- Constructing the tRMSF plot 

 This protocol creates large text files content, comprising RMSF value for each 

amino-acid in the specified trajectory time intervals (resolution). Subsequently, it 

concatenates all files in a single text file containing all information to construct a table 

with three columns: time, residue and RMSF value. These columns will constitute X, 

Y and Z coordinates in tRMSF graphic. We used the SigmaPlot program [7] to import 

and plot this data, creating a tRMSF countor plot that allow an simultaneous access 

to the time, residue number and RMSF value at any MD snapshot. 

 

3- tRMSF applications   

 The examples below show the tRMSF protocol application in some protein 

systems studied by our group in last four years. The antithrombin/heparin interaction 

[8] study work that employed methodology revealing its ability to describe the relative 
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mobility of different regions of antithrombin (AT). In this study we demonstrated the 

conformational requirements to increase AT activity induced by glycan. 

 The study of water-soluble toxic peptide melittin [9], investigating the 

conformation of the peptide on both monomeric and oligomeric forms under different 

solvents, peptide concentrations, ionic strength and pH conditions showed the 

differences between physiologic and crystallographic conformations elucidating the 

oligomeric organization of melittin in biological solutions.  

 Characterization of HIV-1 matrix protein p17 [10] elucidating the molecular 

basis for the differences between X-ray and NMR structures  and, in the context of 

the molecular assembly of HIV-1 Gag proteins, mapping conformational features 

responsible for its virulence activity may have relevant implications in the 

determinants of virion behavior during cellular infection at the atomic level.  

 The description of glycoproteins and glycopeptides conformational ensembles 

[11] to understand the three-dimensional structure and the dynamical properties of 

both protein and carbohydrate moieties. This data, allow us a better understanding of 

the molecular basis of their interaction with each other, with the surrounding 

environment, and with their molecular targets evaluating the effects of glycosylation 

upon the protein moiety of the glycoproteins.  

 As the last example, we present the study of SufU [Fe-S] protein clusters [12]. 

These proteins are ubiquitous and precursor of inorganic prosthetic groups involved 

in the maturation of cellular Fe-S proteins. In this context, tRMSF helped explain the 

structural and conformational requirements of Enterococcus faecalis SufU protein in 

interacting with other factors and/or regulators in maturation of cellular Fe-S proteins 

serving as template of SufU clusters studies in Gram-positive bacteria. 

 

3.1- Antithrombin 

 The anticoagulant activity of heparin and other negatively charged 

glycosaminoglycans is due to the activation of a plasma protein called antithrombin 

(AT). This protein belongs to the serpin (serine proteinase inhibitors) protein family 

and is responsible for the inhibition of physiologically active plasma serine 

proteinases like factor IIa and factor Xa [13,14]. The reactive bond that interacts with 

the active site of target proteinases lies on a loop denoted as reactive center loop 

(RCL), which corresponding to residues Asn376 to Arg393 in the AT structure.  
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 In the native conformation, the RCL lies outside the tertiary core of the serpin 

main structure, i.e. in a solvent-exposed environment. However, in crystallographic 

structures this region is often involved in protein–protein contacts [15–17], already 

reported as essential for a good resolution in three-dimensional structure [18].  

 In order to access the relative mobility of different regions of AT induced by 

heparin mimetic compounds, tRMSF methodology was employed considering the AT 

macromolecule free in solution and complexed to synthetic pentasaccharide [8] (Fig. 

1).  

 

Figure 1: RMSF as a function of both residue number and time for unbound AT and 

AT–pentasaccharide complex. The regions corresponding to the loop-comprising 

residues Lys28–Glu37 (Gap), D-helix and the reactive center loop (RCL) are also 

presented [8]. 

 

 As can be seen, tRMSF shows a detailed profile about equilibration of the 

simulated systems with remarkable distinct fluctuations over different regions of AT. 

The regions defined by the RCL and by the N-terminal loop (residues Lys28 to 

Glu37), present the longest equilibration time of the entire protein. While the RCL 

keeps a high flexibility over the entire trajectory, the loop 28–37 accommodates in 

solution after 2-3 ns, depending on the AT complexation state.  

 Therefore, this equilibration period of 2-3 ns represents the loop 

rearrangement to its solution conformation. However, it is interesting to observe that 

the loop 28–37 presents lower flexibility in the complexed AT when compared to the 

unbound AT. At the same time, the RCL flexibility is greater in the complexed form of 

AT than in the free protein. In this context, we consider the possibility that the 
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mentioned RMSF profile is due to pentasaccharide effects over AT: (1) stabilizing the 

sequence comprised between Lys28 and Glu37; and (2) increasing the flexibility of 

the RCL. In other words, the conformational modifications expected to be induced in 

AT by pentasaccharide, which results in the potentiating effect of its inhibitory activity, 

could be observed and predicted by MD simulations through tRMSF profile.  

 

3.2- Melittin 

 Melittin is a well-known water-soluble toxic peptide present in bee venom of 

Apis mellifera, comprising about 50% of its dry weight. This peptide is able to disrupt 

membranes, producing many effects on living cells [19,20]. Like other amphiphilic α-

helical peptides, melittin has an antibacterial activity. It induces voltage-gated 

channel formation and can also produce micellization of phospholipids bilayers due 

to its membrane-interacting effect [19,21,22].  

 The molecular mechanism underlying melittin interaction with biological 

membranes and lipid bilayers is not well understood. Moreover, it seems that 

different molecular mechanisms could generate different actions of the peptide [21]. 

Despite several structural informations about melittin, there are contradictions 

between structural and biochemical data that has not been explained or correlated to 

conformational and functional data by any molecular model so far.   

 To investigate the conformation of the peptide on both monomeric and 

oligomeric forms and under different solvents, peptide concentrations, ionic strength 

and pH conditions, we performed molecular dynamics simulation of melittin using its 

crystallographic structure [23] as starting point. In this way, three simulations were 

performed: (1) 23.5 mM melittin, 120 mM chloride ions, pH 7.0; (2) 54.6 mM melittin, 

273 mM chloride ions, pH 7.0; (3) 23.5 mM melittin, 120 mM chloride ions, pH 11.0. 

 The structural data from MD runs lead us to the suggestion that, in plasma, 

melittin should not be in a tetrameric or a dimeric oligomerization state, but is 

probably present as a monomeric peptide [9]. Considering the lack of stability of the 

peptide oligomeric states under physiological-like conditions (condition 1) and aiming 

to correlate these data to the peptide’s helical content, we investigated the behavior 

of monomeric melittin under a number of different conditions showing that pH has a 

critical effect on the stabilization of the helical structure of melittin. To better 

understand this behavior, we used the tRMSF idea, to perform the analysis of the 

ellipticity parameter [24], using same rules to construct plot.  



 

 

58 

 

Figure 2: Ellipticity maps of monomeric melittin as a function of time and aminoacid 

number. (a) 26.5 mM melittin, 50 mM Cl-, pH 7.0. (b) 26.5 mM melittin, 120 mM Cl-, 

pH 7.0 [9]. 

 

 As can be seen, molecular dynamics simulations correctly reproduce 

experimental data: loss of the helical character is observed when the peptide is 

exposed to pH 7.0, being the secondary structure almost completely recovered upon 

increasing ionic strength (Fig. 2). As shown there, the conformation of melittin can be 

highly influenced by physical–chemical conditions, inducing the peptide to adopt a 

diversity of forms under different environments. 

 As a consequence, the helical structure observed in crystallographic and NMR 

data for this peptide should be interpreted as a consequence of both high salt and 

melittin concentrations. In this context, the ellipticity plot suggests that in 

physiological medium such as human plasma, melittin should assume a monomeric 

form, mostly unfolded. Such data show that the tetrameric organization of melittin is 

not possible in plasma, but only in extreme physical–chemical conditions observing 

that the peptide is not a perfect helix, but a random structure at pH 7.0 in 

physiological ionic strength [9]. 

 

3.3- p17 

 The structural features of the mature HIV-1 virion include a lipid bilayer 

envelope, surface glycoproteins (gp120) anchored to the virus through interactions 

with a transmembrane protein (gp41), a matrix shell (p17), and a conical capsid core 

(p24). The HIV-1 matrix protein (p17) is a structural molecule, partially globular, 

composed by five α-helices. The helixes H1, H2 and H3 are organized around the 
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central and buried H4, while H5 is projected from the packed helical bundle, making 

the C-terminal region of the protein distinct from its globular N-terminal [25-27]. 

Additional elements on the secondary structure of this protein include the 310-helix 

H2’ and the mixed α/310-helix H3’ [28]. 

 Previous studies had reported a 0.6 nm displacement of the short helix H3’ 

when comparing X-ray and NMR structures and such displacement was interpreted 

as a physiologically relevant conformational change that occurs during virion 

assembly and disassembly [29]. 

 

Figure 3: (A) All-atom RMSF (in nm) from crystal structure, as a function of both 

residue number and time; (B) ellipticity at 222 nm (in %, the percent of time in which 

the residue present a helical character), as a function of both residue number and 

time [10]. 

 

 Preliminary analysis shows a significant increase in deviation from crystal 

structure about 0.5 nm in the H5 helix [10]. Such deviations are originated in the 

helical content of p17, as can be observed from the ellipticity fluctuation [24] (Fig. 

3B). After the first 10 ns, an increase in the flexibility at H5 from the C-terminal 

portion can be clearly observed and, consequently, a lost of its helical character. At 

the end of simulation, H5 is two turns shorter and changed its conformation from X-

ray towards the NMR described conformation [10]. As shown in Fig. 3B, H2’ appears 

to be quite unstable, being completely lost after 10 ns of MD simulation. Conversely, 

H3’ appears to refold into a α-helix and to merge with H3 (Fig. 3B) indicating that, 

while possibly involved in conformational changes during viral assembly, such 

structure is highly flexible (Fig. 3A) and could co-exist in multiple conformational 
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states in solution. These observations corroborate to move from the X-ray structure 

to the NMR determined conformation of p17 [10]. 

 These data clearly indicate that the origin of the high deviation from crystal 

structure is due to conformational changes in H5, but not to distortions in the globular 

part of the matrix protein. Applying the tRMSF procedure to complement previous 

data, demonstrate that, in fact, the main region of the protein distorted during MD is 

the C-terminal portion of H5, where a sequence of at least eight amino acids residues 

is responsible for a deviation of about 0.9 nm from the crystal structure (Fig. 3A). 

Such deviations are originated in the helical content of p17, as can be observed from 

the ellipticity fluctuation (Fig. 3B). The increase in the flexibility at H5 C-terminal 

portion can be clearly observed and, consequently, a lost of its helical character [10]. 

 

3.4- EGF-like domain, CD59, hsCD2105 and α-hCG 

 Glycoproteins and glycopeptides are known to play important roles in many 

biological events, such as cell adhesion, cell–cell communication, immune response, 

intracellular targeting, and protease resistance [30,31]. Considering the difficulties 

associated with the experimental determination of glycoproteins structure and 

conformation, MD simulations have been used to clarify the dynamic aspects of 

macromolecules. Although the biological functions of glycosylation are still not 

completely understood, it is known that the glycan moieties of glycoproteins are 

fundamental to many biological processes, and are also involved in protein folding 

and/or stabilization [30,31]. In this sense, we intended to adequately represent the 

conformational ensemble of glycoproteins EGF-like domain, CD59, hsCD2105 and α-

hCG through MD simulations in aqueous solutions analyzing the effects of 

glycosylation upon these protein moieties [11]. 

 In this context, we performed an analysis of the influence of glycosylation on 

the dynamics and conformation of the protein moiety displaying its influence in these 

protein structures through tRMSF plot (Fig. 4). As can see, EGF-like domain present 

a difference in flexibility between glycosylated and non-glycosylated proteins 

observed around residues 56–59 (Fig. 4A and B), suggesting that the recognition of 

EGF-like domains by the O-fucosyltransferase, responsible by glycosylation, may be 

associated with an entropic driven process. 

 Like observed for the EGF-like domain, CD59 show no major influence 

induced by glycan binding, with tRMSF analyses of the simulated proteins supporting 
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a decreased flexibility in the region of the N-glycan attachment, around Asn18 (Fig. 

4C and D). 

  

Figure 4: Root mean square fluctuation (RMSF) for the studied proteins, as a function 

of both residue number and time: EGF-like, in its non-fucosylated (A) and fucosylated 

(B) forms (from 0.04 to 0.24 nm); CD59, in its non-glycosylated (C) and glycosylated 

(D) forms (from 0.03 to 0.18 nm); hsCD2105, in its non-glycosylated (E) and 

glycosylated (F) forms (from 0.04 to 0.16 nm); and the α-hCG, in its non-glycosylated 

(G) and glycosylated (H) forms (from 0.05 to 0.35 nm) [11].  

 

 In hsCD2105, the NMR data suggest that the N-linked glycan at Asn65 is 

required for adhesion functions, because it stabilizes protein folding by 

counterbalancing an unfavorable clustering of five positive charges centered on 

Lys61. Such an effect appears to be observed in MD simulations, because the region 

around these residues presents decreased flexibility upon glycosylation, as well as 

near regions comprising residues 22–32, 49–53, 61–67, and the N-terminal (Fig. 4E 

and F) domain. However, they have shown neither antibody- nor ligand-binding 
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activity, suggesting that the N-linked glycan on hsCD2105 plays an important role in 

the function of this protein. In addition, the NMR studies suggested that protein–

carbohydrate interactions may be involved in mediating the CD2 interaction with 

CD58 which should mainly involve the amino acids 32–34, 43–51 and 86–91 of 

hsCD2105. Accordingly, the residues around these regions concentrate the main 

differences in protein flexibility upon glycosylation (Fig. 4E and F) [11]. 

 In α-hCG, the glycosylation influence is evident in the loop between residues 

33–58. This loop is known to exist in free α-hCG, based on NMR studies, and seems 

to adopt a increased flexibility in the glycosylated protein (Fig. 4G and H). As a 

general feature, glycosylation of the hCG α-subunit at Asn78 seems to play an 

important role in the stabilization of the protein by exerting a protective function 

through shielding the protein surface from the environment, including residues 

around 23–26 and 68–70. Therefore, from the MD simulations, we could observe a 

stabilization of such regions, especially 23–26, as observed in tRMSF analysis (Fig. 

6G and H) [11]. 

 These approaches supplement previous obtained and reinforce that the 

glycosylation have different influences in protein flexibility participating in its biological 

events or guiding this process [11]. 

 

3.5- SufU [Fe-S] cluster protein 

 Iron-sulfur [Fe-S] clusters are simple inorganic prosthetic groups that are 

widely distributed in nature and play essential roles in diverse biological processes 

such as electron transfer, redox and nonredox catalysis, gene regulation and as 

sensors within all living organisms [32-35]. The functions of the [Fe-S] cluster 

assembly machineries include the mobilization of Fe2+/3+ and S2- elements from 

apoproteins storage sources, their association into an [Fe-S] bound form and its 

transport and transfer to the final molecular destinations. The machinery of [Fe-S] 

biogenesis and maturation is represented by at least three distinct, yet structurally 

and functionally related systems, designated NIF, ISC, and SUF being the SUF 

system important to sulfur assimilation.  

 The SUF system has been linked to virulence in several microorganisms [36] 

however, no structural information has been available related to proteins present in 

microorganisms belonging to the Firmicutes phyla. Here we present an in silico 
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conformational study of E. faecalis SufU cluster structure constructed by homology 

using S. pyogenes SufU structure as template [12].  

 Both, model and template were submitted to 50 ns MD showing that their 

conformation in dynamics differs from initial structure. Such increase in protein 

flexibility appears to be related to the N-(residues 1 to 38) and C-terminal, as called 

GPR (Gram-positive region), (residues 95 to 136) portions. Looking through the 

tRMSF analysis perspective (Fig. 5) we can confirm the role of both N-terminal and 

GPR in SufU flexibility. E. faecalis SufU showed alterations in the GPR, but in a 

lesser degree than in S. pyogenes SufU. Areas related to the active sites of SufU 

showed higher flexibility too, especially the ones related to residues Cys35, Asp37 

and Cys60, and areas between residues 20 to 25, and 40 to 45.  

 

Figure 5: Sausage plot for (A) template S. pyogenes SufU and (D) model E. faecalis 

SufU proteins. The thickness presented is directly related to the flexibility in the area. 

Loops are presented in gray, α-helices in red and β-strands in blue. Root Mean 

Square Fluctuation (RMSF) analysis, as a function of both residue number and time 

for (B) template S. pyogenes and (C) E. faecalis SufU proteins, presenting the four α-

helices (H), the three β-strands (S), and the GPR region [12].  

 

 Additionally, we can notice that those residues are circumventing the active 

site residues, explaining that flexibility required for cluster formation is related to the 

active site of the protein, and modifications established in these regions are essential 

for enzyme activity [12]. 

 

4- Conclusion 

 A few years ago, analysis focused in protein and other biological compounds 

aiming to clarify their structures and conformations, were limited to some techniques 

restricted to static models. The advent of computational approach in biological 
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systems gave atomic resolution about them and also was capable to improve the 

accuracy on describing conformational ensemble in physiologic environment along 

temporal dimension.  

 Computational analysis employed, provide a large amount of physical and 

structural data. Analysis about them was generally calculated for the entire data set, 

leading to an evaluation of an average behavior. Nevertheless, some slight structural 

events occurring within trajectory were not detected. 

 With this purpose, here we demonstrated the use of new tool employed to 

describe flexibilities and motions with time and residue resolution called tRMSF. This 

approach can explain, with accuracy, movements not shown by common full 

trajectory analysis, contributing to understand and interpret a global data obtained by 

another methodology. Furthermore, we can use the tRMSF methodology to represent 

the system in terms of their atoms, residues or selections to better demonstrate their 

properties. 

 However, not only in RMSF we can apply 3D plot. Others analysis, can be 

explained by constructing tridimensional graphics as ellipticity, previously showed. In 

this sense, all tools describing conformational feature, time, residue and/or atom can 

be used to construct 3D plot like tRMSF. Together, such analysis may provide, more 

details in conformational behavior explaining panoramic structural motions details 

with residue or atom resolution. 
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5 Discussão Geral 

5.1 Validação de simulações de DM 

 A modelagem molecular vem se mostrando através dos anos como uma 

importante ferramenta no estudo do comportamento molecular em vários 

sistemas biológicos (Hansson et. al., 2002). A determinação de estruturas 3D de 

biomoléculas por RMN e o refinamento de estruturas cristalográficas obtidas por 

raios-X são, também, áreas que se beneficiam diretamente da modelagem 

molecular, particularmente das simulações de DM (Karplus et. al., 1990). 

 Em geral, a validação das predições obtidas por simulações de DM reside, 

principalmente, na comparação dos resultados gerados a propriedades 

experimentais conhecidas (van Gunsteren et. al., 1990). Para tal, a confiabilidade 

das predições em dinâmica molecular depende, basicamente, de dois fatores: da 

adequação do campo de força utilizado para o sistema em estudo e que a busca 

do espaço conformacional realizada durante a simulação seja suficientemente 

ampla para descrever as conformações relacionadas ao processo em estudo (van 

Gunsteren et. al., 1992). Em outras palavras, a precisão do método é julgada a 

partir da observação ou constatação, nas simulações realizadas, de quão 

precisas são reproduzidas quantidades previamente conhecidas (Karplus et. al., 

1990).  

Particularmente no caso dos estudos sobre a interação da trombina com 

inibidores covalentes e alostéricos, as simulações realizadas foram capazes de 

reproduzir dados experimentais disponíveis como: 1) no caso do sistema de inibição 

da trombina pelo composto suramina, ficou demonstrado que esse composto de fato 

mantém sua posição e interação no exosítio II, mesmo em face do rearranjo da 

orientação do ligante em seu sítio de ligação; 2) ainda neste sistema, simulações 

mimetizando o ambiente cristalino permitiram controlar este processo de 

reorientação, sugerindo as bases para as diferenças estruturais da suramina 

observadas entre os ambientes cristalino e aquoso; 3) no caso do sistema 

envolvendo a interação trombina/PPACK, pôde-se identificar que não houve 

alteração no raio de giro da proteína e no enovelamento global da enzima induzida 

pelo ligante e que 4) o aumento das ligações de hidrogênio intramoleculares 

associado ao rearranjo das alças próximas aos sítio catalítico em direção ao centro 
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da proteína, contribuiram no entendimento dos motivos moleculares para o aumento 

da termoresistência da trombina frente a ligação com o PPACK.  

 

5.2 Estudo por DM do complexo trombina/suramina 

Embora as propriedades inibitórias da suramina já fossem conhecidas (Horne 

et. al., 1988; Horne et. al., 1992), informações estruturais sobre como este processo 

ocorre estavam ausentes até o presente trabalho. Vale destacar que o mesmo 

constitui-se em um dos poucos trabalhos empregando uma combinação de 

metodologias de cristalografia de raios-X e dinâmica molecular com o objetivo de 

obter informações adicionais sobre o processo de reconhecimento ligante-receptor 

em meio biológico. 

A estratégia empregada envolveu o isolamento do complexo 1:1 entre trombina 

e suramina do cristal, unidade essa que se espera que ocorra no plasma, como 

ponto de partida para simulações de DM. Considerava-se, então, que a simulação 

apresentaria uma manutenção global do complexo, com pequenas acomodações do 

ligante e cadeias laterais da proteína ao solvente adicionado, além da descrição da 

flexibilidade no sistema em meio aquoso. Contudo, em alguns nanosegundos a 

suramina apresentou um processo de re-orientação. Dada a interação da suramina, 

na unidade cristalina, com três moléculas de trombina, justamente na região onde 

ocorria a re-orientação, postulou-se que a ausência de tais forças cristalográficas 

nas simulações seria responsável pela mudança na interação da suramina com a 

trombina. Isto foi avaliado através da construção de um sistema contendo as três 

moléculas de trombina que interagem com uma molécula de suramina na unidade 

cristalina, em uma proposção de 3:1.  

 No rearranjo 1:1 a estrutura da suramina apresenta um pequeno grau de 

compactação, perdendo a sua conformação ―linear‖ vista no cristal enquanto 

acomoda-se na fenda formada entre a α-hélice C-terminal (Arg233 a Glu247) e as 

duas fitas-β opostas a ela (Leu85 a Arg93 e Arg101 a Lys110) na estrutura da 

cadeia pesada da trombina. Neste processo, são perdidas interações com os 

resíduos Arg93, Asp243 e Glu247 enquanto novas interações se formam com os 

resíduos Lys87, Lys107, Lys236, Trp237 e Phe245 do exosíto II. Esse 

comportamento induz um aumento na intensidade da energia de interação da 
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suramina com a trombina em cerca de 300 kJ/mol, justificando a reorientação do 

ligante durante as simulações realizadas (Fig. 12). 

 

Figura 12: Representação da mudança conformacional da suramina sobre a 

superfície do exosítio II da trombina vista em ambiente fisiológico durante a DM. 

Conforme ocorre a reorientação de sua estrutura, a suramina migra de sua 

conformação cristalográfica (marrom) para a conformação vista no final do tempo de 

simulação (azul).   

 

A observação desse comportamento demonstra que a parte da suramina que 

interage com uma maior parte da superfície protéica permanece com sua 

conformação quase idêntica ao cristal, enquanto que a outra extremidade mais 

exposta ao solvente durante a simulação sofre esse processo de compactação 

sobre o exosítio II. Esse processo induz um aumento da interação da suramina com 

a enzima, de maneira que seu perfil conformacional em meio fisiológico sofre 

alteração quando comparado à sua conformação cristalográfica. 

Ao contrário do processo de reorientação visto logo no inicio da simulação no 

sistema 1:1 indicado pelo elevado RMSD da suramina (4,3 ± 0,6 Å) com relação à 

sua posição inicial, sua conformação apresentou um incremento da estabilidade em 

relação ao seu início em todo o tempo de dinâmica na proporção 3:1 (RMSD 2,5 ± 

0,4 Å). De fato, durante a simulação desse último sistema pudemos evidenciar que a 

suramina apresenta, nessas condições, interações com alças próximas ao exosítio I 
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e também com regiões próximas ao sítio ligador de Na+ que, devido ao 

empacotamento cristalino, apresentam-se próximas à suramina favorecendo a sua 

estabilização em tal orientação. 

 

5.3 Estudo por DM do complexo trombina/PPACK 

O uso do PPACK para promover a inibição irreversível da trombina é uma 

prática comum em estudos estruturais desta enzima, de maneira que esse composto 

é encontrado em todos os cristais de Th a fim de evitar eventos de autólise durante 

a cristalização. Embora esta interação aparentemente não promova alterações 

maiores na estrutura e conformação protéica, não estavam disponíveis dados das 

formas livre e não complexada da enzima para confirmar tal hipótese. 

Adicionalmente, uma vez que o desenvolvimento de inibidores direitos de trombina 

utiliza o PPACK como modelo estrutural de inibição da enzima (Srivastava et.al., 

2005; Banner, 2003), a obtenção de informações adicionais sobre a dinâmica de 

inibição da trombina pode contribuir no desenvolvimento de novos candidatos a 

protótipos de agentes antitrombóticos, via modulação da trombina. 

Em solução, dados obtidos em colaboração com os professores Luis Maurício 

T. R. Lima e Robson Q. Monteiro da UFRJ, incluindo experimentos de dicroismo 

circular e SAXS, reforçam a ausência de influência conformacional do PPACK sobre 

a trombina quando em solução aquosa. Contudo, experimentos de desnaturação 

como função da temperatura indicaram um efeito do PPACK sobre propriedades 

termodinâmicas da enzima-alvo, principalmente um aumento na termoresistência da 

proteína. Dada a ausência de dados estruturais para a trombina livre, a DM 

apresentou-se como um método promissor na obtenção de informações adicionais 

sobre este processo, em nível atômico. Isto foi explorado através de simulações das 

formas de trombina ligada e não ligada ao PPACK, na temperatura de 343K (70 oC), 

faixa de temperatura representativa do efeito termo-estabilizador do PPACK sobre a 

trombina. 

   Em acordo com os dados experimentais obtidos, as simulações realizadas 

demonstram uma manutenção da estrutura global da enzima. Contudo, algumas 

diferenças foram observadas quanto à mobilidade de alças, principalmente as 

próximas ao sítio catalítico. Enquanto na forma livre as alças apresentam-se mais 

flexíveis, a inibição da enzima pelo PPACK acarreta em um enrigecimento destas 
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estruturas. Merece destaque as alças Gly142 a Ser153, Gly184 a Ala190 e Glu217 a 

Tyr225, próximas ao sítio catalítico, as quais demonstram as maiores diferenças de 

flexibilidade como consequência da ligação ao PPACK, voltando-se e fechando-se 

para o centro da estrutura protéica e, assim, reduzindo suas exposições ao solvente. 

Adicionalmente, as ligações de hidrogênio intramoleculares na trombina 

aumentaram como consequência da complexação ao PPACK, tanto nas regiões 

envolvento as alças supracitadas quanto por toda a estrutura da enzima. Este 

processo ocorre juntamente a uma diminuição da energia de interação da proteína 

com o solvente, embora a sua superfície acessível ao ambiente fisiológico e raio de 

giro não tenham sofrido maiores alterações (Tab. 2). 

 

Tabela 2: Raio de giro e superfície acessível ao solvente (SAS) para ambos os 

estados da trombina  

 Raio de Giro SAS 

Trombina Livre 1,8 ± 0,014 nm 78,2 ± 2,33 nm2 

Trombina/PPACK 1,79 ± 0,008 nm 77,8 ± 2,23 nm2 

 

Tomados em conjunto, esses dados ajudam a explicar os motivos moleculares 

para a termoresistência atribuída à trombina por meio da ligação com o PPACK, 

elucidando os eventos moleculares que levam à inibição enzimática por meio da 

ligação irreversível ao sítio catalítico. 

 

5.4 Implicações para o desenvolvimento racional de novos agentes 

anticoagulantes, baseados na inibição direta de trombina 

A partir dos resultados obtidos, pode-se contextualizar a participação de 

ferramentas de modelagem molecular, marcadamente a DM, no planejamento 

racional de novos agentes anticoagulantes baseados na inibição direta de trombina. 

Nesse sentido, através das análises feitas pelas ferramentas de DM, conseguimos 

obter informações adicionais sobre as forças que governam a dinâmica de inibição 

da trombina pelo PPACK, bem como as bases estruturais que permitem a suramina 

adotar a conformação inibitória sobre o exosítio II da trombina. Reunindo esses 

conhecimentos na lógica do desenvolvimento de novos agentes terapêuticos, 
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representada na Figura 13, podemos inserir essas propriedades inibitórias no 

seguinte contexto: 

1) Seleção de compostos estruturalmente promissores, tais como produtos 

naturais análogos ou substratos naturais modificados; 

2) Uma vez confirmada a trombina como provável alvo molecular dos 

compostos selecionados, segue-se ao estudo computacional dos compostos, tanto 

em suas formas isoladas, quanto em complexo com a enzima. Esta etapa 

possibilitará tanto a identificação das interações intermoleculares envolvidas no 

complexo, quanto à avaliação da capacidade de cada composto em induzir 

modificações conformacionais ou na dinâmica estrutural, à luz dos dados 

previamente obtidos para o complexo trombina/suramina e trombina/PPACK, além 

de inferir contribuintes entrópicos para o processo e da pré-existência, em solução, 

da conformação potencialmente bioativa; 

3) Planejamento racional de novos derivados sintéticos, baseado na estrutura 

do complexo com compostos protótipos, de forma a potencializar as interações dos 

mesmos com a trombina; 

4) Síntese dos derivados propostos; 

5) Avaliação das propriedades anticoagulantes e antitrombóticas dos derivados 

propostos. Neste momento, o ciclo pode ser reiniciado inúmeras vezes, até que seja 

obtido um ou mais compostos/padrões moleculares com propriedades 

anticoagulantes satisfatórias.  



 

 

74 

 

Figura 13: Esquema representando um processo de desenvolvimento de novos 

compostos bioativos, envolvendo a participação de métodos de modelagem 

molecular, em especial a DM. 
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6 Conclusões 

A partir dos objetivos traçados, o presente trabalho permitiu: 

 Re-interpretação da orientação cristalográfica da suramina, reduzindo 

sua exposição ao solvente, conforme orientação cristalográfica, e 

aumentando sua interação com a enzima-alvo; 

 Análise quantitativa da contribuição dos resíduos de aminoácidos mais 

importantes para a energia de interação trombina/suramina; 

 Elucidação dos determinantes estruturais para a termoresistência da 

trombina induzida pelo PPACK; 

 Construção de uma metodologia aplicável ao estudo de flexibilidade de 

proteínas capaz de mapear eventos conformacionais como função do 

tempo e dos resíduos de aminoácidos. 

 

Globalmente, os resultados obtidos confirmam o potencial de ferramentas de 

modelagem molecular no estudo de sistemas biológicos, conectando e expandindo, 

ao nível atômico, informações previamente obtidas por métodos experimentais. 
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7 Perspectivas 

Considerando-se os procedimentos de simulação propostos e validados no 

presente trabalho, assim como as informações obtidas acerca da trombina e de sua 

estrutura, as seguintes perspectivas podem ser traçadas: 

 Início de um projeto de planejamento racional de novos agentes 

anticoagulantes sintéticos, relacionados ou não com os substratos 

naturais da trombina, mas capazes de inibi-la; 

 Considerando-se que a trombina é uma glicoproteína, avaliar o efeito da 

glicosilação na dinâmica da proteína e na formação de complexos 

trombina/moduladores. 
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8 Glossário5 

Arquivo PDB: um arquivo PDB (do inglês Protein Data Bank, Banco de Dados de 

Proteínas) é um arquivo ASCII (do inglês American Symbolic Code for Information 

Interexchange = text, Código Simbólico Americano para Troca de Informação) usado 

para armazenar as coordenadas atômicas de uma molécula, geralmente uma 

proteína ou ácido nucléico (veja PDB).  

Cálculos ab initio: Cálculos ab initio são cálculos mecânico-quânticos que usam 

equações exatas, sem aproximações, que envolvem a população eletrônica total da 

molécula.  

Métodos mecânico-quânticos ab initio (sinônimo com métodos mecânico-quânticos não 

empíricos): métodos de cálculos mecânico-quânticos independentes de qualquer 

experimento que não seja a determinação de constantes fundamentais. Os métodos são 

baseados no uso da equação de Schrödinger completa para tratar todos os elétrons de 

um sistema químico. Na prática, aproximações são necessárias para restringir a 

complexidade da função de onda eletrônica e tornar seu cálculo possível. 

Cálculos Mecânico-quânticos: Cálculos mecânico-quânticos são cálculos de 

propriedades moleculares baseados na equação de Schrödinger que levam em 

conta as interações entre os elétrons em uma molécula. 

Campo de Força: é um conjunto de funções e parametrizações usadas em cálculos 

de mecânica molecular. Estas funções definem as energias de estiramento de 

ligação e de distorção de ângulo de ligação (tanto de valência quanto diedro) de uma 

molécula, quando comparadas com a sua conformação não tensionada (aquela 

caracterizada pelos valores padrões de comprimentos e de ângulos de ligação). 

Alguns campos de força podem conter termos de interação entre átomos não 

ligados, de efeitos eletrostáticos, de ligação de hidrogênio e de outros efeitos 

estruturais. 

Campo e Potencial Eletrostáticos: O campo e o potencial eletrostáticos são 

propriedades de uma molécula que surgem da interação entre uma sonda 

carregada, tal como uma carga pontual unitária positiva representando um próton, e 

a molécula alvo. Este campo e o potencial são usados em estudos de relações 

quantitativas estrutura-atividade tridimensionais (3D-QSAR) e para comparar ou 

estimar a semelhança de um conjunto de moléculas. 

                                                           
5
 Definições obtidas: de  Sant’Anna, 2002 e van der Spoel et. al., 2005. 
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Dinâmica Molecular: é um procedimento de simulação que consiste na computação 

do movimento dos átomos em uma molécula ou de átomos individuais ou moléculas 

em sólidos, líquidos e gases, de acordo com as leis de movimento de Newton. As 

forças que agem nos átomos, necessárias para simular seus movimentos, são 

calculadas usando campos de força de mecânica molecular. 

Mecânica Molecular: é o cálculo das características geométricas e de energia de 

entidades moleculares baseado em funções de potencial empíricas, cuja forma é 

tomada da mecânica clássica. O método pressupõe que as funções de potencial 

possam ser transferidas dentro de um conjunto de moléculas semelhantes. Uma 

suposição é feita sobre os comprimentos e ângulos ―naturais‖ de ligação, cujos 

desvios resultam em tensão de ligação e tensão angular, respectivamente. As forças 

de Van der Waals e eletrostáticas também são levadas em conta.  

Minimização de Energia: é um procedimento matemático para localizar as 

conformações estáveis (mínimos de energia) de uma molécula, determinadas por 

cálculos de mecânica molecular ou mecânico-quânticos. 

Modelagem Molecular: é a investigação das estruturas e das propriedades 

moleculares usando a química computacional e as técnicas de visualização gráfica 

visando fornecer uma representação tridimensional, sob um conjunto de 

circunstâncias. 

Protein Data Bank (PDB): é um banco de dados de proteínas mantido no 

Laboratório Nacional Brookhaven, Upton, New York, que contém estruturas de raios-

X de dezenas de milhares de proteínas. 

Planejamento de Fármacos: inclui não somente o planejamento do ligante, mas 

também a farmacocinética e a toxidez, que estão na maior parte das vezes além das 

possibilidades do planejamento auxiliado pela estrutura ou por computador. O termo 

planejamento de fármacos é mais freqüentemente usado do que o termo correto 

―Planejamento de Ligantes‖. 

Planejamento de Ligantes: é o planejamento de ligantes que usa informações 

estruturais sobre o alvo ao qual os ligantes devem se ligar, freqüentemente tentando 

maximizar a energia de interação. 

Planejamento Baseado em Estrutura (Structure-Based Design): é uma estratégia 

para novas entidades químicas baseadas na estrutura tridimensional (3D) de um 

alvo obtido de estudos de raios-X ou de ressonância magnética nuclear ou de 

modelos de homologia de proteínas. 
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Química Computacional: é uma disciplina que usa métodos matemáticos para o 

cálculo de propriedades moleculares e para a simulação do comportamento 

molecular. Também inclui, por exemplo, o planejamento de sínteses, a pesquisa de 

bancos de dados e a manipulação de bibliotecas combinatoriais. 

Receptor: é uma proteína ou um complexo de proteínas localizado no interior ou na 

superfície de uma célula, que reconhece especificamente e interage com um 

composto que atua como um mensageiro molecular (neurotransmissor, hormônio, 

fármaco, etc). Em um sentido mais amplo, o termo receptor é freqüentemente usado 

como sinônimo para qualquer sítio específico de ligação de fármacos (em oposição 

a não específico, como a ligação às proteínas do plasma), também incluindo ácidos 

nucléicos, tais como o DNA. 

Termos de Energia Não-Ligados: são funções de energia potencial que descrevem 

interações de Van der Waals, eletrostáticas e de ligação hidrogênio em um campo 

de força. 

Topologia Molecular: topologia molecular é a descrição do modo pelo qual os 

átomos estão ligados em uma molécula. Em diversos programas de dinâmica 

molecular constitui-se em um arquivo que descreve em quais átomos ou 

combinações de átomos as diversas contribuições de um campo de força irão atuar. 

Apresenta atributos constantes para cada átomo, como quais átomos existem em 

uma molécula, as características destes átomos (e.g. um oxigênio carbonílico é 

diferente de um oxigênio em um grupamento éter ou hidroxila), como cargas 

atômicas, termos ligados e não-ligados. 

Arquivo .mdp: contém todas as informações e parâmetros necessários para a 

realização de uma DM no pacote GROMACS. Nesse arquivo são definidos os 

parâmetros de temperatura, acoplamento de pressão, passos de integração, 

tratamento eletrostático, grupos de energia e uma série de outras informações que 

ditam como o sistema se comportará durante a simulação. 
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10 Anexos 

 

Durante a realização desta dissertação, o assunto em que vinha trabalhando 

durante meu período de iniciação científica, o qual também foi tema do meu trabalho 

de conclusão de curso, foi publicado num periódico de circulação internacional 

(anexo I). Além disso, tive a oportunidade de realizar colaborações com os grupos 

do Prof. Fábio Klamt (Laboratório de Extresse Oxidativo, Departamento de 

Bioquímica – UFRGS) e Prof. Vanderlan Bolzani (Instituto de Química de Araraquara 

– UNESP), além de estar participando da co-orientação do aluno de iniciação 

científica Hernando Salles Rosa, Faculdade de Farmácia - UFRGS. Destas 

colaborações surgiram alguns trabalhos que serão listados abaixo. Também estão 

incluídos os arquivos .mdp (molecular dynamics parameters) utilizados na realização 

dos trabalhos apresentados nessa dissertação e as topologias empregadas para 

definir as ligações entre trombina e PPACK. 
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10.1 Anexo I 

 

FEBS Lett., 2008, (582), 3619-3624. 

 

Characterization of the papillomavirus α1E2 peptide unfolded to 

folded transition upon DNA binding 

 

Guilherme Menegon Giesel, Luís Maurício T.R. Lima, Joana Faber-Barata, 

Jorge Almeida Guimarães, Hugo Verli 

RESUMO 

Transcriptional regulation depends on sequencespecific binding of regulatory 

proteins to their responsive elements in viral DNA. The papillomavirus E2 protein 

binds to DNA through the consensus sequence ACCG-NNNN-CGGT, activating or 

inhibiting viral replication. Through molecular dynamics simulations we were able to 

characterize the role of the DNA molecule on E2 binding region (named α1E2) 

conformation, acquiring structural insights for previous works suggesting an unfolded 

to folded transition upon α1E2 complexation to DNA. Moreover, the results indicate 

sites to guide the design of α1E2 synthetic derivatives to inhibit the HPV infection. 

 

10.2 Anexo II 

 

In preparation 

 

Cofilin Oxidation Induces Conformational Changes and 

Decreases Actin Polymerization in vitro 

 

Juliane Borba Minotto, Marco Antônio Debastiani, Alfeu Zanotto Filho, Guilherme 

Menegon Giesel, José Cláudio Fonseca Moreira, Hugo Verli, Fábio Klamt 
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10.3 Anexo III  

 

In preparation 

 

Jatrophidin I, a new cyclic peptide from brazilian Jatropha 

curcas L.: Isolation, characterization, synthesis, conformational 

studies and biological activity 

 

Wanessa Fernanda Altei, Douglas Gatte Picchi, Eduardo Maffud Cilli, Guilherme 

Menegon Giesel, Hugo Verli, Vanderlan da Silva Bolzani 

RESUMO 

Previously we have isolated cyclic peptides from the latex of Jatropha genus 

species (Euphorbiaceae). Continuing the quest to find new peptides, we studied 

the latex of Jatropha curcas L. through extraction with ethyl acetate, and posterior 

fractionation in Sephadex G-15 column. After this protocol, peptidic fractions, 

detected by Cl2/o-tolidine reagent, were purified by RP- HPLC resulting in two 

different peptides. The structural elucidation by mass spectroscopy and 1D/2D 

NMR showed the known cyclic peptide Pohlianin A, and one new cyclic peptide, 

that has been named "Jatrophidin I" (GWLNLLGP).  This octapeptide was 

synthethized using Fmoc strategy. NMR studies in DMSOd6 revealed ―cis/trans‖ 

conformations of Proline amide bond, and, to provide additional information to this 

equilibrium, studies of Molecular Dynamics/Simulated Annealing (MD/SA) 

simulations were realized considering the peptide with Proline in cis and trans 

orientations, resulting in two representations for the cyclic chain. Additionally, 2D 

NMR experiments of "Jatrophidin I" using different solvents and temperatures 

were obtained in order to visualize conformational changes in variable conditions. 

These data showed that the mainly conformation to this new peptide was found 

with Pro in cis configuration. Biological studies showed that the new peptide has 

week antifungal effect against Candida albicans, C. krusei, C. parapsilosis and 

Cryptococcus neoformans. New studies about antioxidant and antimalarial 

activities have been evaluated.   
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10.4 Arquivos .mdp 

 Os arquivos .mdp aqui representados estão descritos de forma genérica. 

Cada sistema possui grupos de moléculas características que deverão ser 

descritas nesses arquivos para permitir o acoplamento de pressão e temperatura 

a fim de realizar a simulação (veja manual para mais detalhes6). 

 

 Arquivo .mdp para minimização usando o algoritmo Steepest 

Descents 

 Este é um arquivo padrão de minimização. Pode ser usado em qualquer 

sistema sem a necessidade de alterações. 

title               =  Yo 

cpp                 =  /lib/cpp 

define      =  -DFLEX_SPC 

constraints         =  none  

integrator          =  steep 

emtol           =  1 

emstep              =  0.001 

nsteps      =  10000 

nstcomm             =  1 

nstxout             =  100 

nstvout             =  100 

nstfout             =  0 

nstlog              =  100 

nstenergy           =  100 

nstlist             =  10 

ns_type             =  grid 

coulombtype         =  PME 

rlist               =  0.9 

rcoulomb            =  0.9 

rvdw                =  0.9 

pme_order           =  4 

; Berendsen temperature coupling is on in four groups 

Tcoupl              =  no 

; Isotropic pressure coupling is now on 

Pcoupl              =  no 

 

                                                           
6
 http://manual.gromacs.org/current/online/mdp_opt.html 
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 Arquivo .mdp da primeira etapa de termalização (term_a) 

title               =  MD_term_a 

cpp                 =  /lib/cpp 

define      =  -DFLEXIBLE 

constraints         =  all-bonds 

integrator          =  md 

tinit               =  0.0 

dt                  =  0.002 ; ps ! 

nsteps              =  500 ; total 1 ps ;0ps-1ps;. 

nstcomm             =  1 

nstxout             =  200 

nstxtcout           =  0 

xtc_precision       =  1000 

nstvout             =  200 

nstfout             =  0 

nstlog              =  500 

nstenergy           =  200 

nstlist             =  10 

ns_type             =  grid 

coulombtype         =  PME 

rlist               =  0.9 

rcoulomb            =  0.9 

rvdw                =  0.9 

fourierspacing      =  0.12 

optimize_fft     =  yes 

pme_order           =  4 

ewald_rtol          =  1e-5 

; Berendsen temperature coupling is on in four groups 

Tcoupl              =  berendsen 

tc-grps           =  Protein SOL ; Definir aqui as moléculas do 

sistema servindo de padrão para os outros arquivos .mdp 

tau_t               =  0.1 0.1 

ref_t               =  10 10 

; Energy monitoring 

energygrps          =  Protein SOL ; Definir aqui as moléculas do 

sistema da mesma maneira que no tc-grps 

; Isotropic pressure coupling is now on 

Pcoupl              =  berendsen 

Pcoupltype          =  isotropic 

tau_p               =  0.5 

compressibility     =  4.5e-5 

ref_p               =  1.0 

; Generate velocites is off at 50 K. 

gen_vel             =  yes  

gen_temp            =  10.0 

gen_seed            =  173529 
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 Arquivo .mdp da segunda etapa de termalização (term_b) 

title               =  MD_term_b 

cpp                 =  /lib/cpp 

define      =  -DFLEXIBLE 

constraints         =  all-bonds 

integrator          =  md 

tinit               =  1.0 

dt                  =  0.002 ; ps ! 

nsteps              =  4500 ; total 9 ps.;1ps-10ps; 

nstcomm             =  1 

nstxout             =  200 

nstvout             =  200 

nstfout             =  0 

nstlog              =  500 

nstenergy           =  200 

nstlist             =  10 

ns_type             =  grid 

coulombtype         =  PME 

rlist               =  0.9 

rcoulomb            =  0.9 

rvdw                =  0.9 

fourierspacing      =  0.12 

optimize_fft     =  yes 

pme_order           =  4 

ewald_rtol          =  1e-5 

; Berendsen temperature coupling is on in four groups 

Tcoupl              =  berendsen 

tc-grps          =  Protein SOL 

tau_t               =  0.1 0.1 

ref_t               =  50 50 

; Energy monitoring 

energygrps          =  Protein SOL 

; Isotropic pressure coupling is now on 

Pcoupl              =  berendsen 

Pcoupltype          =  isotropic 

tau_p               =  0.5 

compressibility     =  4.5e-5 

ref_p               =  1.0 

; Generate velocites is off at 50 K. 

gen_vel             =  no  

gen_temp            =  50.0 

gen_seed            =  173529 
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 Arquivo .mdp da terceira etapa de termalização (term_c) 

title               =  MD_term_c 

cpp                 =  /lib/cpp 

define      =  -DFLEXIBLE 

constraints         =  all-bonds 

integrator          =  md 

tinit               =  10.0 

dt                  =  0.002 ; ps ! 

nsteps              =  2500 ; total 5 ps.;10-15ps; 

nstcomm             =  1 

nstxout             =  200 

nstvout             =  200 

nstfout             =  0 

nstlog              =  500 

nstenergy           =  200 

nstlist             =  10 

ns_type             =  grid 

coulombtype         =  PME 

rlist               =  0.9 

rcoulomb            =  0.9 

rvdw                =  0.9 

fourierspacing      =  0.12 

optimize_fft     =  yes 

pme_order           =  4 

ewald_rtol          =  1e-5 

; Berendsen temperature coupling is on in four groups 

Tcoupl              =  berendsen 

tc-grps           =  Protein SOL 

tau_t               =  0.1 0.1 

ref_t               =  100 100 

; Energy monitoring 

energygrps          =  Protein SOL 

; Isotropic pressure coupling is now on 

Pcoupl              =  berendsen 

Pcoupltype          =  isotropic 

tau_p               =  0.5 

compressibility     =  4.5e-5 

ref_p               =  1.0 

; Generate velocites is off at 100 K. 

gen_vel             =  no  

gen_temp            =  100.0 

gen_seed            =  173529 
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 Arquivo .mdp da quarta etapa de termalização (term_d) 

title               =  MD_term_d 

cpp                 =  /lib/cpp 

define      =  -DFLEXIBLE 

constraints         =  all-bonds 

integrator          =  md 

tinit               =  15.0 

dt                  =  0.002 ; ps ! 

nsteps              =  2500 ; total 5 ps.;15ps-20ps; 

nstcomm             =  1 

nstxout             =  200 

nstvout             =  200 

nstfout             =  0 

nstlog              =  500 

nstenergy           =  200 

nstlist             =  10 

ns_type             =  grid 

coulombtype         =  PME 

rlist               =  0.9 

rcoulomb            =  0.9 

rvdw                =  0.9 

fourierspacing      =  0.12 

optimize_fft     =  yes 

pme_order           =  4 

ewald_rtol          =  1e-5 

; Berendsen temperature coupling is on in four groups 

Tcoupl              =  berendsen 

tc-grps          =  Protein SOL 

tau_t               =  0.1 0.1 

ref_t               =  150 150 

; Energy monitoring 

energygrps          =  Protein SOL 

; Isotropic pressure coupling is now on 

Pcoupl              =  berendsen 

Pcoupltype          =  isotropic 

tau_p               =  0.5 

compressibility     =  4.5e-5 

ref_p               =  1.0 

; Generate velocites is off at 150 K. 

gen_vel             =  no  

gen_temp            =  150.0 

gen_seed            =  173529 
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 Arquivo .mdp da quinta etapa de termalização (term_e) 

title               =  MD_term_e 

cpp                 =  /lib/cpp 

define      =  -DFLEXIBLE 

constraints         =  all-bonds 

integrator          =  md 

tinit               =  20.0 

dt                  =  0.002 ; ps ! 

nsteps              =  2500 ; total 5 ps ;20ps-25ps;. 

nstcomm             =  1 

nstxout             =  200 

nstvout             =  200 

nstfout             =  0 

nstlog              =  500 

nstenergy           =  200 

nstlist             =  10 

ns_type             =  grid 

coulombtype         =  PME 

rlist               =  0.9 

rcoulomb            =  0.9 

rvdw                =  0.9 

fourierspacing      =  0.12 

optimize_fft     =  yes 

pme_order           =  4 

ewald_rtol          =  1e-5 

; Berendsen temperature coupling is on in four groups 

Tcoupl              =  berendsen 

tc-grps          =  Protein SOL 

tau_t               =  0.1 0.1 

ref_t               =  200 200 

; Energy monitoring 

energygrps          =  Protein SOL  

; Isotropic pressure coupling is now on 

Pcoupl              =  berendsen 

Pcoupltype          =  isotropic 

tau_p               =  0.5 

compressibility     =  4.5e-5 

ref_p               =  1.0 

; Generate velocites is off at 200 K. 

gen_vel             =  no  

gen_temp            =  200.0 

gen_seed            =  173529 
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 Arquivo .mdp da sexta etapa de termalização (term_f) 

title               =  MD_term_f 

cpp                 =  /lib/cpp 

define      =  -DFLEXIBLE 

constraints         =  all-bonds 

integrator          =  md 

tinit               =  25.0 

dt                  =  0.002 ; ps ! 

nsteps              =  2500 ; total 5 ps.;25ps-30ps; 

nstcomm             =  1 

nstxout             =  200 

nstvout             =  200 

nstfout             =  0 

nstlog              =  500 

nstenergy           =  200 

nstlist             =  10 

ns_type             =  grid 

coulombtype         =  PME 

rlist               =  0.9 

rcoulomb            =  0.9 

rvdw                =  0.9 

fourierspacing      =  0.12 

optimize_fft     =  yes 

pme_order           =  4 

ewald_rtol          =  1e-5 

; Berendsen temperature coupling is on in four groups 

Tcoupl              =  berendsen 

tc-grps           =  Protein SOL 

tau_t               =  0.1 0.1 

ref_t               =  250 250 

; Energy monitoring 

energygrps          =  Protein SOL 

; Isotropic pressure coupling is now on 

Pcoupl              =  berendsen 

Pcoupltype          =  isotropic 

tau_p               =  0.5 

compressibility     =  4.5e-5 

ref_p               =  1.0 

; Generate velocites is off at 250 K. 

gen_vel             =  no  

gen_temp            =  250.0 

gen_seed            =  173529 
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 Arquivo .mdp de dinâmica utilizando temperatura constante 

title               =  MD_full_2ns 

cpp                 =  /lib/cpp 

define      =  -DFLEXIBLE 

constraints         =  all-bonds 

integrator          =  md 

tinit               =  30.0 

dt                  =  0.002 ; ps ! 

nsteps              =  985000 ; total 30ps-2000ps . 

nstcomm             =  1 

nstxout             =  200 

nstvout             =  200 

nstfout             =  0 

nstlog              =  500 

nstenergy           =  200 

nstlist             =  10 

ns_type             =  grid 

coulombtype         =  PME 

rlist               =  0.9 

rcoulomb            =  0.9 

rvdw                =  0.9 

fourierspacing      =  0.12 

optimize_fft     =  yes 

pme_order           =  4 

ewald_rtol          =  1e-5 

; Berendsen temperature coupling is on in four groups 

Tcoupl              =  berendsen 

tc-grps          =  Protein SOL 

tau_t               =  0.1 0.1 

ref_t               =  310 310 

; Energy monitoring 

energygrps          =  Protein SOL 

; Isotropic pressure coupling is now on 

Pcoupl              =  berendsen 

Pcoupltype          =  isotropic 

tau_p               =  0.5 

compressibility     =  4.5e-5 

ref_p               =  1.0 

; Generate velocites is off at 310 K. 

gen_vel             =  no  

gen_temp            =  310.0 

gen_seed            =  173529 

 



 

 

99 

10.5 Topologias utilizadas no sistema trombina/PPACK 

 Abaixo estão listados os parâmetros utilizados no sistema onde a trombina 

está complexada ao PPACK. Para esse fim, alteramos os resíduos envolvidos 

nessa ligação utilizando as topologias dos resíduos originais do campo de força 

GROMOS96 43a1 como referência.  

 

 Aminoácidos modificados incluídos no arquivo ffG43a1.rtp 

 Histidina modificada para ligação ao PPACK 

[ HIP ] 

 [ atoms ] 

    N     N    -0.29000     0 

    H     H     0.27000     0 

   CA   CH1     0.00000     1 

   CB   CH2     0.00000     1 

   CG     C    -0.10000     2 

  ND1    NR     0.38000     2 

  HD1     H     0.30000     2 

  CD2   CR1     0.00000     2 

  CE1   CR1    -0.30000     2 

  NE2    NR     0.30000     2 

  CE2   CH2     0.00000     2 

    C     C       0.380     3 

    O     O      -0.380     3 

 [ bonds ] 

    N     H    gb_2     

    N    CA    gb_20    

   CA     C    gb_26    

    C     O    gb_4     

    C    +N    gb_9     

   CA    CB    gb_26    

   CB    CG    gb_26    

   CG   ND1    gb_9     

   CG   CD2    gb_9     

  ND1   HD1    gb_2     

  ND1   CE1    gb_9     

  CD2   NE2    gb_9     

  CE1   NE2    gb_9     

  NE2   CE2    gb_16     

 [ exclusions ] 

;  ai    aj 

   CB   HD1 

   CB   CE1 

   CB   NE2 

   CG   CE2 

  ND1   CE2 

  HD1   CD2 

  HD1   NE2 

 [ angles ] 

;  ai    aj    ak   gr_type 

   -C     N     H     ga_31    

    H     N    CA     ga_17    

   -C     N    CA     ga_30    

    N    CA     C     ga_12    

   CA     C    +N     ga_18    

   CA     C     O     ga_29    

    O     C    +N     ga_32    

    N    CA    CB     ga_12    

    C    CA    CB     ga_12    

   CA    CB    CG     ga_14    

   CB    CG   ND1     ga_36    

   CB    CG   CD2     ga_36    

  ND1    CG   CD2     ga_6     

   CG   ND1   HD1     ga_35    

   CG   ND1   CE1     ga_6     

  HD1   ND1   CE1     ga_35    

   CG   CD2   NE2     ga_6     

  ND1   CE1   NE2     ga_6     

  CD2   NE2   CE1     ga_6     

  CD2   NE2   CE2     ga_19    

  CE1   NE2   CE2     ga_19    

 [ impropers ] 

;  ai    aj    ak    al   gr_type 

    N    -C    CA     H     gi_1     

    C    CA    +N     O     gi_1     

   CA     N     C    CB     gi_2     

   CG   ND1   CD2    CB     gi_1     

  CD2    CG   ND1   CE1     gi_1     

  ND1    CG   CD2   NE2     gi_1     

   CG   ND1   CE1   NE2     gi_1     

   CG   CD2   NE2   CE1     gi_1     

  CD2   NE2   CE1   ND1     gi_1     

  ND1    CG   CE1   HD1     gi_1     

  NE2   CD2   CE1   CE2     gi_1     

 [ dihedrals ] 

;  ai    aj    ak    al   gr_type 

  -CA    -C     N    CA     gd_4     

   -C     N    CA     C     gd_19    

    N    CA     C    +N     gd_20    

    N    CA    CB    CG     gd_17    

   CA    CB    CG   ND1     gd_20   
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 Serina modificada para ligação ao PPACK 

[ SEP ]  

 [ atoms ] 

    N     N    -0.28000     0 

    H     H     0.28000     0 

   CA   CH1     0.00000     1 

   CB   CH2     0.10000     2 

   OG    OA    -0.55000     2 

    C     C       0.380     3 

    O     O      -0.380     3 

 [ bonds ] 

    N     H    gb_2     

    N    CA    gb_20    

   CA     C    gb_26    

    C     O    gb_4     

    C    +N    gb_9     

   CA    CB    gb_26    

   CB    OG    gb_17    

 [ angles ] 

;  ai    aj    ak   gr_type 

   -C     N     H     ga_31    

    H     N    CA     ga_17    

   -C     N    CA     ga_30    

    N    CA     C     ga_12    

   CA     C    +N     ga_18    

   CA     C     O     ga_29    

    O     C    +N     ga_32    

    N    CA    CB     ga_12    

    C    CA    CB     ga_12    

   CA    CB    OG     ga_12    

 [ impropers ] 

;  ai    aj    ak    al   gr_type 

    N    -C    CA     H     gi_1     

    C    CA    +N     O     gi_1     

   CA     N     C    CB     gi_2     

 [ dihedrals ] 

;  ai    aj    ak    al   gr_type 

  -CA    -C     N    CA     gd_4     

   -C     N    CA     C     gd_19    

    N    CA     C    +N     gd_20    

    N    CA    CB    OG     gd_17    
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  Arginina modificada do PPACK para ligação à serina e 

histidina 

[ ARP ]  

 [ atoms ] 

    N     N    -0.28000     0 

    H     H     0.28000     0 

   CA   CH1     0.00000     1 

   CB   CH2     0.00000     1 

   CG   CH2     0.00000     1 

   CD   CH2     0.09000     2 

   NE    NE    -0.12000     2 

   HE     H     0.20000     2 

   CZ     C     0.30000     2 

  NH1    NZ    -0.32000     2 

 HH11     H     0.20000     2 

 HH12     H     0.20000     2 

  NH2    NZ    -0.30000     2 

 HH21     H     0.20000     2 

 HH22     H     0.20000     2 

    C     C       0.380     3 

   OP    OA      -0.380     3 

   HP     H     0.24000     3 

 [ bonds ] 

    N     H    gb_2     

    N    CA    gb_20    

   CA     C    gb_26    

    C    OP    gb_12   

   OP    HP    gb_1   

   CA    CB    gb_26    

   CB    CG    gb_26    

   CG    CD    gb_26    

   CD    NE    gb_20    

   NE    HE    gb_2     

   NE    CZ    gb_10    

   CZ   NH1    gb_10    

   CZ   NH2    gb_10    

  NH1  HH11    gb_2     

  NH1  HH12    gb_2     

  NH2  HH21    gb_2     

  NH2  HH22    gb_2     

 [ angles ] 

;  ai    aj    ak   gr_type 

   -C     N     H     ga_31    

    H     N    CA     ga_17    

   -C     N    CA     ga_30    

    N    CA     C     ga_12    

   CA     C    OP     ga_12 

    C    OP    HP     ga_11 

    N    CA    CB     ga_12    

    C    CA    CB     ga_12    

   CA    CB    CG     ga_14    

   CB    CG    CD     ga_14    

   CG    CD    NE     ga_12    

   CD    NE    HE     ga_19    

   HE    NE    CZ     ga_22    

   CD    NE    CZ     ga_32    

   NE    CZ   NH1     ga_27    

   NE    CZ   NH2     ga_27    

  NH1    CZ   NH2     ga_27    

   CZ   NH1  HH11     ga_22    

   CZ   NH1  HH12     ga_22    

 HH11   NH1  HH12     ga_23    

   CZ   NH2  HH21     ga_22    

   CZ   NH2  HH22     ga_22    

 HH21   NH2  HH22     ga_23    

 [ impropers ] 

;  ai    aj    ak    al   gr_type 

    N    -C    CA     H     gi_1     

   CA     N     C    CB     gi_2     

   NE    CD    CZ    HE     gi_1     

   CZ   NH1   NH2    NE     gi_1     

  NH1  HH11  HH12    CZ     gi_1     

  NH2  HH21  HH22    CZ     gi_1     

 [ dihedrals ] 

;  ai    aj    ak    al   gr_type 

  -CA    -C     N    CA     gd_4     

   -C     N    CA     C     gd_19    

    N    CA     C    OP     gd_20 

   CA     C    OP    HP     gd_12 

    N    CA    CB    CG     gd_17    

   CA    CB    CG    CD     gd_17    

   CB    CG    CD    NE     gd_17    

   CG    CD    NE    CZ     gd_19    

   CD    NE    CZ   NH1     gd_4     

   NE    CZ   NH1  HH11     gd_4     

   NE    CZ   NH2  HH21     gd_4  
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 Aminoácidos modificados incluídos no arquivo ffG43a1.hdb 

HIP     2        

1 1 H N -C CA 

1 1 HD1 ND1 CG CE1 

SEP     1        

1 1 H N -C CA 

ARP     5        

1 1 H N -C CA 

1 1 HE NE CD CZ 

2 3 HH1 NH1 CZ NE 

2 3 HH2 NH2 CZ NE 

1    1     HP   OP    C    CA 

  

 Parâmetros de ligação incluídos no arquivo specbond.dat 

HIP   CE2   1     ARP   C     1     1.5   HIP   ARP 

SEP   OP    1     ARP   C     1     1.5   SEP   ARP 

 

 Parâmetros incluídos no arquivo aminoacids.dat 

HIP 

SEP 

ARP 

 

 Parâmetros que devem ser incluídos manualmente no arquivo .top 

 O conjunto de parâmetros de ligações, ângulos e diedros listados no 

esquema abaixo definem a topologia do complexo tetraédrico entre trombina e 

PPACK formado pelos resíduos supracitados. Alguns deles o GROMACS 

automaticamente inclui no arquivo .top faltando apenas definir os parâmetros 

correspondentes, mas mesmo com essa facilidade, o arquivo deve ser conferido 

manualmente para garantir que todas as definições estão incluídas. 
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[ bonds ] 

CE2   C    gb_26 

OG    C    gb_17 

[ angles ] 

OP    C    OG    ga_8 

CE2   C    OP    ga_12 

OG    C    CA    ga_14 

CE2   C    CA    ga_7 

CE2   C    OG    ga_12 

NE2   CE2  C     ga_8 

C     OG   CB    ga_11 

[ dihedrals ] 

NE2   CE2  C   CA    gd_1 

NE2   CE2  C   OP    gd_1 

CB    OG   C   OP    gd_12 

CB    OG   C   CA    gd_12 

[ impropers ] 

C     OP   CA  CE2   gi_2 

C     OP   CA  OG    gi_2 
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