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Resumo

Atualmente, grande parte dos fármacos desenvolvidos com propriedades an-
titumorais tem como alvo molecular o DNA. Estas moléculas são desenvolvidas na
maioria das vezes para, a despeito da grande variedade de sequências e conforma-
ções possíveis para uma molécula de DNA, interagirem específicamente com uma
dada região e/ou sequência do DNA. Um dos objetivos mais desafiadores para o
desenvolvimento destes fármacos é compreender como estas moléculas interagem
especificamente com seu alvo biológico. Uma vez que estes processos ocorrem em
escalas de tempo que ainda não podem ser alcançadas por técnicas de simulação clás-
sicas, como a dinâmica molecular, novas metodologias foram propostas. Um destes
métodos foi o proposto por Laio e Parrinello, em 2002, e denominado metadinâ-
mica. A metadinâmica usa um potencial adaptativo em função de uma coordenada
relevante ao sistema, permitindo que o sistema evolua para regiões diferentes do mí-
nimo local da superfície de energia livre. Com isso, este trabalho teve como objetivo
verificar se a metadinâmica descreveria de forma satisfatória o processo de dissoci-
ação e associação da Netropsina, usando como variável coletiva a distância entre o
centro de massas destes ligantes ao eixo principal formado pelo DNA. Objetivou-se
também verificar se a metadinâmica é capaz de fornecer a variação de energia livre
de dissociação do Hoechst 33258 para diferentes sequências de DNA. Os resultados
obtidos neste trabalho para a dissociação e associação da Netropsina revelaram uma
boa concordancia entre os dados de energia livre experimentais com os obtidos pelo
emprego da metadinâmica. O mecanismo de dissociação e associação da Netrop-
sina obtido por metadinâmica revelou grande coerência com o modelo mecanistico
proposto na literatura. Uma vez que não foi possível encontrarmos um conjunto de
parâmetros adequados para a as simulações de metadinâmica para a dissociação
da molécula do Hoechst 33258, não foi possível verificarmos o comportamento da
metadinâmica em relação à variação da sequência do DNA.

Palavras-chaves: Metadinâmica. Netropsina. Hoechst 33258.



Abstract

Nowadays, most of drugs which are developed with antitumoral properties
have as their molecular target the DNA molecule. Despite of the wide variety of
conformational and sequence possibilities of the DNA molecule, these molecules are
developed for interacting specifically with a particular region and/or DNA sequence.
One of the most challenging objectives in the development of these drugs is to un-
derstand how these molecules interact specifically with the biological target. Since
these processes take place at time scales larger than those we can reach with classical
simulation techniques, such as Molecular Dynamics, new methodologies have been
proposed to work with this processes. One of these methods, called Metadynamics,
was proposed by Laio e Parrinello, at 2002. Metadinamics uses an non-Markovian
potential dependent of a coordinate which is relevant to systen, also named col-
lective variable, allowing the system to evolve through regions on the free energy
surface which are different of the local minimum. This study aimed to verify if the
Metadinamics methodology will describe satisfactorily the process of dissociation
and association of Netropsin, using as a collective variable the distance between the
center of mass of this molecule to the principal axis of the DNA molecule. This
work was also aimed to determine whether Metadinamics is able to provide the
variation of free energy for dissociation of Hoechst 33258 molecule from different
DNA sequences. The results obtained in this work for dissociation and association of
Netropsin molecule showed a good agreement between the experimental free energy
data with those obtained by the use of Metadynamics simulations.The dissociation
and association mechanism of Netropsin obtained by Metadinamics showed great
coherence with the mechanistic model proposed in the literature. However, it was
not possible to find a suitable set of parameters for the Metadynamics simulations
for the process of Hoechst 33258 dissociation, therefore, we could not evaluate in
this work the behavior of Metadynamics against different DNA sequences.

Key-words: Metadynamics. Netropsin. Hoechst 33258.
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Introdução

Os ácidos nucleicos, descobertos em 1869 por Johann Friedrich Miescher (DAHM,
2005), são os responsáveis por portar a informação genética, através do ácido desoxirribo-
nucleico (DNA). Apesar de sua descoberta ter se dado em 1869, a sua estrutura química
foi somente elucidada no início da década de 1950, pelos esforços de Phoebus Levine, e
posteriormente seguido pelos trabalhos de Alexander Todd, Oswald Theodore Avery e
Erwin Chargaff. A sua estrutura tridimensional foi elucidada três anos mais tarde, em
1953, por Watson e Crick.(WATSON; CRICK, 1953) Dentre as conformações possíveis de
ser adotada pelo DNA, a forma B é a mais importante do ponto de vista do desenvolvi-
mento de novos fármacos, pois esta é a que está presente em maior proporção no ambiente
biológico. Esta forma se apresenta em forma de dupla hélice com orientação para direita e
possui dois sulcos, um denominado de sulco maior, que possui pouca profundidade e maior
largura, e outro denominado de sulco menor, com maior profundidade e menor largura.
Além disso, os pares de base se encontram dispostos paralelamente entre si, como uma
escada em espiral.(VOET; VOET, 2006)

Devido a sua posição quase que central para os seres vivos, o DNA é um bom alvo
molecular para fármacos. Sendo assim, moléculas que possuem a habilidade de se ligar à
estrutura dos ácidos nucleicos são amplamente utilizadas como medicamentos antibióticos
e antitumorais.(WARING; WAKELIN, 1974; STUBBE; KOZARICH, 1987; ARCAMONE
et al., 1989; MINOTTI et al., 2004; GUROVA, 2009) Devido a estas moléculas possuí-
rem efeitos citotóxicos sobre o crescimento celular, elas estão presentes nas mais eficientes
terapias anticâncer da atualidade, mesmo que ainda haja falta de seletividade no reco-
nhecimento da sequência, de forma a evitar efeitos colaterais adversos.(HURLEY, 2002a;
GUROVA, 2009)

Como a estrutura do DNA é versátil, se pode classificar as moléculas que se ligam
ao DNA em dois grandes grupos conforme a região que elas se ligam à estrutura do
DNA. Podemos classificá-las como ligantes intercaladores e como ligantes de sulco, sendo
que esta última categoria pode ser subdividida em ligantes de sulco menor e ligantes de
sulco maior. Em todas as classes o modo de ligação pode ser tanto covalente como não
covalente. Ligantes intercaladores são aqueles que se ligam entre os planos dos pares de
base do DNA e são tipicamente moléculas planares com sistemas poliaromáticos. Este
tipo de moléculas possui pouca especificidade por sequência e, geralmente, quebram a
organização da dupla-hélice.(HURLEY, 2002a) Ligantes de sulco maior geralmente são
moléculas volumosas ou proteínas. Por outro lado, moléculas capazes de se ligar ao sulco
menor são moléculas longas com estrutura planar que permitem que elas adotem uma
conformação que se molda ao sulco.(SVOZIL; HOBZA; SPONER, 2010) O sulco menor é
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um melhor alvo para estas moléculas devido ao seu menor tamanho e maior profundidade,
bem como flexibilidade e potencial eletrostático.(WARING; BAILLY, 1994)

Dentre os fármacos utilizados como drogas antitumorais onde o alvo molecular é o
DNA, as moléculas mais empregadas se encontram na categoria de ligantes de sulco menor,
possuindo interações tanto covalentes como não covalentes, com diferentes seletividades
por sequência.(DERVAN, 2001; VARGIU et al., 2008b)

Um dos objetivos da físico-química moderna, bioquímica e biologia molecular é
compreender o papel que as interações moleculares possuem nas interações de ácidos
nucleicos com outras moléculas.(SVOZIL; HOBZA; SPONER, 2010) Devido ao compor-
tamento dinâmico dos sistemas biológicos, tendo como consequência uma função biológica
tipicamente ocorrendo em múltiplos níveis, o estudo destas interações é uma tarefa de com-
plexidade imensurável.(SVOZIL; HOBZA; SPONER, 2010) Nas últimas décadas, diversos
complexos entre o sulco menor do DNA e fármacos foram estudados, tanto pela utiliza-
ção de técnicas experimentais como por métodos computacionais. Porém, os parâmetros
estruturais e as energias relativas que possuem papel fundamental no reconhecimento mo-
lecular foram pouco caracterizados.(VARGIU et al., 2008a; SASIKALA; MUKHERJEE,
2012; SASIKALA; MUKHERJEE, 2013)

De forma a estudar os parâmetros estruturais, as energias relativas entre ligante
e substratos, e os aspectos dinâmicos aos processos biológicos, diversos métodos foram
desenvolvidos para se encontrar os caminhos de reação pelos quais estes processos biológi-
cos ocorrem. Estes métodos são baseados em gerar e aperfeiçoar rotas alternativas de um
caminho inicial que conecta dois estados estáveis, ou seja, reagentes e produtos.(AYALA;
SCHLEGEL, 1997; VOTER, 1997; PRATT, 1986; DELLAGO et al., 1998; PASSERONE;
PARRINELLO, 2001; HUMMER; KEVREKIDIS, 2003; PARK et al., 2003; HENKEL-
MAN; JONSSON, 2000; WEINAN; REN; VANDEN-EIJNDEN, 2002) Entretanto, estas
técnicas dependem fortemente de coordenadas de reação apropriadas, ou uma boa aproxi-
mação delas, para serem eficientes.(ENSING et al., 2005; OTTER; BRIELS, 1997) Dentre
estes diversos métodos que têm por base coordenadas de reação, ou coordenadas coletivas
(CV), se encontra a metadinâmica.(LAIO; PARRINELLO, 2002)

A metadinâmica (LAIO; PARRINELLO, 2002) é um método que combina ideias
de coarse-grained dynamics (GEAR; KEVREKIDIS; THEODOROPOULOS, 2002) com a
ideia de um potencial adaptativo.(HUBER; TORDA; GUNSTEREN, 1994) Desta forma,
este método permite que o sistema evolua para locais, ou por caminhos de reação, dife-
rentes do estado de menor energia, ou fundamental, do sistema, permitindo otimizar a
amostragem no espaço de fases do sistema.

O presente trabalho visa estudar a viabilidade da utilização da metodologia de
metadinâmica no estudo do mecanismo de dissociação e associação de ligantes do sulco
menor do DNA, tanto em relação ao perfil energético como na descrição a nível atômico
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destas interações. Teve-se como objetivo relacionar os dados experimentais de energia livre
para a associação como os perfis energéticos obtidos pelas simulações de metadinâmica de
dissociação e associação para a molécula de Netropsina e, para a molécula de Hoechst, o
objetivo foi averiguar se a metadinâmica possui a sensibilidade necessária para discriminar
as energias necessárias para a dissociação do ligante de diferentes sequências de DNA.



Parte I

Fundamentação Teórica
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1 DNA

Os ácidos nucleicos foram descobertos em 1869 por Johann Friedrich Miescher.(DAHM,
2005) Em 1944, AVERY; MACLEOD; MCCARTHY caracterizaram que estes ácidos
nucleicos, especificamente os que viriam posteriormente serem conhecidos como DNA,
eram os responsáveis por portar a informação genética, sendo estes, então, os agen-
tes transformadores responsáveis pela hereditariedade. Esta teoria foi confirmada em
1952 por EPHRUSSI-TAYLOR.(AVERY; MACLEOD; MCCARTHY, 1944; EPHRUSSI-
TAYLOR, 1951; SPONER; LANKAS, 2006)

O DNA é a molécula hereditária de todas as formas de vida celulares conhecidas
até o momento, bem como o é, também, em diversos vírus.(VOET; VOET, 2006) O ácido
desoxirribonucleico, se sabe agora, possui somente duas funções:

∙ Produzir sua própria replicação durante a divisão celular

∙ Produzir a transcrição de moléculas de RNA complementar

Apesar de sua descoberta ter se dado por volta de 1869, a estrutura química do
DNA foi somente elucidada no início da década de 1950, pelos esforços de Phoebus Le-
vine seguido posteriormente pelos trabalhos de Alexander Todd, Oswald Theodore Avery
e Erwin Chargaff. A sua estrutura tridimensional foi elucidada três anos mais tarde, em
1953, por Watson e Crick(WATSON; CRICK, 1953), após Rosalind Franklin e Maurice
Wilkins terem determinado que a fita de DNA possuia natureza helicoidal. Hoje se sabe
que o DNA pode adquirir diversas conformações, sendo que, em meio biológico, acredita-
se existir, no mínimo, nas conformações denominadas: B-DNA, A-DNA e Z-DNA. En-
tretanto, dentre as diversas conformações possíveis de serem adotadas pela molécula do
DNA, a forma B é a mais importante do ponto de vista do desenvolvimento de novos fár-
macos, pois esta é a que está presente em maior proporção no ambiente biológico.(VOET;
VOET, 2006; RICHMOND; DAVEY, 2003)

Com o aumento do conhecimento acerca da função e estrutura do DNA, há cada vez
mais interesse na descoberta de moléculas capazes de interagir com o DNA.(HANNON,
2007) Há interesse principalmente na área de desenvolvimento de fármacos utilizados no
tratamento de algumas formas de câncer. Este interesse se deve porque estes fármacos
que interagem com o DNA são pouco seletivos e extremamente tóxicos.(HURLEY, 2002b)
Dentre os fármacos utilizados como drogas antitumorais onde o alvo molecular é o DNA,
as moléculas mais empregadas se encontram na categoria de ligantes de sulco menor (vide
seção 1.1), possuindo interações tanto covalentes como não covalentes, com diferentes
seletividades por sequência.(DERVAN, 2001; VARGIU et al., 2008b)
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1.1 Estrutura do DNA
O DNA é um arranjo de dois biopolímeros lineares compostos de unidades mo-

noméricas denominadas nucleotídeos. Estes nucleotídeos são ésteres de fosfato de uma
pentose, nas quais uma base nitrogenada está covalentemente ligada ao carbono C1’ da
pentose. A pentose presente no DNA é a desoxi-D-ribose, Figura 1. A base nitrogenada
se liga ao anel na mesma face, do plano da pentose, em que está ligado o carbono C5’,
desta forma, a conformação obtida é denominada 𝛽, Figura 1.(VOET; VOET, 2006)

Figura 1: Desoxi-D-ribose nas conformações alfa (esquerda) e beta (direita).

Em meio biológico, existem cinco bases nitrogenadas nos ácidos nucleicos: Adenina
(A), guanina (G), citosina (C), timina (T) e a uracila (U). Pode haver em menor número
outras bases ou modificaçoes destas. Porém, destas cinco bases, somente A, G, C e T
estão presentes no DNA. Estas cinco bases são classificadas como purínicas e pirimidínicas
conforme sua estrutura, Figura 2 ( página 22 ), sendo A e G bases purínicas e C e T bases
pirimídinicas.(VOET; VOET, 2006)

O modelo da estrutura tridimensional do B-DNA foi primeiramente publicado em
1953, por James D. Watson e Francis Crick (WATSON; CRICK, 1953), entretanto, as co-
ordenas cartesianas de seu modelo foram publicadas por eles apenas em 1954.(WATSON;
CRICK, 1954) Este modelo foi baseado na determinação da natureza helicoidal do DNA,
sugerida pela imagem de difração de raios X feitas por Rosalind Franklin e Raymond Gos-
ling em 1952(FRANKLIN; GOSLING, 1952), seguida por uma melhor imagem de Maurice
Wilkins, Alexander Stokes e Herbert Wilson(WILKINS; STOKES; WILSON, 1953), bem
como pelas informações acerca do pareamento químico das bases e outras informações
bioquímicas fornecidas pelos trabalhos de Erwin Chargaff.(ELSON; CHARGAFF, 1952;
CHARGAFF; LIPSHITZ; GREEN, 1952; CHARGAFF et al., 1951; CHARGAFF, 1951;
MAGASANIK et al., 1950; CHARGAFF, 1950) Esta estrutura ficou conhecida posteri-
ormente como a conformação B-DNA. Entretanto, se passaram cerca de 25 anos para
que Richard Dickerson e Horace Drew publicassem a primeira estrutura cristalográfica do
dodecâmero autocomplementar d(CGCGAATTCGCG)2, com resolução de 1,9 Å.(DREW
et al., 1981)

A conformação B do DNA se apresenta em forma de dupla hélice com orientação
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Figura 2: Bases purínicas (adenina e guanina) e pirimidinicas (timina e citosina) presentes
no DNA

para direita. Os pares de base se encontram dispostos paralelamente entre si e ortogonais
ao eixo do DNA, como em uma escada em espiral.(VOET; VOET, 2006) A assimetria
inerente provocada pelas ligações fosfodiester entre os nucleosídeos resulta em duas in-
dentações na estrutura do DNA. Estas indentações são paralelas ao eixo do DNA e são
denominadas sulcos.(NEIDLE, 2001) Estes dois sulcos são denominados sulco maior e
sulco menor. O sulco maior possui pouca profundidade e maior extensão, e o sulco menor
possui maior profundidade e menor extensão.(VOET; VOET, 2006) As extremidades das
bases formam o denominado piso dos sulcos maior e menor e o backbone de açúcar-fosfato
formam as paredes dos sulcos maior e menor.

Embora a conformação B seja aquela predominante em meio biológico, se acredita
que as formas A-DNA e Z-DNA possam também ocorrer neste meio. Estas duas formas,
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A-DNA e Z-DNA, possuem geometria e dimensões significativamente diferentes da forma
B-DNA.(VOET; VOET, 2006; SPONER; LANKAS, 2006) A forma A do DNA, assim
como a B, é uma dupla hélice com orientação para a direita. Comparando as duas héli-
ces, a forma A possui uma hélice mais ampla, sendo seu diâmetro relativamente maior.
Entretanto, os pares de bases, ao contrário da forma B, estão inclinados em relação ao
eixo do DNA.(WAHL; SUNDARALINGAM, 1997; LU; SHAKKED; OLSON, 2000) As
dimensões de seus sulcos são invertidas em relação às da forma B. O A-DNA possui um
sulco menor raso e amplo, enquanto que seu sulco maior é profundo e estreito.(WAHL;
SUNDARALINGAM, 1997; LU; SHAKKED; OLSON, 2000) Embora a forma A seja for-
mada em ambientes com baixa constituição de água, ou seja, em condições não fisiológicas,
devido às características estruturais, é possivel que esta forma possa coexistir, ao menos
localmente, dentro das células.(WAHL; SUNDARALINGAM, 1997) Diferente das formas
B-DNA e A-DNA, a forma Z-DNA possui a forma de dupla hélice com orientação oposta
às duas anteriores, ou seja, a forma Z-DNA possui orientação à esquerda. Devido às suas
dimensões, esta forma não possui diferenciação entre seus sulcos.

Além das conformações B, A e Z, existem outras conformações possíveis de serem
adotadas pela molécula de DNA, sendo que as formas denominadas C-DNA, D-DNA,
E-DNA(VARGASON; EICHMAN; HO, 2000), L-DNA(HAYASHI; HAGIHARA; NAKA-
TANI, 2005), entre outras já foram descritas. De fato, só existem mais 5 letras no alfabeto
(F, Q, U, V e Y) disponíveis para nomear novas estruturas de DNA ainda não descober-
tas.(GHOSH; BANSAL, 2003; BANSAL, 2003) Existem também estruturas de DNA em
tripla hélice e a formas conhecidas como quadruplex, e.g. G-quadruplex.

1.2 Ligantes de sulco
Devido à versatilidade de sua estrutura secundária, o DNA apresenta diversas

regiões propícias para que uma molécula seja ancorada à sua estrutura. Sendo assim,
podemos classificar em dois grandes grupos as moléculas que se ligam à estrutura do
DNA, conforme a região com que elas o fazem. Estas moléculas podem ser classificadas
como ligantes intercaladores e ligantes de sulco, sendo que esta última categoria pode ser
subdividida em ligantes de sulco menor e ligantes de sulco maior. O modo de ligação pode
ser covalente ou não covalente para ambas as classes.

A primeira classe compreende os denominados ligantes intercaladores. Ligantes
intercaladores são aquelas moléculas que se ligam entre os pares de base do DNA. Ge-
ralmente as moléculas pertencentes a esta classe são planares com sistemas poliaromá-
ticos, de forma a maximizar a interação entre elas e o DNA. Este tipo de moléculas
possui pouca especificidade por sequência e, geralmente, quebram a organização da dupla-
hélice.(HURLEY, 2002a; NEIDLE, 2001)
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A segunda classe é formada por Ligantes de sulco. A primeira divisão desta classe
compreende os denominados Ligantes de Sulco Maior. Estas moléculas interagem com os
grupos funcionais na superficie do sulco maior.(HAMILTON; ARYA, 2012) Devido às suas
dimensões, moléculas que se ligam ao sulco maior são moléculas muito volumosas ou pro-
teínas. Oligodeoxirribonucleotídeos e oligopeptídeos modificados também se ligam ao sulco
maior, com grande especificidade por sequência, formando uma tripla-hélice.(BREMER;
BAIRD; DERVAN, 1988; DERVAN, 2001)

Diferentemente das moléculas volumosas que se ligam ao sulco maior, as molé-
culas capazes de se ligar ao sulco menor são moléculas pouco volumosas. Estas molécu-
las possuem estrutura alongada, com seção transversal estreita, sendo aproximadamente
planares, de forma que elas possam adotar conformações que se moldem ao sulco me-
nor.(SVOZIL; HOBZA; SPONER, 2010; NEIDLE, 2001) A maioria dos ligantes de sulco
menor possuem cargas positivas de forma a complementar o potencial negativo das regiões
com pares de base AT.(NEIDLE, 2001) Como possui menor tamanho e maior profundi-
dade, bem como flexibilidade e potencial eletrostático adequados, o sulco menor é ideal
para acomodar estas pequenas moléculas.(WARING; BAILLY, 1994) Desta forma, tanto
fatores estruturais como eletrostráticos e de van der Waals contribuem para que ocorra
a seletividade do ligante ao sulco menor.(NEIDLE, 2001) Alguns estudos computácionais
com campos de forças empíricos, entretanto, mostraram que as interações de van der
Waals são as interações dominantes.(SAUERS, 1995; CHANG; CHENG, 1996)
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2 Simulação Computacional de Eventos raros

A primeira simulação computacional realizada foi a simulação de um líquido reali-
zada por METROPOLIS et al. no Los Alamos National Laboratories nos Estados Unidos
em 1953, seguida pela simulação de um cristal unidimensional não harmônico realizada
por FERMI; PASTA; ULAM em 1955.(METROPOLIS et al., 1953; FERMI; PASTA;
ULAM, 1955) Ambas simulações foram realizadas empregando a técnica de Monte Carlo.
Esta técnica, porém, não permite obter o comportamento dinâmico do sistema. De forma a
se obter este comportamento dinâmico, se deve empregar uma outra técnica, denominada
Dinâmica Molecular (DM).(ALLEN; TILDESLEY, 1987)

Atualmente, uma das principais ferramentas para o estudo teórico de moléculas
de interesse biológico e, muitas vezes, sistemas biológicos inteiros é o método denomi-
nado de Dinâmica Molecular (DM).(GUNSTEREN et al., 2006) A dinâmica molecular
é um método computacional que calcula o comportamento de um sistema molecular em
função do tempo, fornecendo informações detalhadas sobre as flutuações e mudanças con-
formacionais de moléculas de interesse.(FRENKEL; SMIT, 1996; ALLEN; TILDESLEY,
1987)

Moléculas de interesse biológico, desde pequenas moléculas de fármacos até pro-
teínas e ácidos nucleicos com centenas ou milhares de pares de bases, possuem um grande
espectro de escalas de tempo e espaço onde processos específicos ocorrem, por exem-
plo:(ZWIER; CHONG, 2010; STOTE et al., 1999)

∙ Movimentos locais, compreendendo de 0,01 a 5 Å e 10−15 a 10−1 s

∙ Flutuações atômicas

∙ Movimentos de dominios de proteínas, cerca de 1 h

∙ Movimentos de corpo rígido, compreendendo de 1,0 a 10,0 Å e 10−9 a 1 s

∙ Movimentos em larga escala, compreendendo >5 Å e 10−7 a 104 s

∙ Dissociação e associação

Muitos destes eventos possuem escalas temporais ou energéticas maiores que as
possíveis de serem simuladas com a tecnologia atual. Desta forma, é necessário se utilizar
técnicas que acelerem a amostragem destes eventos. A metadinâmica (LAIO; PARRI-
NELLO, 2002) é um método que permite o estudo da dinâmica de eventos raros e permite
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a estimativa das energias livres associadas com processos de não equilíbrio.(LAIO; GER-
VASIO, 2008; BARDUCCI; BONOMI; PARRINELLO, 2011) Ao decorrer deste capítulo
serão abordadas as técnicas de dinâmica molecular e metadinâmica.

2.1 Dinâmica Molecular
A Dinâmica Molecular (DM) é o termo usado para descrever a solução das equa-

ções clássicas do movimento, e.g. as equações de Newton, para um conjunto de párticu-
las.(ALLEN; TILDESLEY, 1987) Devido às dificuldades técnicas, a primeira simulação
de dinâmica molecular só foi obtida por volta de 1957 por ALDER; WAINWRIGHT, que
simulou um sistema de esferas rígidas.(ALDER; WAINWRIGHT, 1957; ALDER; WAIN-
WRIGHT, 1959) A primeira simulação de DM que teve sucesso em utilizar um potencial
de Lennard-Jones só foi realizada em 1964 por RAHMAN, que utilizou a técnica da DM
para simular argônio líquido.(RAHMAN, 1964)

Em 1971, RAHMAN; STILLINGER simularam um modelo de água rígida por
dinâmica molecular.(RAHMAN; STILLINGER, 1971) Entretanto, a primeira simulação
de dinâmica molecular de um sistema realístico, ou seja se considerando os graus de li-
berdade internos da molécula (e.g. deformações angulares ou variação nos comprimentos
de ligação), foi a simulação de água líquida realizada por STILLINGER; RAHMAN em
1974.(STILLINGER; RAHMAN, 1974) Se tratando de sistemas biológicos, a primeira si-
mulação de DM de uma proteína foi reportada em 1977, quando MCCAMMON; GELIN;
KARPLUS publicaram os resultados de uma simulação de DM do inibidor da tripsina
pancreática bovina.(MCCAMMON; GELIN; KARPLUS, 1977) Seis anos mais tarde, em
1983, LEVITT publicou os dados referentes à primeira simulação de dinâmica molecu-
lar de um ácido nucleico.(LEVITT, 1983) LEVITT realizou simulações do dodecamero
complementar (5’→3’)CGCGAATTCGCG e de um fragmento com 24 pares de base,
ambos no vácuo.(LEVITT, 1983) Entretanto, estas primeiras simulações de MD de áci-
dos nucleicos produziram estruturas altamente distorcidas, e portanto, não físicas, para
o DNA.(BEVERIDGE; CHEATHAM; MEZEI, 2012) A aplicação do método de dinâ-
mica molecular a estruturas de ácidos nucleicos apresenta um dos maiores desafios ainda
hoje devido ao caráter polieletrolítico destes, bem como devido as suas interações com
o solvente. Somente por volta de 1990 é que modelos de água e tratamentos para os
potenciais eletrostáticos adequados, bem como o desenvolvimente de campos de forças
específicos para ácidos nucleicos, possibilitaram a obtenção de trajetórias de DM está-
veis.(BEVERIDGE; CHEATHAM; MEZEI, 2012)

A seção 2.1.1 descreve o método da dinâmica molecular.



Capítulo 2. Simulação Computacional de Eventos raros 27

2.1.1 O método

Nas simulações por dinâmica molecular (DM) clássica as equações da segunda
lei do movimento de Newton são numericamente integradas para reproduzir, passo a
passo, a evolução temporal dos átomos do sistema em estudo, ou seja, produzir sucessivas
configurações deste sistema. Para um sistema atômico simples, estas podem ser escritas
como:

M
d2 r𝑁(𝑡)

d𝑡2 = M
d v𝑁

d𝑡
= F (2.1)

e

F = −∇r𝑁 𝑉 (rN) (2.2)

onde r𝑁(𝑡) ∈ R3𝑁 é o vetor com as posições cartesianas das partículas evoluindo sob um
potencial 𝑉 (r𝑁), e M é uma matriz diagonal positiva, 3𝑁 -dimensional, com as massas
atômicas:

M = diag(𝑚1, 𝑚1, 𝑚1, ..., 𝑚𝑁 , 𝑚𝑁 , 𝑚𝑁)

Esta aproximação leva em conta somente as posições cartesianas, r𝑁 , das mo-
léculas. Porém, é mais conveniente expressar as equações do movimento em termos de
coordenadas generalizadas, q ∈ R𝑑𝑁 , onde 𝑑 é o número de graus de liberdade, e de seus
momentos conjugados, p ∈ R𝑑𝑁 .(FRENKEL; SMIT, 1996; ALLEN; TILDESLEY, 1987)
Isto pode ser feito utilizando-se a formulação de Hamilton da dinâmica clássica. Nesta
formulação, o sistema é descrito completamente por uma função Hamiltoniana, 𝐻, que é
função das variáveis nucleares (lentas), sendo que o movimento (rápido) dos elétrons é tido
como uma interação média.(ALLEN; TILDESLEY, 1987) Esta função pode ser represen-
tada como a soma das energias cinética, 𝐾, e potencial, 𝑉 , do sistema (OOSTENBRINK
et al., 2004):

𝐻(P, Q) = 𝐾(P) + 𝑉 (Q) (2.3)

onde: P é o conjunto com os momentos, p𝑖 = 𝑚𝑖v𝑖 ∀ 𝑖 ∈ {1, .., 𝑁}, associado às 𝑁

partículas do sistema; Q é o conjunto com as posições das 𝑁 partículas no sistema.

As equações do movimento de Hamilton são:

ṗ𝑖 = dp𝑖

d𝑡
= −𝜕𝐻

𝜕q𝑖

(2.4)
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e

q̇𝑖 = dq𝑖

d𝑡
= 𝜕𝐻

𝜕p𝑖

(2.5)

A energia cinética total é descrita pela soma das energias cinéticas de todas as
partículas do sistema e assume a seguinte forma:

𝐾(P, M) =
𝑁∑︁

𝑖=1

p2
𝑖

2𝑚𝑖

∀ 𝑖 ∈ {1, .., 𝑁} (2.6)

onde: 𝑁 é o número total de partículas do sistema; 𝑚𝑖 é a massa da partícula 𝑖; e p𝑖 é o
momento da 𝑖-ésima partícula. Desse modo, a energia cinética é uma função apenas das
massas e dos momentos, sendo assim, independente das coordenadas das partículas que
compõem o sistema. Deste modo:

q̇𝑗 = 𝜕

𝜕p𝑗

𝐾(P, M) = 𝜕

𝜕p𝑗

𝑁∑︁
𝑖=1

p2
𝑖

2𝑚𝑖

= p𝑗

𝑚𝑗

∀ 𝑗 ∈ {1, ..., 𝑁} (2.7)

A descrição da energia potencial, entretanto, é uma função composta, formada
pela descrição de diversas formas de interações entre as partículas contidas num dado
sistema, estando relacionada às forças que atuam sobre estas partículas conforme:

F = −∇𝑉 (q) (2.8)

Uma vez que para sistemas de muitos corpos não se tem a descrição analítica da
função 𝑉 (q), ela é aproximada como uma soma de potenciais entre pares de partículas
(OOSTENBRINK et al., 2004):

𝑉 (q) =
𝑁−1∑︁
𝑖=1

𝑁∑︁
𝑗>𝑖

𝑉𝑖𝑗(q) (2.9)

onde 𝑉 (q) é a função potencial total descrita pelo campo de forças; (𝑉𝑖𝑗(q))𝑖∈{1,...,𝑁−1},𝑗∈{𝑖,...,𝑁}

é o potencial atuando entre a 𝑖-ésima partícula e a partícula 𝑗; e 𝑁 é o número total de
partículas do sistema. De modo que:

ṗ𝑖 = −∇q𝑖
𝑉 (q) = F𝑖 ∀ 𝑖 ∈ {1, ..., 𝑁} (2.10)

Desta forma temos:

dq𝑖

d𝑡
= p𝑖

𝑚𝑖

∀ 𝑖 ∈ {1, ..., 𝑁} (2.11)
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e

dp𝑖

d𝑡
= F𝑖 ∀ 𝑖 ∈ {1, ..., 𝑁} (2.12)

Podemos utilizar estas equações para gerar um esquema de integração numérica.
Como resultado deste processo, se obtém uma trajetória através do espaço de fases,
Γ(p, q) ∈ R3𝑁 × R3𝑁 , (i.e. o espaço 6𝑁 -dimensional gerado pelas coordenadas e mo-
mentos de todas as partículas) que especifica as posições e os momentos (ou velocidades)
das partículas do sistema num dado tempo, 𝑡.(LEACH, 2001; FRENKEL; SMIT, 1996)
Dentre os algoritmos dedicados a este processo de integração, um dos mais utilizados é
o Leap frog. (FRENKEL; SMIT, 1996) O algoritmo Leap frog trabalha atualizando as
velocidades em tempos intermediários em relação aos tempos nos quais as posições de
cada partícula são atualizadas:(LEACH, 2001; FRENKEL; SMIT, 1996)

v𝑖

(︃
𝑡 + Δ𝑡

2

)︃
= v𝑖

(︃
𝑡 − Δ𝑡

2

)︃
+ Δ𝑡

𝑚𝑖

F𝑖(𝑡) ∀𝑖 ∈ {1, ..., 𝑁} (2.13)

q𝑖(𝑡 + Δ𝑡) = q𝑖(𝑡) + Δ𝑡v𝑖

(︃
𝑡 + Δ𝑡

2

)︃
∀𝑖 ∈ {1, ..., 𝑁} (2.14)

onde (q𝑖)𝑖∈{1,...,𝑁}, é o vetor posição e (v𝑖)𝑖∈{1,...,𝑁} é o vetor velocidade da 𝑖-ésima partícula;
(F𝑖)𝑖∈{1,...,𝑁} é o vetor força atuando na 𝑖-ésima partícula; (𝑚𝑖)𝑖∈{1,...,𝑁} é a massa desta
partícula 𝑖; Δ𝑡 é o passo de integração. Para a iniciação deste algoritmo, são necessários os
valores de posições e velocidades em duas etapas consecutivas. As velocidades num meio
passo temporal futuro, v(𝑡 + Δ𝑡

2 ), são calculadas a partir das velocidades num meio passo
temporal passado, v(𝑡 − Δ𝑡

2 ), e das forças que atuam nesta partícula no instante atual,
F(𝑡). De posse de v(𝑡+ Δ𝑡

2 ), então podemos deduzir as posições em um passo de integração
futuro, q(𝑡+Δ𝑡).(LEACH, 2001; FRENKEL; SMIT, 1996) Em outras palavras, utiliza-se
a força atuante sobre uma partícula no instante 𝑡 e a velocidade num instante 𝑡 − Δ𝑡

2 para
obter-se a velocidade no instante 𝑡 + Δ𝑡

2 . Em seguida, esta velocidade no instante 𝑡 + Δ𝑡
2

é utilizada com a posição no instante 𝑡 pra atualizar a posição no instante 𝑡 + Δ𝑡. Nesta
nova posição é calculada a força atuante nesta partícula e então esta nova força é utilizada
conjuntamente com a velocidade em 𝑡 + Δ𝑡

2 para atualizar novamente a velocidade. Este
processo é repetido até que um número de passos desejados seja alcançado.

Embora possamos realizar a integração numérica das equações do movimento uti-
lizando algoritmos como o descrito acima, estes algoritmos não predizem uma trajetória
das partículas do sistema acurada em função do tempo. De fato, não existe nenhum algo-
ritmo de integração que possa fazer isto.(FRENKEL; SMIT, 1996) A razão para isto é que
a dinâmica destes sistemas de muitos corpos é caótica.(FRENKEL, 2013) Se pode dizer,
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também, que as trajetórias através do espaço de fases 6𝑁 -dimensional estão em um re-
gime onde a dinâmica é sensível às condições iniciais.(FRENKEL; SMIT, 1996; LEINES,
2012) Portanto, qualquer diferença nas condições iniciais na configuração do sistema irá
fazer com que duas trajetórias divirjam exponencialmente.(FRENKEL; SMIT, 1996) Este
comportamento do sistema é denominado instabilidade de Lyapunov. O uso de algorit-
mos mais acurados permitem adiar esta instabilidade de Lyapunov. Entretanto, dobrar
a acurácia da simulação apenas desloca o início da instabilidade para um tempo poste-
rior.(FRENKEL, 2013)

Os valores estruturais para a inicialização do algoritmo, ou seja, as posições iniciais
das partículas no sistema podem ser obtidas por resolução de estruturas moleculares por
técnicas como RMN, cristalografia de raios X ou modelagem por homologia. Atualmente,
existem grandes bancos de dados, e.g. Protein Data Bank (RCSC, 2013), com milhares
de estruturas experimentais depositadas. As velocidades atômicas, cuja média estatística
está relacionada à temperatura do sistema, podem ser obtidas a partir da distribuição de
Maxwell-Boltzmann.(LEACH, 2001; FRENKEL; SMIT, 1996)

Entretanto, as funções de energia potencial, 𝑉 (Q), que atuam em cada átomo,
não podem ser obtidas experimentalmente, devendo ser obtidas através de uma função
potencial-energética empírica.(CORNELL et al., 1995) Como consequência, foram desen-
volvidos modelos de campos de força, F, baseados na Mecânica Estatística de forma a
aproximar satisfatoriamente a função de energia potencial.

A grande parte dos campos de forças utilizados nas simulações de sistemas biológi-
cos é expressa em termos da soma de potenciais de interações ligantes, 𝑉𝑙𝑖𝑔, e não-ligantes,
𝑉𝑛ã𝑜 𝑙𝑖𝑔:(GUNSTEREN et al., 2006; MORGON; COUTINHO, 2007)

𝑉 (Q) = 𝑉𝑙𝑖𝑔 + 𝑉𝑛ã𝑜 𝑙𝑖𝑔 (2.15)

onde a forma de 𝑉𝑙𝑖𝑔 e 𝑉𝑛ã𝑜 𝑙𝑖𝑔 é definida pelo campo de forças utilizado. Nestas funções
de energia potencial, as interações ligantes, 𝑉𝑙𝑖𝑔, ou seja, as ligações químicas, usualmente
são descritas pelas interações entre dois (estiramento das ligações), três (ângulo de liga-
ção) e quatro corpos (ângulos diedros). Existem dois tipos de interações em função dos
ângulos diedros: diedros próprios, compreendendo o ângulo de torção entre quatro átomos
consecutivos, e os diedros impróprios, que são usados para que os átomos se mantenham
em um plano ou para prevenir que haja uma transição de configuração. Estas intera-
ções, geralmente, são modeladas utilizando-se funções senoidais que aproximam o perfil
energético destas, entretanto, os diedros impróprios são modelados segundo um potencial
harmônico. As interações não ligantes, 𝑉𝑛ã𝑜 𝑙𝑖𝑔, são geralmente tratadas como interações
de van der Waals, e modeladas como potenciais 6-12 de Lennard-Jones (JONES, 1924)
e interações eletrostáticas, modeladas com base na lei de Coulomb.(APOL et al., 2010;
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DURRANT; MCCAMMON, 2011)

O comportamento médio do sistema pode ser calculado em diferentes ensembles
estatísticos, onde se pode realizar a média sobre todos os estados microscópicos do sis-
tema que estão de acordo com certas propriedades microscópicas. Um ensemble é uma
coleção de todos os possíveis estados microscópicos do sistema no espaço de fases que sa-
tisfazem certas distribuições de probabilidade.(FRENKEL; SMIT, 1996; MCQUARRIE,
2000; CHANDLER, 1987) Entretando, a dinâmica molecular, na sua forma original, re-
aliza a amostragem apenas do ensemble microcanônico (NVE), que corresponde a um
sistema isolado, ou seja, são mantidos constantes o número de moléculas, o volume e a
energia total do sistema.(FRENKEL; SMIT, 1996) Para se realizar a amostragem em
outros ensembles, como por exemplo o canônico (NVT), onde a temperatura é mantida
constante ao invés da energia total, pode-se utilizar um termostato, como o termostato de
Nosé-Hoover.(NOSÉ, 1984; HOOVER, 1985) Para amostrarmos o ensemble isotérmico-
isobárico (NPT), onde a pressão também é mantida constante, se pode acoplar ao sistema
um barostato como o de Martyna-Tuckerman-Tobias-Klein (MTTK).(MARTYNA et al.,
1996)

2.2 Eventos raros
Atualmente, mesmo em modernos clusters de computadores ou supercomputa-

dores, as escalas de tempo e tamanho dos sistemas que são acessíveis a simulações de
dinâmica molecular (MD) são ainda relativamente pequenos, compreendendo poucos pou-
cos microsegundos e algumas dezenas de milhares de átomos.(FRENKEL; SMIT, 1996)
Na seção 2.1 foi mencionado que as simulações por dinâmica molecular (MD) podem
ser utilizadas para se amostrar a evolução temporal de um sistema clássico poliatômico
em escalas que vão de 10−14 a 10−8 s. Em princípio, esta janela de tempo é suficiente
para o estudo de várias propriedades estruturais e dinâmicas que ocorrem em um sistema
molecular em equilíbrio, uma vez que as flutuações relevantes destas propriedades pos-
suem um tempo de decaimento com uma escala muito menor do que 10−8 s.(FRENKEL;
SMIT, 1996) Entretanto, existem muitos processos dinâmicos interessantes que ocorrem
em escalas de tempo superiores a esta ou que possuem seus tempos de decaimento, em
outras palavras, o tempo que o sistema leva para relaxar, muito além do limite superior
de tempo que pode ser estudado via MD. Desta forma, quando a escala de tempo de um
processo dinâmico é maior que a escala de tempo de um movimento molecular, em uma
simulação computacional, se pode dizer que este processo é um evento raro.(FRENKEL;
SMIT, 1996; LEINES, 2012) Esta separação imposta pelas escalas de tempo de relaxação
e decaimento são normalmente associadas a barreiras energéticas ou entrópicas, que se-
param a trajetória dinâmica do sistema em diferentes estados estáveis, os mínimos locais.
Assim, do ponto de vista de uma simulação de dinâmica molecular, podemos definir um
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evento raro como a transição de um estado A para um estado B através de uma barreira
energética muito grande se comparada à energia térmica do sistema.(FRENKEL; SMIT,
1996; ALLEN; TILDESLEY, 1987) Ou seja, se esta barreira possui um valor 𝐸𝐴→𝐵, o
evento será considerado raro se:

𝐸𝐴→𝐵 >> 𝑘𝐵𝑇 (2.16)

2.3 Coordenadas de reação: definindo variáveis coletivas
Os sistemas moleculares, ou biológicos, estudados por dinâmica molecular geral-

mente possuem uma grande dimensionalidade. Sendo assim, o estudo de transições entre
estados nestes sistemas, se utilizados todos os graus de liberdade no espaço de fases, é uma
tarefa de imensa dificuldade. Uma forma de contornar este problema é realizar a redução
das variáveis envolvidas. Esta redução pode ser feita através da projeção deste espaço de
fases multidimensional em um espaço com poucos parâmetros geométricos que são bons
descritores da transição em questão.(LEINES, 2012; LIKOS, 2001) A estes parâmetros
geométricos se dá o nome de variáveis coletivas (CV). Desta forma, o espaço de fases
Γ(Q), passa a ser descrito por uma combinação linear de funções de Q:

Γ(Q) =
𝑁𝑐𝑣∑︁
𝑖=1

𝑎𝑖𝑧𝑖(Q) (2.17)

onde Q ∈ R𝑑𝑁 é o espaço configuracional com 𝑑 graus de liberdade por partícula e 𝑁𝑐𝑣 é o
número de variáveis coletivas, sendo 𝑁𝑐𝑣 muito menor que o número de graus de liberdade
do sistema.

As variáveis coletivas podem ser parâmetros simples como comprimento de liga-
ções, ângulos ou distâncias, ou ainda funções destes, bem como parâmetros mais comple-
xos como RMSD ou número de coordenação. Entretanto, o objetivo é o mesmo, ou seja,
ser uma medida dinâmica significativa de um processo de transição. Porém, uma CV útil
não deve apenas descrever o processo. Esta também, deve possuir um significado de forma
a fazer uma descrição física coerente do processo.(LEINES, 2012)

2.4 Energy e Free energy landscapes
A seção 2.1 mostrou que a evolução temporal de um sistema clássico, se utilizando

a formulação de Hamilton, é descrita completamente por uma função Hamiltoniana, 𝐻,
sendo esta função representada na Equação 2.3, como a soma das energias cinética, 𝐾, e
potencial, 𝑉 , do sistema:

𝐻(P, Q; 𝑡) = 𝐾(P; 𝑡) + 𝑉 (Q; 𝑡) (2.3)
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onde Q ∈ R𝑑𝑁 é o vetor com as coordenadas generalizadas das partículas evoluindo sob
um potencial 𝑉 (Q; 𝑡).

A superfície de energia do sistema, do inglêsenergy landscape, é o mapa da energia
potencial de todas as possíveis conformações das 𝑁 partículas do sistema nas 𝑑𝑁 dimen-
sões (graus de liberdade) do sistema.(FRENKEL, 2013) Desta forma, podemos escrever
que um energy landscape é uma função contínua f : R𝑑𝑁 → R, onde 𝑑𝑁 é o número de
graus de liberdade do sistema. Logo o gráfico da energia do sistema será uma superfície no
espaço R𝑑𝑁+1.(WALES, 2003) Em um nível fundamental, se pode dizer que esta superfície
de energia potencial determina o ensemble de estruturas, a dinâmica e as propriedades
termodinâmicas observadas do sistema.(WALES; BOGDAN, 2006; MEZEY, 1987)

O mapa f : R𝑑𝑁 → R terá apenas um mínimo global. Porém, poderá ter uma
estrutura complexa, com diversos minímos e máximos locais separados por barreiras de
vários tamanhos.(BERENDSEN, 2007) Entretanto, devido a nossa incapacidade de re-
presentar qualquer gráfico cujo domínio seja maior que 2, não há forma de visualizarmos
diretamente a topologia de um energy landscape. Desta forma, conforme explicado na
seção 2.3, geralmente descrevemos o estado do sistema por um número pequeno de coor-
denadas.(FRENKEL, 2013) Este novo mapa f : R𝑛 → R, onde 𝑛 << 𝑑𝑁 é denominado
Free energy landscape.

A representação da energia potencial do sistema em um conjunto reduzido de
coordenadas pode ter vantagens, principalmente se forem utilizados observáveis físicos
como coordenadas.(FRENKEL, 2013) Assim, devemos estar interessados na probabilidade
de encontrar o sistema numa região destas novas coordenadas. Considerando o caso de
uma simples coordenada 𝑄, a probabilidade de se encontrar o estado entre 𝑄 e 𝑄 + 𝑑𝑄 é
𝑝(𝑄)𝑑𝑄, onde 𝑝(𝑄), que é relacionada com a probabilidade da distribuição de Boltzmann
original do sistema, é dada por:

𝑝(𝑄) = 1
𝑍

∫︁
· · ·

∫︁
dr1 · · · dr𝑁exp(−𝛽𝒰0) 𝛿[𝑄 − 𝑄(r𝑁)] (2.18)

onde: 𝒰0 é a energia potencial devida às novas coordenadas e 𝛽 = 1
𝑘𝐵𝑇

, onde 𝑘𝐵 é a
constante de Boltzmann e 𝑇 a temperatura do sistema e 𝑍, a parte configuracional da
função de partição:

𝑍 =
∫︁

· · ·
∫︁

dr1 · · · dr𝑁 exp(−𝛽𝑉 (r𝑁)) (2.19)

onde 𝑉 (r𝑁) é a energia potencial do sistema nas coordenadas originais.

Desta forma, podemos definir o Free energy landscape como:

𝐹 (𝑄) = −𝑘𝑏𝑇 ln 𝑝(𝑄) (2.20)
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portanto, 𝐹 (𝑄) tem o mesmo papel no novo sistema de coordenadas que 𝑉 (r𝑁) no sistema
de dimensão 𝑑𝑁 original. O Free energy landscape terá, assim como o energy landscape,
pontos de mínimo e máximo, sendo que estes pontos, em função da escolha das coorde-
nadas, terão papel importante na descrição do processo de interesse com a variação do
valor de 𝑄. Porém, devemos ter em mente que a altura de uma barreira energética em
um Free energy landscape depende da escolha das novas coordenadas. (FRENKEL, 2013)
Por exemplo, consideremos um novo conjunto de coordenadas 𝑄′ temos que:

exp(−𝛽𝐹 ′(𝑄′)) = exp(−𝛽𝐹 (𝑄))
⃒⃒⃒⃒
𝜕𝑄

𝜕𝑄′

⃒⃒⃒⃒
(2.21)

onde
⃒⃒⃒⃒

𝜕𝑄
𝜕𝑄′

⃒⃒⃒⃒
é o Jacobiano associado com a transformação do sistema de coordenadas 𝑄

para 𝑄′. Desta forma, se pode ver que as barreiras só terão a mesma altura se, e somente
se, o Jacobiano for igual a 1. Embora a altura das barreiras sejam afetadas pelo sistema
de coordenadas, a razão em que o sistema cruza esta barreira não depende da escolha das
coordenadas.(FRENKEL, 2013)

2.5 Metadinâmica
Os métodos de simulação por dinâmica molecular e Monte Carlo têm grande in-

fluência em diversos campos da ciência. Entretanto, apesar de seu sucesso estes métodos
sofrem de limitações que reduzem sua aplicação.(ENSING et al., 2005) Uma das maiores
limitações, do ponto de vista biológico, é a limitada escala de tempo, no caso da dinâmica
molecular, ou de amplitude de amostragem do espaço configuracional, no caso do método
de Monte Carlo, que atualmente pode ser alcançada com estas técnicas. Em particular,
esta limitação dificulta a implementação destes quando a superfície de energia livre (FES
– do inglês free energy surface) possui diversos mínimos locais separados por grandes
barreiras energéticas. (ENSING et al., 2005; LAIO; GERVASIO, 2008)

A metadinâmica (LAIO; PARRINELLO, 2002) é um método baseado em um po-
tencial adaptativo, 𝑉𝐺(𝑠, 𝑡), que evolui com o tempo de forma a restringir os estados ener-
géticos já visitados pelo sistema.(HUBER; TORDA; GUNSTEREN, 1994) Desta forma,
a metadinâmica permite que o sistema evolua para locais, ou por caminhos de reação, di-
ferentes do estado padrão, ou fundamental, do sistema, transpassando grandes barreiras
energéticas.

2.5.1 Método

Considerando um sistema descrito por um conjunto de coordenadas generalizadas
microscópicas Q com energia potencial 𝑈(Q). Tenha este sistema uma evolução temporal
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ditada por uma dinâmica cuja distribuição seja canônica a uma dada temperatura 𝑇 ,
ou seja, um sistema com número de partículas e volume constantes em contato com um
reservatório térmico a temperatura 𝑇 através de uma parede diatérmica.

Seja 𝑆 um conjunto definido como um conjunto de 𝑔 funções (𝑆𝑖(x𝑖))𝑖∈[1,𝑔] de um
sub-conjunto X das coordenadas microscópicas do sistema ( x𝑖 ∈ X ⊆ Q, sendo Q ⊆ R𝑑𝑁

o conjunto de todas as coordenadas do sistema), denominadas variáveis coletivas (CV):

𝑆(X) = {𝑆1(x1), ..., 𝑆𝑔(x𝑔)} (2.22)

onde x𝑖 é um sub-espaço de R𝑑𝑁 , o conjunto de todas as coordenadas do sistema. O histo-
grama (distribuição) do conjunto 𝑆(X), obtido por uma simulação de dinâmica molecular
é dado por:

𝑁(𝑆, 𝑡) =
∫︁ 𝑡

0
𝛿𝑆,𝑆(𝑡′) d𝑡′ (2.23)

por construção 𝑁(𝑆, 0) = 0. Conforme a seção 2.4 podemos definir a superfície de energia
livre (FES) em função de um conjunto pequeno de variáveis coletivas 𝑆(X) e esta será
dada por:

𝐹 (S) = −𝑇 lim
𝑡→∞

ln𝑁(𝑆, 𝑡) (2.24)

Conforme dito acima, a metadinâmica é um método de simulação que acelera a
amostragem no espaço de fases. Sendo assim, de forma a acelerar a amostragem, se adi-
ciona ao potencial do sistema um potencial dependente do tempo:(BARDUCCI; BUSSI;
PARRINELLO, 2008)

𝑉𝐺(𝑆, 𝑡) = Δ𝑇 ln
⎛⎝1 + 𝜔𝑁(𝑆, 𝑡)

Δ𝑇

⎞⎠ (2.25)

onde 𝜔 possui dimensão de uma razão energética e Δ𝑇 é uma temperatura.

Como 𝑉𝐺(𝑆, 𝑡) é uma função monótona não decrescente de 𝑁(𝑆, 𝑡), ou seja, ∀ 𝑡1, 𝑡2 ∈
R+ (𝑡1 > 𝑡2 ⇒ 𝑉𝐺(𝑆, 𝑡1) ≥ 𝑉𝐺(𝑆, 𝑡2), implica que o potencial 𝑉𝐺(𝑆, 𝑡) adicionado desfa-
vorece as configurações que são mais frequentemente visitadas. Consequentemente, dado
tempo suficiente de evolução do sistema, este potencial aproxima-se da energia livre do
sistema:(LAIO; GERVASIO, 2008; BARDUCCI; BONOMI; PARRINELLO, 2011)

lim
𝑡→∞

𝑉𝐺(𝑆, 𝑡) ≈ −𝐹 (𝑆) (2.26)
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Com o auxílio da equação 2.25, podemos encontrar a taxa com que 𝑉𝐺(𝑆, 𝑡) varia
com o tempo:

𝜕 𝑉𝐺(𝑆, 𝑡)
𝜕𝑡

= Δ𝑇
𝜕

𝜕𝑡

⎧⎨⎩ln
⎛⎝1 + 𝜔𝑁(𝑆, 𝑡)

Δ𝑇

⎞⎠⎫⎬⎭ (2.27)

= Δ𝑇
1

1 + 𝜔𝑁(𝑆,𝑡)
Δ𝑇

𝜔

Δ𝑇

𝜕 𝑁(𝑆, 𝑡)
𝜕𝑡

= Δ𝑇
Δ𝑇

Δ𝑇 + 𝜔𝑁(𝑆, 𝑡)
𝜔

Δ𝑇

𝜕 𝑁(𝑆, 𝑡)
𝜕𝑡

(2.28)

com o auxílio das equações 2.23 e 2.25, a equação 2.28 se torna:

𝜕 𝑉𝐺(𝑆, 𝑡)
𝜕𝑡

= 𝜔Δ𝑇 𝛿𝑆,𝑆(𝑡)

Δ𝑇 + 𝜔𝑁(𝑆, 𝑡) = 𝜔𝑒
−
[︁

𝑉 (𝑆,𝑡)
Δ𝑇

]︁
𝛿𝑆,𝑆(𝑡) (2.29)

Desta forma, se substituirmos a função delta de Dirac, 𝛿𝑆,𝑆(𝑡), na equação 2.29 por
funções gaussianas finitas das 𝑔 funções do conjunto 𝑆 e utilizarmos a altura, peso, da
gaussiana como 𝑤 = 𝜔 exp

[︁
− 𝑉 (𝑆,𝑡)

Δ𝑇

]︁
𝜏𝐺, onde 𝜏𝐺 é o intervalo de tempo de deposição entre

as gaussianas, chegamos a equação do potencial metadinâmico:

𝑉𝐺(𝑆(X), 𝑡) =
∑︁

𝑡′=𝜏𝐺,2𝜏𝐺,...
𝑡′<𝑡

𝑤 exp
⎛⎝−

𝑔∑︁
𝑖=1

(︁
𝑆𝑖(x𝑖) − 𝑠𝑖(𝑡′)

)︁2

2𝛿𝑠2
𝑖

⎞⎠ (2.30)

onde 𝛿𝑠2
𝑖 é a largura da gaussiana para a 𝑖-ésima CV. 𝑠𝑖(𝑡) = 𝑆𝑖(x𝑖(𝑡)) é o valor dado

pela 𝑖-ésima CV no tempo 𝑡 e 𝑠𝑖(𝑡′) é o valor da 𝑖-ésima CV, no tempo 𝑡′ < 𝑡, ou seja,
este termo é o termo que restringe a FES no subespaço das coordenadas de reação.

Este potencial é calculado após o cálculo das forças devido ao potencial do campo
de forças no loop da dinâmica molecular. E as forças, G, devido a este potencial, ou seja, a
derivada de 𝑉𝐺(𝑆(X), 𝑡) em relação X, podem ser calculadas pela regra da cadeia (LAIO;
GERVASIO, 2008):

𝜕𝑉𝐺(𝑆(X), 𝑡)
𝜕x

=
𝑔∑︁

𝑖=1

(︃
𝜕𝑉𝐺(𝑠, 𝑡)

𝜕𝑠𝑖

)︃(︃
𝜕𝑆𝑖(x)

𝜕x

)︃
= G (2.31)

Estas forças são, então, adicionadas às forças devidas à dinâmica do sistema
segundo os métodos padrões de restrição de dinâmica molecular (ALLEN; TILDES-
LEY, 1987; RYCKAERT; CICCOTTI; BERENDSEN, 1977) se adicionando um termo∑︀𝑔

𝑖=1 𝜆𝑖(𝑠𝑖 − 𝑠𝑖,𝑡), onde os 𝜆𝑖 são multiplicadores de Lagrange.(LAIO; PARRINELLO,



Capítulo 2. Simulação Computacional de Eventos raros 37

2002) O apendice A mostra como são calculadas as forças para as variáveis coletivas
que serão usadas neste trabalho.

A metadinâmica permite, portanto, mapear a FES ao longo da coordenada dese-
jada, que pode ser, no caso da interação de ligantes com o DNA, o caminho de ligação da
molécula ao sulco menor do DNA.
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3 METODOLOGIA

Neste capítulo estão descritos os métodos empregados na parte experimental desta
dissertação.

3.1 Seleção do complexo DNA:ligante
Foram escolhidos para o estudo de validação da metodologia de interação entre

ligantes e DNA via metadinâmica proposta, dois ligantes que possuem estruturas do
complexo DNA:ligantes depositadas no servidor Protein Data Bank (RCSC, 2013), bem
como possuem valores de energia bem estudados.(ABU-DAYA; BROWN; FOX, 1995;
MAZUR et al., 2000; SINGH; KOLLMAN, 1999) Para este estudo, se escolheram os
complexos entre o dodecâmero complementar (5’→3’)CGCAAATTTGCG com os ligantes
netropsina (PDBid: 121D) e corante hoescht 33258 (PDBid: 264D).

De forma a obtermos a estrutura necessária para realizar a comparação entre os
valores de dissociação do hoechst, foi necessária a construção da estrutura inicial do com-
plexo entre o hoescht 33258 e o dodecamero complementar (5’→3’)CGCTTTAAAGCG.
Para isto, foi utilizado o programa X3DNA.(LU; OLSON, 2003) Primeiramente, se obteve
os parâmetros topológicos para o dodecâmero correspondente ao complexo entre o dodeca-
mero complementar (5’→3’)CGCAAATTTGCG e a molécula de hoescht 33258, obtida no
servidor Protein Data Bank com o PDBid: 264D. Então, estes parâmetros topológicos fo-
ram utilizados para construir a estrutura do DNA de sequência (5’→3’)CGCTTTAAAGCG
complexado com uma molécula de Hoechst.

3.2 Otimização e topologia dos ligantes
Os estados de protonação dos átomos de nitrogênio dos ligantes foram verificados

com os plugins pKa e Major microspecies da versão on line do programa Marvin, dispo-
nível em: www.chemaxon.com/marvin/sketch/index.php (Acessado em 02 de setembro de
2013). As curvas de distribuição das microespécies em função do pH foram obtidas com o
plugin pKa com os seguintes dados de entrada: Modo=macro, prefixo ácido/base=estático,
𝑝𝐾𝑎 básico mínimo=-10, 𝑝𝐾𝑎 ácido máximo=20, temperatura=310 K, valores de pH en-
tre 0,000 e 14,000, com passo de 0,100 unidades de pH, considerando-se tautomeriza-
ção/ressonância. Os hidrogênios foram mantidos explícitos durante o cálculo. A espécie
predominante em pH fisiológico, pH=7,10, foi obtida obtida pelo plugin Major microspecies,
com as opções de se manterem os hidrogênios explícitos e de se obter a forma tautomérica
predominante.
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As estruturas dos ligantes foram otimizadas para o cálculo das cargas com o pro-
grama Gaussian 09, revisão A1 (FRISCH et al., 2009), com a interface do programa
GaussView, versão 5 (DENNINGTON; KEITH; MILLAM, 2009). As estruturas foram
previamente otimizadas utilizando-se o método semi-empírico restrito, utilizando o ha-
miltoniano PM3 (STEWART, 1989a; STEWART, 1989b), e posteriormente as estru-
turas foram otimizadas pelo método de Hartree-Fock restrito, com o conjunto de base
6-31G(RASSOLOV et al., 1998; RASSOLOV et al., 2001), com auxílio de funções de po-
larização d. As cargas foram geradas pelo método de população de Merz-Singh-Kollman
(SINGH; KOLLMAN, 1984; BESLER; MERZ; KOLLMAN, 1990), sinônimo das cargas
calculadas pelo esquema de potencial eletrostático (ESP, do inglêselectrostatic potential),
com 10 camadas de pontos por átomo (keyword do Gaussian: IOp(6/41)=10) e tendo 17
pontos por unidade de área em cada camada (keyword do Gaussian: IOp(6/42)=17). En-
tão, foi gerado pelo programa Gaussian (keyword do Gaussian: IOp(6/50)=1) um arquivo
de extensão gesp, com as cargas ESP, que serviu de input para o programa Antechamber
(WANG et al., 2006; WANG et al., 2004a) gerar as cargas calculadas pelo esquema de
potencial eletrostático restrito (RESP, do inglêsrestrained electrostatic potential)(BAYLY
et al., 1993; CORNELL et al., 1993; CIEPLAK et al., 1995) que foram utilizadas nas
topologias para a dinâmica molecular.

As topologias dos ligantes foram geradas com o auxílio do programa Acpype
(SILVA; VRANKEN, 2012), utilizando parâmetros estruturais do Generalized Amber
Force Field.(WANG et al., 2004b)

3.3 Dinâmica molecular
As simulações foram realizadas com o pacote GROMACS 4.6.2 (APOL et al., 2010;

BERENDSEN; SPOEL; DRUNEN, 1995; SPOEL et al., 2005; HESS et al., 2008; PRONK
et al., 2013), empregando o campo de forças AMBER parmbsc0.(PéREZ et al., 2007;
GUY; PIGGOT; KHALID, 2012) As orientações iniciais dos complexos foram obtidas
diretamente do servidor Protein Data Bank (PDB).(RCSC, 2013) As estruturas iniciais
foram submetidas a processos de minimização de energia, empregando o método steepest
descent e conjugate gradients, respectivamente, com uma tolerancia de 1000 kJ mol−1.
De forma a neutralizar o sistema, foram adicionados ions sódio(1+), no vácuo, de forma
aleatória. O sistema então foi submetido a um novo processo de minimização de energia,
conforme o passo anterior, e, em seguida, submetido a 0,02 ns de dinâmica molecular com
aplicação de position restraints (cuja constante de força foi de 1000 kJ mol−1 nm−2) por
átomo) na estrutura do ácido nucleico de forma a relaxar as fortes interações entre íons
e íon-DNA. Os sistemas relaxados foram, então, solvatados com moléculas de água, mo-
delo TIP3P(JORGENSEN et al., 1983) e concentração fisiológica, 0,154 mol L−1, de íons
cloreto e sódio(1+), com aplicação de condições periódicas de contorno cúbicas. A seguir,
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os sistemas foram submetidos a um curto período, 0,02 ns, de dinâmica molecular com
aplicação de position restraints nas estruturas dos solutos de forma a relaxar as fortes inte-
rações entre solvente-solvente e solvente-soluto. Estas etapas foram realisadas no ensemble
NPT com o termostato de Nosé-Hoover(NOSÉ, 1984; HOOVER, 1985) (𝜏=0.1 ps e dez
cadeias) e o barostato de Martyna-Tuckerman-Tobias-Klein (MTTK)(MARTYNA et al.,
1996) (𝜏=0.5 ps). A etapa posterior consistiu em dez etapas de termalização, cada uma
com dois nanossegundos de extensão, em que os sistemas foram levados à temperatura final
de 310 K. Cada degrau foi simulado na temperatura de 50,0 K, 78,0 K, 107,0 K, 136,0 K,
165,0 K, 194,0 K, 223,0 K, 252,0 K, 281,0 K e 310 K, respectivamente. Finalmente, foram
rodadas as simulações de dinâmica molecular, com extensão de 25 ns, para equilibração
do sistema no ensemble NPT, com temperatura constante de 310 K (37 ∘C), se utilizando
o termostato em cadeias de Nosé-Hoover, com pressão de 1,0133 bar, mantida constante
se utilizando o barostato MTTK. Se utilizou o algoritmo Smooth Particle-Mesh Ewald
(SPME)(ESSMANN; L.; BERKOWITZ, 1995; TOUKMAJI; BOARD, 1996; DARDEN;
YORK; PEDERSEN, 1993), com um grid recíproco de 1083 pontos com interpolação do
tipo B-spline de quarta ordem, para o cálculo das interações eletrostáticas. As intera-
ções de van der Waals foram calculadas até um raio de corte de 1,30 nm. A integração
das equações do movimento foi realizada com o algoritmo velocity Verlet(SWOPE et al.,
1982), com passo de integração de 2 fs. A busca de vizinhos foi realizada a cada 50 passos,
100 fs.

3.3.1 Dimensão da caixa de simulação

O tamanho da caixa de simulação afeta diretamente a performance da simulação,
de forma que, quanto maior a caixa, maior o número de moléculas e, consequentemente,
maior o número de interações a serem calculadas. De forma a calibrarmos o tamanho
de caixa ideal para nosso sistema, se realizou uma simulação de dinâmica molecular,
onde os parâmetros de simulação seguem a seção anterior, em uma caixa onde as paredes
estejam a no mínimo 8,0 nm de distância da estrutura do complexo DNA:ligante. Realizou-
se a preparação do sistema e, então, após 500 ps de dinâmica molecular, realizou-se o
afastamento do ligante, utilizando a metodologia de pulling do centro de massas do ligante,
utilizando um potencial do tipo umbrella entre os centros de massas do DNA e do ligante,
monitorando o perfil energético da simulação. O afastamento do ligante foi realizado com
um ciclo de dinâmicas intercalando o pulling com dinâmica molecular, possuindo cada ciclo
uma duração de 100 ps. Durante os ciclos de pulling, o ligante foi afastado da estrutura
do DNA numa razão de 0,008 nm ps−1, com uma constante de força de 500 kJ mol−1

nm−2. O tamanho da caixa ideal foi escolhido quando o mapa da energia em função da
distância formou um patamar.

As simulações de pulling do centro de massas foram rodadas com o pacote de
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programas GROMACS 4.5.7 (APOL et al., 2010; BERENDSEN; SPOEL; DRUNEN, 1995;
SPOEL et al., 2005; HESS et al., 2008; PRONK et al., 2013).

O monitoramento do perfil energético se deu com o monitoramento das interações
de van der Waals, sob a forma de um potencial de Lennard-Jones, e das interações eletros-
táticas, sob a forma de um potencial de Coulomb, entre a molécula de DNA e a molécula
do ligante.

O valores energéticos foram obtidos com o programa g_energy e as distâncias e
distâncias mínimas foram obtidas com os programas g_dist e g_mindist, respectiva-
mente. O número de contatos entre o DNA e os ligantes foram obtidos com o programa
g_mindist. Todos estes programas fazem parte do pacote GROMACS 4.6.2. Se usou como
critério para a análise de contatos entre o DNA e os ligantes a distância mínima entre
estes. Desta forma, considerou-se como um contato entre o DNA e o ligante toda vez
que a distância mínima entre os átomos pertencentes ao DNA e ao ligante for menor que
0,6 nm.

3.4 Metadinâmica
As simulações de metadinâmica foram realizadas com o auxílio do programa PLUMED

(BONOMI et al., 2009) rodando no pacote de programas GROMACS 4.6.2.(APOL et al.,
2010; BERENDSEN; SPOEL; DRUNEN, 1995; SPOEL et al., 2005; HESS et al., 2008;
PRONK et al., 2013) Os valores iniciais de deposição das guassianas, 𝜏𝐺, e do parâmetro 𝜔

foram iguais a 2 ps e 0,3 kJ mol−1, respectivamente, conforme Gervasio, Laio e Parrinello
(2005)(GERVASIO; LAIO; PARRINELLO, 2005), e foram alterados de forma a otimizar
nosso estudo. A largura inicial da gaussiana, 𝑠𝑖, para cada variável coletiva (CV) foi dada
pela flutuação de cada uma destas durante a etapa de equilíbrio do sistema.

Para o sistema onde a netropsina atua como o ligante, foram realizadas, após
a etapa de dinâmica molecular para o equilíbrio do sistema, ciclos de metadinâmicas
retirando e re-docando o ligante ao DNA, de forma a se obter o perfil energético-estrutural
deste mecanismo. A variável coletiva utilizada para a dissociação foi a distância, 𝑑, do
centro de massas do ligante ao eixo vertical da estrutura, compreendendo os pares de bases
(5’→3’)AATT do DNA, conforme a Figura 3a. Para a etapa de associação, foi necessário
a inclusão de outra variável coletiva. Desta forma, se usou conjuntamente com a distância
o ângulo, 𝜃, formado pelo centro de massas do ligante, centro de massas do DNA e centro
de massas do primeiro par de bases, conforme Figura 3b. O ângulo 𝜃 foi restringido no
intervalo [30∘, 150∘], de forma a evitar a interação do ligante com as extremidades do
DNA.

Uma vez que os dados detalhados na seção 3.1 apresentam para os complexos entre
o hoechst 33258 e diferentes sequências de DNA apenas dados de constante de dissociação,
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(a) (b)

Figura 3: Variáveis coletivas utilizadas nas metadinâmicas de dissociação e associação. a)
Distância em relação ao eixo do DNA. b) Ângulo entre o COM do ligante e o e DNA

para estes sistemas foram rodadas somente metadinamicas de dissociação. Desta forma,
se usou a mesma variável coletiva utilizada para a dissociação da netropsina.
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4 Resultados e discussão

Neste capítulo estão descritos os resultados obtidos devido à aplicação das técnicas
descritas no Capítulo 3. Nas seções seguintes estão descritos os dados referentes à escolha
do estado de protonação dos ligantes Netropsina e Hoechst 33258, bem como a escolha
dos parâmetros como tamanho da caixa de simulação. Também estão descritos a escolha
dos parâmetros para as metadinâmicas de dissociação e associação, bem como o preparo
dos sistemas e simulações de metadinâmica para os sistemas contendo a Netropsina e o
Hoechst 33258 como ligante de sulco do DNA.

4.1 Estado de protonação dos ligantes

4.1.1 Netropsina

A N -(4-(3-amino-3-iminopropilcarbamoil)-1-metil-1H -pirrol-3-il)-4-(2-guanidinoacetamido)-
1-metil-1H -pirrol-2-carboxiamida, Figura 4, de nome comercial netropsina ou, ainda, con-
gocidina ou sinanomicina, é um oligopeptídio não usual contendo anéis N -metil-pirrol que
se liga a moléculas de DNA ricas em sequências AT. Esta molécula é formada por: em
uma extremidade, um grupo guanidina (Figura 5), um núcleo contendo dois anéis N -
metilpirrol e, na outra extremidade, um grupo propilimidino (Figura 5). A netropsina foi
descoberta por Finlay e colaboradores (FINLAY et al., 1951), sendo isolada da actino-
bactéria Streptomyces netropis.

Figura 4: Netropsina (N -(4-(3-amino-3-iminopropilcarbamoil)-1-metil-1H -pirrol-3-il)-4-
(2-guanidinoacetamido)-1-metil-1H -pirrol-2-carboxiamida)



Capítulo 4. Resultados e discussão 46

Figura 5: Grupos propilimidina (esquerda) e guanidina (direita)

Os valores das constantes de ionização ácida, p𝐾𝑎 (para a reação [HAH]+ 
 [:AH]
+ [H]+), para os hidrogênios ionizáveis, fornecidos pelo programa pKa, usando a estru-
tura da Figura 4 como entrada, se encontram na Figura 6. Se pode ver que os nitrogênios
imínicos do grupo 2-guanidinoacetamido e do grupo 3-amino-3-iminopropilcarbamoil, pos-
suem valores p𝐾𝑎 maiores que 7,10, de forma que estes devem estar protonados, ou seja,
com carga positiva, em meio fisiológico. A Figura 7 traz o diagrama de composição per-
centual fracionário para as formas protonadas da netropsina, calculadas pelo programa
pKa, a netropsina possui uma única espécie predominante, bem estabelecida, na faixa
de pH fisiológico, estrutura 1 na Figura 7. Podemos ver que esta estrutura, com carga
formal 2+, que possui carga positiva no grupo 2-guanidinoacetamido e no grupo 3-amino-
3-iminopropilcarbamoil, é a única que possui percentual significativo em meio fisiológico.
Este estado de protonação para o grupo guanidina esta de acordo com resultados experi-
mentais obtidos por OLAN et al. que mostrara que o grupo guanidina só atinge maiores
estados de protonação mediante a presença de ácidos fortes.(OLAN et al., 1997)

Figura 6: Valores de p𝐾𝑎 para a netropsina.
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Figura 7: Diagrama de composição percentual fracionária para a netropsina em meio
fisiológico.

4.1.2 Hoechst 33258

O corante cloreto de 4-(2’-(4-hidroxifenil)-1H,1H -2,5’-bibenzo[d]imidazol-6-il)-1-
metilpiperazin-1-io, cujo nome comercial é Hoechst 33258, pertence a uma família de
corantes fluorescentes azuis, utilizados como marcadores de fita de DNA ricas em sequên-
cias AT (LATT; STETTEN, 1976; LATT et al., 1975), desenvolvidas pela Hoechst AG,
atual Sanofi-Aventis. O Hoechst, Figura 8, é uma bisbenzimida constituída por um anel
piperazínico, um centro bisbenzimídico e um anel fenólico.

Os valores das constantes de ionização ácida, p𝐾𝑎, para a reação [HAH]+ 
 [:AH]
+ [H]+, fornecidos pelo programa pKa, se encontram na Figura 9. Nesta, se pode ver que
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Figura 8: Hoechst 33258 ( íon 4-(2’-(4-hidroxifenil)-1H,1HH-2,5’-bibenzo[d]imidazol-6-
il)-1-metilpiperazin-1-io )

o nitrogênio na posição 1 do anel piperazínico, possui um valor de p𝐾𝑎 maior que 7,10
(valor do pH em meio fisiológico), de forma que este nitrogênio deve estar protonado em
ambiente fisiológico. Desta forma, em pH 7,10, a forma predominante é o cátion 4-(2’-
(4-hidroxifenil)-1H,3’H -2,5’-bibenzo[d]imidazol-6-il)-1-metilpiperazin-1-io, ou seja, aquela
em que o hoechst possui uma carga formal de 1+.

Figura 9: Valores de 𝑝𝐾𝑎 para a molécula de Hoechst 33258

Na Figura 10 está o diagrama de composição percentual fracionário, calculados
pelo programa pKa, para as formas protonadas para o Hoechst. Direfente do diagrama
para a netropsina, o diagrama de composição fracionária para o Hoechst não possui apenas
uma espécie em pH igual a 7,10. Para o valor de pH fisiológico (7,10), existem três espécies
possíveis com probabilidaes de 82,7 %, 11,4 % e 4,1 %, com cargas parciais iguais a 1+, 0
e 2+, respectivamente. Desta forma, devido ao grande custo computacional envolvido nas
simulações de metadinâmica, se optou por realizar as simulações com a espécie majoritária
em meio fisiológico, ou seja, a estrutura 1 da Figura 10.
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Figura 10: Diagrama de composição percentual fracionária para o Hoechst em meio
fisiológico.

4.2 Calibração do tamanho da caixa
Realizou-se o afastamento da netropsina, conforme a subseção 3.3.1, de forma a

determinarmos o tamanho ideal da caixa para as simulações de metadinâmica. Uma vez
que estavamos interessados apenas no perfil energético da simulação, não foi realizado,
nesta etapa, a termalização do sistema. Em vez disto, foi realizado uma simulação de
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dinâmica molecular com duração de 500 ps, a 310 K, de forma a preparar o sistema para
os ciclos de afastamento do ligante. Foram realizados três ciclos de pulling com 100 ps cada,
de forma que a distância máxima do ligante foi de aproximadamente 7 nm. Nos intervalos
entre os ciclos, o sistema foi deixado relaxar durante 100 ps de dinâmica molecular. Nas
seções em sequência será discutido o perfil energético em relação à distância entre o DNA
e o Ligante, chegando ao final destas, assim, ao tamanho da caixa que foi utilizada nas
simulações de metadinâmica.

4.2.1 Complexo DNA:Netropsina

Conforme a subseção 3.3.1, a caixa de simulação foi construída de forma que suas
paredes estejam no mínimo a 8,0 nm de distância da estrutura do complexo DNA:ligante.
Desta forma, foi gerada, para este sistema, uma caixa cúbica com arestas de 20,501 nm de
comprimento. Portanto, tinhamos a liberdade de afastar o ligante até, aproximadamente,
10 nm do DNA caso houvesse necessidade. Na Figura 11 encontra-se a caixa do sistema
montado, vista ao longo do eixo z, paralelo à maior dimensão do DNA, e com o DNA
centrado na caixa, com a posição do ligante ao final dos três ciclos de pulling.

(a) (b)

Figura 11: Poses do ligante Netropsina em relação ao DNA durante o pulling. a) Visão
da caixa paralela ao eixo z. b) Aproximação da caixa paralela ao eixo z.

O centro de massas (COM) da molécula de netropsina estava inicialmente a 0,513 nm
do COM do DNA, sendo a distância miníma entre a molécula e o DNA de 0,189 nm. Ao
final de cada ciclo de pulling o centro de massas do ligante estava a 2,890 nm, 5,182 nm e
6,981 nm, respectivamente, afastados do centro de massas do DNA. A distância mínima
entre a molécula de netropsina e o DNA ao final de cada ciclo foi de 0,656 nm, 3,395 nm
e 5,240 nm, respectivamente. Na Figura 12 se encontra o gráfico do número de contatos
que o ligante realiza com o DNA. Nela, se pode ver que os contatos entre a molécula de
netropsina e o DNA cessam por volta de 3,0 nm.

Uma vez que estavamos interessados em determinar a que distância as interações
de van der Waals e eletrostáticas se tornavam desprezíveis, se realizou o monitoramento
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Figura 12: Número de contatos entre DNA e a molécula de Netropsina em função da
distância entre seus centros de massas

do potencial de Lennard-Jones, que possui contribuições atrativas (i.e. negativas, de dis-
persão) e repulsivas (i.e. positivas, repulsão de Pauli), e do potencial de Coulomb (eletros-
tático) entre a molécula de DNA e a molécula de netropsina. Na Figura 13 se encontra o
gráfico da energia de Coulomb short-range em função do afastamento do centro de massas
do ligante do centro de massas do DNA. Pode-se ver que a energia, no espaço real, se
torna zero quando o COM da netropsina está afastado, aproximadamente, 3,000 nm do
COM do DNA.

Figura 13: Interação de Coulomb short-range entre o DNA e a Netropsina

De forma a se interpretar corretamente estes dados, deve-se estar atento a dois
fatos: 1) Como a interação de Coulomb short-range é calculada; 2) Como são truncadas
as interações de curto alcance.

A energia eletrostática foi calculada pelo método Particle Mesh Ewald (PME).(APOL
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et al., 2010; ESSMANN; L.; BERKOWITZ, 1995; TOUKMAJI; BOARD, 1996; DAR-
DEN; YORK; PEDERSEN, 1993) No Apêndice B se encontra uma breve formulação
deste método. Um vez que estas interações são calculadas por PME, a energia de Cou-
lomb short-range, ou seja a parcela da energia de Coulomb que é calculada no espaço real,
é dada por:

𝑉𝑑𝑖𝑟 = 𝑓

2

𝑁∑︁
𝑖

𝑁∑︁
𝑗

∑︁
𝑛*

𝑥

∑︁
𝑛*

𝑦

∑︁
𝑛*

𝑧

𝑞𝑖𝑞𝑗
erfc(𝛽𝑟𝑖𝑗,n)

𝑟𝑖𝑗,n
(4.1)

onde 𝑓 = 1
𝜋𝜀0

, 𝑁 é o número total de partículas, n = (𝑛*
𝑥, 𝑛*

𝑦, 𝑛*
𝑧) é o índice do vetor

da caixa, 𝛽 é um parametro de ponderação relativa entre a soma nos espaços direto e
recíproco, 𝑞𝑖 e 𝑞𝑗 é a carga das partículas 𝑖 e 𝑗, respectivamente, erfc é a função de erro
complementar (erfc = 1−erf) e 𝑟𝑖𝑗,n é a distância real entre as partículas 𝑖 e 𝑗. O asterísco
indica que quando n = 0, os termos 𝑖 = 𝑗 são omitidos.

Porém, em uma simulação de dinâmica molecular, o indice j na Equação 4.1 não
corre sobre todas as partículas diferentes da partícula i, pois isto levaria a um grande
esforço computacional. De forma a tornar o cálculo eficiente, as interações não ligantes
(não apenas as interações de Coulomb, mas também as de van der Waals) são calculadas
entre os pares i,j, para os quais a distância 𝑟𝑖𝑗 entre i e a imagem mais próxima de j é
menor que um raio de corte, 𝑟𝑐. De forma a aumentar a eficiência, é empregada, ainda,
uma outra restrição, a denominada "pesquisa de vizinhos", do inglês Neighbor searching.
Desta forma, seja, (𝑎𝑖)𝑖∈{1,..𝑁𝑖} o conjunto de átomos de uma molécula genérica, este pode
ser representado como a união de 𝑔 subconjuntos: 𝐴 = ⋃︀𝑔

𝑘=1 𝑎𝑘, onde a soma das cargas
atômicas dentro de cada subconjunto é zero. Com esta definição, se a distância da imagem
mais próxima entre os centros geométricos de dois grupos de carga é menor que o raio de
corte todos os átomos pertencentes a este grupo serão incluídos na lista de pares.

Com isto, seja 𝐴 = (𝑎𝑖)𝑖∈{1,...𝑛𝐴} e 𝐵 = (𝑏𝑗)𝑗∈{1,...𝑛𝐵} o conjunto de átomos da molé-
cula de DNA e do ligante, respectivamente, de forma que A̸=B. Sejam 𝐴 e 𝐵, decompostos
em 𝑔 e ℎ grupos de carga, respectivamente, de forma que: 𝐴 = ⋃︀𝑔

𝑘=1 𝑎𝑘 e 𝐵 = ⋃︀ℎ
𝑙=1 𝑏𝑙. A

energia referente à interação de Coulomb, e van der Waals só será zero quando a menor
distância entre os centros geométricos dos 𝑔 grupos de carga e a imagem mais próxima
dos grupos de carga ℎ forem maiores que o raio de corte. De uma forma aproximada, po-
demos dizer que a energia de Coulomb, no espaço real, tenderá a zero quando a distância
mínima entre a molécula de DNA e do ligante for maior que o raio utilizado para truncar
as interações de Coulomb, 𝑟𝑐𝑜𝑢𝑙.

Conforme seção 3.3, o raio utilizado para truncar as interações de Coulomb foi
de 1,3 nm, de forma que, quando a menor distância entre qualquer átomo do DNA e
qualquer átomo da netropsina for maior que 1,3 nm, a energia desta interação tenderá a
zero. Na Figura 14 podemos ver que a distância mínima entre o DNA e o ligante se torna
maior que 1,3 nm quando o COM do DNA esta afastado 3,19 nm do centro de massas do
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ligante. De forma que o comportamento mostrado na Figura 13, a priori, era esperado.

Figura 14: Distância mínima entre o DNA e a Netropsina em função da distância entre
os centros de massas durante o pulling

Pode-se ver no gráfico para a energia de Coulomb short-range, Figura 13, que,
no intervalo de 2,0 nm a aproximadamente 3,0 nm, há uma quebra no aumento gradual
de energia com o aumento da distância entre os centros de massa. Este comportamento
se deve à rotação da molécula do ligante sobre seu centro de massas. Podemos ver na
Figura 15 as posições da netropsina relativas à posiçao inicial da netropsina durante os
ciclos de pulling. Constata-se que, durante esta etapa, o ligante gira no espaço de forma
o orientar seu grupo guanidina em direção ao DNA. Desta forma o grupo guanidida, que
possui uma carga formal 1+, diminui a distância em relação à molécula de DNA e, com
isto, conforme a Equação 4.1 a energia tenderá a diminuir.

Figura 15: Posição relativa da molécula de netropsina durante os ciclos de pulling. 1)
Estrutura inicial. 2) Estrutura ao final do primeiro ciclo de pulling. 3) Estrutura ao final
do segundo ciclo de pulling. 4) Estrutura ao final do terceiro ciclo de pulling

A Figura 16 mostra o gráfico da energia de interação de Lennard-Jones short-range
entre o DNA e a netropsina. Nesta se pode ver o mesmo comportamento apresentado nos
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gráficos de energia anteriores, ou seja, a energia tende a zero quando o centro de massas do
ligante está a uma distância de aproximadamente 3,0 nm do centro de massas da molécula
de DNA. O fato de não se observar, para a interação de Lennard-Jones (LJ), o mesmo
comportamento que a interação de Coulomb, no intervalo de 2,0 nm a aproximadamente
3,0 nm, se deve ao seu alcance. Uma vez que a interação de Coulomb é proporcional a
1/𝑟, a interação atrativa de Lennard-Jones é proporcional a 1/𝑟6, adimitindo-se a forma
12-6 deste potencial. Desta forma, se duas partículas se encontram a uma distância inicial
𝑥, e posteriomente estão afastadas por um fator de 10, sua interação de Coulomb será 10
vezes menor, enquanto que a interação de LJ será 106 vezes menor. Logo, uma pequena
aproximação devida à rotação sobre o centro de massas não altera significativamente a
energia de interação de Lennard-Jones, uma vez que esta rotação não influencia os átomos
dentro do raio determinado para truncar as interações.

Figura 16: Interação de Lennard-Jones short-range para o complexo entre o DNA e a
Netropsina durante o pulling

Como se utilizou o método Particle Mesh Ewald para as interações de Coulomb,
não foi possivel estudar estas interações de longo alcance, pois estas são calculadas no
espaço recíproco e não podem ser decompostas em grupos. E, como o parâmetro r_list
foi definido igual ao raio de corte de van der Waals, as interações de Lennard-Jones
também não foram possíveis de se estudar, pois o GROMACS não dá estas interações como
output para esta configuração.

4.2.2 Tamanho da caixa

Os resultados obtidos na subseção 4.2.1, mostram que a energia de interação entre
ligante e DNA depende da escolha dos raios de corte utilizados para truncar os pares
de partículas, entre os quais as interações são calculadas. Isto vem da constatação que a
energia só se torna zero quando a distância mínima entre ligante e DNA se torna maior
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que o raio de corte estipulado. A subseção 4.2.1 mostra, também, a importância de se
considerar a rotação da molécula sobre seu centro de massas na escolha do tamanho da
caixa. Deve-se considerar isto pois, durante a metadinâmica, o ligante terá total liberdade
de rotação.

Em estudo anterior, Souza e Ornstein (1997) haviam mostrado que uma camada
de moléculas de água de no mínimo 0,5 nm de diâmetro é necessária para se reproduzir
a estrutura global e dinâmica em solução do DNA.(SOUZA; ORNSTEIN, 1997) Smith
e Pettitt (1996) mostraram que os artefatos rotacionais (como o alinhamento oposto do
momento dipolar de moléculas de solvente com o momento dipolar do soluto) devidos à
periodicidade no método PME se mostram desprezíveis à temperatura ambiente e acima
desta. Smith e Pettitt (1996) mostraram também que, estes artefatos, não são signifi-
cativos com a variação do tamanho da caixa.(SMITH; PETTITT, 1996) Desta forma,
o tamanho da caixa, utilizado nas simulações de metadinâmica, foi escolhido, conforme
os valores da subseção 4.2.1, de forma que haja distância suficiente para que os valores
energéticos dos sistemas avaliados tenderam a zero ao se afastar os ligantes do DNA.
Em outras palavras, os sistemas foram construídos de forma que as paredes da caixa se
encontrem no mínimo a 4,0 nm do complexo DNA:Ligante.

Conforme os dados apresentados na subseção 4.2.1, uma vez que, do ponto de vista
clássico, não há mais interações não ligantes entre o DNA e o ligante, o uso da distância
de 4,0 nm como uma aproximação de um estado de separação infinita entre DNA e ligante
é justificado.

4.3 Metadinâmicas
Nesta seção serão apresentados os dados referentes às metadinâmicas de dissoci-

ação e associação, em relação ao DNA, da Netropsina, bem como os dados referentes à
dissociação, em relação ao DNA, do Hoechst.

4.3.1 Netropsina

4.3.1.1 Termalização e equilibração dos sistemas

Conforme a seção 3.3, realizaram-se etapas de dinâmica molecular com a intenção
de se equilibrar o sistema na temperatura de 310 K. Isto foi alcançado realizando dez
simulações de DM com 2 ns de extensão nas quais a temperatura foi sendo aumentada
gradualmente, 29 K por simulação, até o sistema alcançar 310 K. Após esta etapa de
aquecimento, o sistema foi equilibrado por mais 25 ns, a 310 K.

Em uma simulação de dinâmica molecular, principalmente as de sistemas bioló-
gicos, o número de graus de liberdade que descrevem o sistema é da ordem de 104 a
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106, ou ainda maiores. Uma vez que o comportamento destes graus de liberdade possui
características variadas, de harmônicas a caóticas, as superfícies energéticas que definem
estes sistemas são, de fato, superfícies de topologia muito acidentada, com vales e picos de
várias profundidades e alturas, respectivamente.(GUNSTEREN et al., 2006) Desta forma,
a procura por um mínimo global deve ser feita com cautela. Se deve ter em mente que
o estado de um sistema não pode ser descrito por apenas um mínimo local, mas sim por
um ensemble de configurações de uma região de mínimo. Assim, mesmo que possamos ver
uma tendência a um patamar para uma determinada função de uma propriedade do sis-
tema, não podemos esperar que o sistema tenha alcançado um mínimo global, e sim, que
este alcançou um mínimo local. Genheden e Ryde (2012) mostraram para proteínas, que
as simulações de dinâmica molecular não devem alcançar um mínimo global, sendo que,
dado tempo suficiente, o sistema tenderá a visitar outros mínimos locais.(GENHEDEN;
RYDE, 2012)

A Figura 17 e a Figura 18 (Página 57) mostram os dados de energia eletrostática
(como energia de Coulomb no espaço real) e de van der Waals, respectivamente, para as
etapas de aquecimento e equilibração. Conforme as explicações dadas na subseção 4.2.1 as
interações do tipo Coulomb são muito mais sensíveis à conformação do ligante. Este fato
está novamente evidenciado na Figura 17, que mostra um comportamento acentuadamente
mais errático do que o mostrado para a interação de van der Waals. Entretanto, se pode
ver que nos últimos 10 ns da etapa de equilibração, esta interação forma um patamar
com uma flutuação aparentemente constante, e desta forma, se considerou que o sistema
estava em um mínimo local. Este comportamento também foi observado para a interação
de van der Waals.

Figura 17: Interações eletrostáticas entre o DNA e a netropsina (como interações de
Coulomb no espaço real) para a etapa de aquecimento e equilibração do sistema. A linha
escura indica a média a cada 100 ps

A dinâmica das propriedades de um sistema biológico diferem quanto ao seus
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Figura 18: Interações de van der Waals entre o DNA e a netropsina (como interações de
Lennard-Jonnes) para a etapa de aquecimento e equilibração do sistema. A linha escura
indica a média a cada 100 ps

tempos de relaxação.(GUNSTEREN et al., 2006) Desta forma, é conveniente observarmos
o comportamento das propriedades do sistema que serão utilizadas como variáveis coletivas
nas simulações de Metadinâmica. A Figura 19 e a Figura 20 (Página 58) mostram os
valores das variáveis coletivas definidas na seção 3.4. Se pode ver que, tanto a distância
entre a netropsina e o eixo do DNA quanto o ângulo formado por estes não variam muito
durante o período de equilibração do sistema, de modo que podemos considerar que o
sistema está, em relação a estas duas propriedades, de fato em um mínimo local bem
definido.

Figura 19: Variação da distância do eixo do DNA (referente aos 4 resíduos centrais) em
relação ao centro de massa da netropsina durante os 25 ns de equilibração do sistema.
Linha sólida: médias em janelas de 0,1 ns; Linha pontilhada: valores reais.
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Figura 20: Variação do ângulo entre o centro de massa da netropsina, centro de massa
dos 4 pares de base centrais do DNA e centro de massa dos pares de base 1 e 24 do DNA,
durante os 25 ns de equilibração do sistema. Linha sólida: médias em janelas de 0,1 ns;
Linha pontilhada: valores reais.

4.3.1.2 Parâmetros para metadinâmica

A escolha dos parâmetros para as simulações de metadinâmica não é nada tri-
vial. Segundo a Equação 2.30, devemos estabelecer os valores do tempo de deposição das
gaussianas, 𝜏𝐺, a largura e altura da gaussiana para cada CV, 𝑠 e 𝑤, respectivamente.
Os parametros 𝑤 e 𝜏𝐺 utilizados foram os mesmos utilizados nos trabalhos de Vargiu et
al. (2008a), Sasikala e Mukherjee (2012) e Sasikala e Mukherjee (2013). Desta forma, se
utilizou 𝜏𝐺=2 ps e 𝑤=0,30 kJ mol−1 e se realizou metadinâmicas com 10 ns de exten-
são para se estabelecer qual é o melhor valor para o parâmetro 𝑠 para as duas variáveis
coletivas descritas na seção 3.4.

Para a estimativa do melhor valor de 𝑠 para as metadinâmicas de dissociação,
onde a variável coletiva utilizada foi a distância entre o eixo compreendido pelos centros
geométricos dos quatro pares de base centrais da estrutura do DNA e o centro de massas
da netropsina, se realizou três simulações de metadinâmica com 10 ns de extensão, com 𝑠

igual a 0,006 nm, 0,030 nm e 0,050 nm. O primeiro valor foi escolhido devido ao trabalho
de Gervasio, Laio e Parrinello (2005) que recomenda a utilização de 1/3 da flutuação do
valor da variável coletiva durante a etapa de equilibração do sistema como valor para 𝑠, a
flutuação desta variável, cujo comportamento é mostrado na Figura 19 (Página 57), é de
0,0174 nm. Os dois últimos valores foram utilizados por Vargiu et al. (2008a) em trabalho
semelhante.

Durante a simulação rodada com 𝑠=0,006 nm, a netropsina permaneceu ligada
durante todos os 10 ns simulados, mostrando que a recomendação da utilização de 1/3
da flutuação é apenas um indicativo, e não uma regra fundamental. Nas simulações com
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Figura 21: Perfil energético para o desacoplamento da netropsina do sulco menor do DNA
por metadinâmica para dois valores de 𝑠𝑑

valores de 𝑠 iguais a 0,030 nm e 0,050 nm, respectivamente, houve o desacoplamento do
ligante. Os perfis energéticos para estas duas simulações são mostrados na Figura 21.
Se pode ver que, apesar de que nas duas simulações o ligante se dissociou, a simulação
com 𝑠=0,030 nm possui um melhor detalhamento da superfície de energia livre, fato já
esperado pois o valor de 𝑠 está diretamente relacionado com a restrição do espaço de
fases amostrado, sendo que, quanto maior este valor, mais o espaço é amostrado de forma
cega. Este valor da largura de gaussiana, conforme será discutido na subseção 4.3.1.3,
também demonstra uma boa concordância em termos energéticos do processo com os
valores experimentais. Uma vez que a escolha do valor de 𝑠 possui um compromisso entre
factibilidade e acurácia, escolher um menor valor de 𝑠 que leve ao evento de dissociação
dentro de um tempo hábil de simulação, mas que possua uma boa amostragem do espaço
de fases se torna imperativo. Desta forma, para as simulações de saída do ligante, optou-se
pela utilização de 𝑠=0,030 nm.

Uma vez que se realizou a calibração dos parâmetros para a metadinâmica de
dissociação, a partir do último frame da simulação de dissociação, realizamos uma meta-
dinâmica de associação, com os mesmos parâmetros que para a dissociação, com a adição
de um potencial, cuja constante de força é de 1000 kJ mol−1, para restringir a distância
máxima em 4 nm, de forma que o ligante não se afastasse mais do DNA. Porém, esta
metodologia não levou a um resultado confiável, uma vez que, como pode ser visto na
Figura 22 (Página 60), a aproximação do ligante resultou na quebra da interação entre
diversos pares de base do DNA e, também, em última ocorrência, interagiu com a parte
inferior do DNA (extremidade 3’ ou pares de base 12-13), Figura 22.

Desta forma, foi introduzido o ângulo entre o COM do ligante, o COM do DNA
e o COM do par de bases 1-24 do DNA como variável coletiva, com um valor de 𝑠â𝑛𝑔𝑢𝑙𝑜
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Figura 22: Estruturas durante metadinâmica de entrada da molécula de netropsina usando
o parâmetro 𝑠=0,03 nm. a) DNA com estrutura quebrada. b) Posição final com o ligante
interagindo na parte inferior do DNA. Legenda: Adenina - azul; Timina - vermelho; Gua-
nina - verde; e Citosina - ciano.

igual a 1/3 da flutuação (0,2 rad) apresentada na Figura 20, com ângulo definido segundo
a seção 3.4. Realizamos a restrição desta variável coletiva entre 1,2 rad e 1,7 rad (69∘

e 97∘), valores aproximados da amplitude que o ligante apresentou durante a etapa de
equilibração do sistema, Figura 20, e com constante de força de 1000 kJ mol−1. Desta
forma o ligante estaria restringido a interagir com os pares de base do corpo do DNA e
não com suas extremidades. Assim, com o emprego deste método, a netropsina interagiu
com o sulco menor do DNA. Entretanto, como mostra a Figura 23 (Página 60), o ligante
acabou por desestruturar o DNA.

Figura 23: Estrutura durante a metadinâmica de entrada da netropsina usando os pa-
râmetros: 𝑠𝑑=0,03 nm e 𝑠â𝑛𝑔𝑢𝑙𝑜=0,2 rad. Legenda: Adenina - azul; Timina - vermelho;
Guanina - verde; e Citosina - ciano.

Como o parâmetro 𝑠, ou seja, a largura das gaussianas, tem relação com a veloci-
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dade de amostragem do espaço de fases, resolvemos diminuir o valor de 𝑠𝑑𝑖𝑠𝑡 de 0,03 nm
para 0,02 nm. Desta forma, a aproximação da netropsina se deu de forma mais livre e,
assim, conseguiu-se obter a associação da netropsina com o sulco menor do DNA.

4.3.1.3 Metadinâmicas de dissociação

A netropsina é um ligante de DNA que se liga ao sulco menor. Ela se liga pre-
ferencialmente a regiões ricas em pares de bases A2T2 da dupla fita.(FINLAY et al.,
1951; TABERNERO et al., 1993; NEIDLE, 2001; DERVAN, 2001; KOPKA et al., 1985)
Acredita-se que a netropsina possua dois modos diferentes de ligação com o sulco menor do
DNA, denominadas respectivamente de complexos I e II.(FREYER et al., 2007a; LEWIS
et al., 2011; FREYER et al., 2006; RAMOS; LE; LEWIS, 2013; FREYER et al., 2007b;
DEGTYAREVA et al., 2007) Este modelo é apoiado por dados experimentais, sendo que
sempre são necessarios dois parâmetros para se ajustar uma curva aos dados termodinâ-
micos (energia livre de ligação, Δ𝐺, entalpia, Δ𝐻, e entropia, Δ𝑆) para a formação do
complexo entre DNA e netropsina. Estudos mostram que a variação nos valores de Δ𝐺

e Δ𝐻 para os complexos I e II é consistente com o aprisionamento de uma molécula de
água entre o sulco menor do DNA e a netropsina.(FREYER et al., 2007a; LEWIS et al.,
2011; RAMOS; LE; LEWIS, 2013) Estes estudos mostram que estes dois modos possuem
valores de energia livre de ligação iguais a -43.51 kJ mol−1 e -34.35 kJ mol−1 , para o
complexo I e II, respectivamente (Dados de Lewis et al. (2011)). Sendo que, destes dois
complexos, o complexo II deverá ter moléculas de água presas entre o DNA e a netropsina.

Realizou-se simulações de metadinâmica conforme a seção 3.4 de forma a afas-
tarmos a netropsina do DNA. O sistema foi simulado até que a netropsina ultrapassou
4 nm de distância do eixo do DNA. Quando a netropsina se encontrou a 4 nm de dis-
tância do DNA, realizou-se então, uma simulação de metadinâmica até que o centro de
massas (COM) da netropsina estivesse a 0,3 nm de distância do eixo do DNA. Este valor
para a distância foi escolhida pois é o valor desta distância na estrutura cristalográfica e,
porque para valores menores que este o ligante intercala. Após a netropsina estar ligada
novamente ao DNA, se realizou uma simulação de dinâmica molecular com a extensão de
10 ns e, então, se repetiu o processo de afastamento e aproximação novamente, perfazendo,
assim, duas dissociações e duas associações.

A Figura 24a (Página 62) e a Figura 24b (Página 62) mostram o perfil de energia
livre para a primeira e segunda dissociações, respectivamente, da netropsina do DNA.
Estes perfis foram escalados de forma que a 4 nm de distância entre o centro de massas
da netropsina e o eixo do DNA a energia livre seja igual a zero. Conforme a seção 4.2,
ainda há interações do tipo eletrostáticas e de van der Waals até que a netropsina esteja
afastada do DNA por uma distância inferior a 4 nm. Segundo os perfis para a dissociação,
a energia livre necessária para o afastamento realmente tende a zero dentro deste limite.
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De fato, para a primeira dissociação, Figura 24a, a energia livre necessária tende a zero
antes mesmo do afastamento entre a netropsina e o DNA ser de 4 nm.

Os perfis de energia livre para a primeira e senguda dissociação diferem quanto
ao número de mínimos locais. Enquanto que para a primeira dissociação, existem três
mínimos locais, D11, D12 e D13, para a segunda dissociação há apenas dois, D21 e D22.
Para a primeira simulação de dissociação, os três mínimos locais D11, D12 e D13 estão
localizados a distâncias de 0,43 nm, 0,65 nm e 1,08 nm, respectivamente, e possuem
energias livres absolutas, com relação à distância de 4 nm, iguais a -64,29 kJ mol−1, -
40,81 kJ mol−1 e -33,80 kJ mol−1, respectivamente. Os mínimos D21 e D22, referentes
à segunda simulação de dissociação, se encontram em distâncias de 0,61 nm e 1,02 nm,
respectivamente, com energias livres absolutas iguas a -66,78 kJ mol−1 e -41,46 kJ mol−1,
respectivamente.

(a) (b)

Figura 24: Perfis de energia livre para a dissociação da netropsina do DNA. a) Perfil refe-
rente a primeira metadinâmica de dissociação. b) Perfil referente a segunda metadinâmica
de dissociação.

Comparando os perfis de energia livre para a primeira e segunda dissociação mos-
trados na Figura 24a e a Figura 24b, respectivamente, e os dados acerca dos mínimos
locais descritos no parágrafo acima, se pode constatar que os mínimos D12 e D21, bem
como os mínimos D13 e D22, estão situados a distâncias comparáveis nos dois perfís. Me-
didas a meia altura de cada poço, os mínimos locais D12 e D21 se situam no intervalo de
0,62 nm à 0,67 nm e 0,49 nm à 0,78 nm, respectivamente, de forma que estes dois poços
de mínimo devem corresponder a um conjunto de configurações semelhantes do sistema.
O mesmo é válido para os mínimos locais D13 e D22, que se situam, medidos a meia altura
do poço, no intervalo de 0,96 nm à 1,16 nm e 0,90 nm à 1,11 nm, respectivamente.

Os mínimos locais D12 e D21, ou seja o segundo mínimo local para a primeira
dissociação e o primeiro mínimo local para a segunda dissociação, estão em distâncias
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comparáveis. Entretanto, suas energias livres absolutas não estão em correspondência.
De fato, a diferença de energia livre absoluta entre os mínimos locais D12 e D21 é de
25,97 kJ mol−1. Em termos de energia livre, o mínimo local D11 esta mais em correspon-
dencia com o mínimo D21. A diferença de energia livre absoluta entre os mínimos locais
D11 e D21 é de 2,49 kJ mol−1, cerca de dez vezes menor que a diferença de energia livre
entre os mínimos locais D12 e D21.

Para entendermos esta discrepância nos perfis energéticos devemos olhar para o
sistema. A Figura 25 (Página 63) mostra as estruturas correspondentes aos mínimos locais
D11, D12 e D13, referentes à primeira metadinâmica de dissociação. Se pode ver que na
Figura 25a, correspondente ao mínimo D11, a netropsina se encontra totalmente ligada ao
sulco menor do DNA. Se pode ver na Figura 25b que o mínimo local D12 possui algumas
moléculas de água entre a netropsina e o DNA. Neste mínimo, se pode ver, ainda, que
a netropsina não está mais completamente ligada ao sulco menor do DNA, sendo que o
lado referente a guanidina já se encontra em processo de desacoplamento do sulco menor.
O mínimo local D13 (Figura 25c) já se apresenta com a netropsina praticamente toda
desacoplada do sulco menor do DNA, sendo que a netropsina está ligada ao sulco menor
apenas pela sua porção imidina.

Figura 25: Estruturas para os mínimos locais durante a primeira metadinâmica de disso-
ciação da netropsina: a) D11; b) D12; c) D13. Legenda: Adenina - azul; Timina - vermelho;
Guanina - verde; e Citosina - magenta.

A Figura 26 (Página 64) mostra as estruturas referentes aos mínimos locais pre-
sentes no perfil energético da segunda simulação de dissociação. Ao contrário da primeira
simulação de dissociação, que teve como estrutura inicial a estrutura cristalográfica do
complexo DNA:netropsina, esta segunda metadinâmica de dissociação teve como estru-
tura inicial a estrutura final, equilibrada por 10 ns de DM, da primeira simulação de
metadinâmica de associação, simulação esta que será abordada adiante na próxima seção.
Desta forma, como podemos ver na Figura 26a, o primeiro mínimo local desta simulação
de dissociação possui duas moléculas de água entre a netropsina e o DNA. Se pode ver
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também na Figura 26a que ambas as extremidades da netropsina estão ligadas ao sulco
menor. De forma semelhante ao mínimo local D13, o mínimo local D22 está ligado apenas
pela extremidade da netropsina que possui o grupo imidina.

Desta forma, se admitirmos que dissociação e associação possuem o mesmo meca-
nismo, se pode ver claramente que o complexo I observado experimentalmente corresponde
aos mínimos locais D13 e D22 da primeira e segunda simulações de dissociação, respec-
tivamente. A energia livre do mínimo local D13 difere, em módulo, 9,71 kJ mol−1 do
valor experimental para o complexo I, enquanto que a energia livre referente ao mínimo
local D22 difere em 2,05 kJ mol−1. Os dados publicados por LEWIS et al. só apresentam
erro experimental para os dados de entalpia. Assumindo que o erro para a entropia seja
o mesmo que para a entalpia, o erro experimental para a energia livre de formação do
complexo I é de ±2,0 kJ mol−1, de forma a diferença para o valor para o mínimo local D22
esta dentro do erro experimental. O desvio na energia livre para o mínimo local D13 está
fora da faixa de erro experimental. Se levarmos em consideração que, no complexo I, as
estruturas referentes aos mínimos locais D13 e D22 mostram a netropsina ligada apenas
por uma extremidade ao sulco menor e que este modo de ligação leva a grande liberdade
conformacional para sua outra extremidade e, portanto, levando assim a uma grande pos-
sibilidade de estruturas, existe, então, uma grande imprecisão na determinação de uma
estrutura de mínimo. Desta forma, a metadinâmica pode não ter amostrado o mínimo
local referente ao complexo I corretamente, de forma que a estrutura exata com a energia
livre igual à energia livre do complexo I experimental pode não ter sido amostrada.

Figura 26: Estruturas para os mínimos locais durante a segunda metadinâmica de dis-
sociação da netropsina: a) D21; b) D22. Legenda: Adenina - azul; Timina - vermelho;
Guanina - verde; e Citosina - ciano.

A associação dos mínimos locais D13 e D22 ao complexo I observado experimen-
talmente foi, de certo modo, fácil de se fazer. Entretanto, a associação que qual mínimo
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local representa o complexo II não é de forma alguma trivial e deve ser feita de modo
cuidadoso. Para realizarmos esta atribuição, admitindo que dissociação e associação pos-
suem o mesmo mecanismo, devemos ter em mente como explicar a diferença de energia
livre entre os dados experimentais e os valores associados aos mínimos locais D11, D12 e
D21.

Os dados apresentados por LEWIS et al. se referem a energias de associação. Como
definimos a energia livre como zero quando a netropsina esta afastada 4 nm do DNA e
assumindo que a aproximação da netropsina ao DNA seja uma interação favorecida, de-
vemos esperar que ocorra a diminuição da energia livre com este processo. Admitindo,
também, que a formação do complexo entre o DNA e a netropsina ocorra em duas etapas
e que o complexo I seja o primeiro a ser formado, a energia livre necessária para a for-
mação do complexo I é, portanto, igual à energia absoluta dos mínimos locais D13 e D22
apresentadas na Figura 24a e Figura 24b, respectivamente. Entretanto, a energia livre ab-
soluta, medida pela metadinâmica de dissociação, para os mínimos locais D11, D12 e D21
não devem corresponder à energia livre experimental para o complexo II, e sim à soma
das energias livres necessárias para formarmos o complexo I a partir de uma separação
infinita com a energia livre necessária para formarmos o complexo II a partir do complexo
I. Desta forma, a energia livre para a formação do complexo II para a primeira e segunda
metadinâmica de dissociação são -30,49 kJ mol−1 e -25,32 kJ mol−1 para os mínimos D11
e D21, respectivamente.

Porém, estes valores não estão em total acordo com os valores experimentais pu-
blicados por LEWIS et al.. De fato, o erro experimental para a determinação da energia
livre para a formação do complexo II publicados por LEWIS et al. é de aproximadamente
±4,9 kJ mol−1 e, com isso, o valor obtido para o mínimo local D11 esta dentro do erro
experimental, entretanto, o valor para o mínimo local D21 esta claramente longe do valor
experimental de -34,35 kJ mol−1.

Estes desvios nos valores da energia livre atribuídos aos complexos I e II podem
ser atribuídos a três fatores. O primeiro deles é justamente a descrição da função de
energia livre multidimensional, o energy landscape, como uma função de um número menor
de variáveis, neste caso apenas uma dimensão. Desta forma, embora a variável coletiva
escolhida seja significativa do ponto de vista teórico, muitos estados que no espaço de
energia livre multidimensional sejam distintos entre sí, em um espaço reduzido passam,
então, a não ser mais distintos.

Os outros dois motivos podem ser as nossas premissas de que associação e dis-
sociação sejam processos simétricos e que o mecanismo de associação ocorra em duas
etapas, e não como duas estruturas competitivas. De fato, a premissa de que a associação
e dissociação são processos simétricos não é verdadeira. Esta afirmação ficará evidende
na subseção 4.3.1.4 que descreverá as simulações de metadinâmica de associação. A sub-
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seção 4.3.1.4, conjuntamente com os dados apresentados nesta seção, mostram que é
plausível afirmar que o mecanismo de associação ocorre, de fato, em duas etapas.

Embora os valores de energia livre correspondentes aos complexos I e II obtidos
pelas metadinâmicas de dissociação possuam um desvio daqueles obtidos experimental-
mente, as metadinâmicas de dissociação se mostraram bastante fiéis ao modelo de dois
modos de ligação para a netropsina, proposto conforme as observações experimentais. De
fato, os desvios dos valores de energia livre encontrados para a formação dos complexos I
e II estão dentro ou próximos ao erro experimental, sendo que a análise estrutural revela
dois modos de ligação distintos.

A próxima seção tratará das metadinâmicas de associação. Nela será tratado os
perfis energéticos referentes ao mecanismo de associação e será discutida sua assimetria
com relação à dissociação. Será abordada também a presença de uma molécula de água
entre a netropsina e o DNA, conforme a estrutura inicial para a segunda dissociação.

4.3.1.4 Metadinâmicas de Associação

Com o intuíto de se validar a hipótese da simetria entre os processos de dissociação
e associação (histerese) e, também, obter dados mais precisos quanto à energia livre dos
mínimos locais discutidos na seção anterior, após cada simulação de metadinâmica de
dissociação, foi realizada uma metadinâmica de associação. Os sistemas foram simulados
por metadinâmica até que o centro de massas (COM) da netropsina estivesse a uma
distância de 0,3 nm do eixo do DNA. Foi utilizada esta distância pois a partir desta, a
netropsina começa a intercalar na estrutura do DNA.

Na Figura 27 e na Figura 28 (Página 67) se encontram as superfícies de energia
livre para o processo de associação da netropsina ao DNA para a primeira e segunda
simulações de metadinâmica, respectivamente. Se pode ver que as superfícies de energia
live para as associações, devido a sua maior dimensionalidade, são mais complexas e
com maior número de mínimos locais que as superfícies para a dissociação. A superfície
correspondente à primeira metadinâmica de associação, Figura 27, possui três mínimos
locais, enquanto que a superfície de energia livre correspondente à segunda metadinâmica
de associação possui cinco mínimos locais. Se pode ver também que os caminhos de menor
energia livre entre os mínimos, traçado vermelho na Figura 27 e na Figura 28, possuem,
aparentemente, formas diferentes. Sendo que para a segunda metadinâmica de dissociação
ele parece ser mais direto.

A superfície de energia livre correspondente a primeira metadinâmica de associa-
ção, Figura 27, apresenta três mínimos locais, denominados A11, A12 e A13, localizados
em (1,06 nm, 1,66 rad), ( 0,70 nm, 1,74 rad), e (0,51 nm, 1,24 rad), respectivamente.
Estes possuem energia livre absoluta, Δ𝐺, igual a -9,65 kJ mol−1, -28,69 kJ mol−1 e -
47,91 kJ mol−1, respectivamente. A Figura 29 (Página 68) mostra o perfil de energia livre
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Figura 27: Superfície de energia livre para a primeira metadinâmica de associação da
netropsina. O caminho em vermelho representa o caminho de menor energia entre os
mínimos locais. A escala esta em kJ mol−1. Cada curva de nível tem energia entre 2 e
5 kJ mol−1.

sobre o caminho de menor energia livre na superfície de energia livre da primeira metadi-
nâmica de associação. Se pode ver a semelhança entre este perfil e aqueles apresentados
na Figura 24a e b, tanto na forma como na posição (i.e. distância do COM da netropsina
para o eixo do DNA) dos mínimos locais.

Figura 28: Superfície de energia livre para a segunda metadinâmica de associação da
netropsina. O caminho em vermelho representa o caminho de menor energia entre os
mínimos locais. A escala esta em kJ mol−1. Cada curva de nível tem energia entre 2 e
5 kJ mol−1.

Diferentemente da superfície de energia livre para a primeira simulação de asso-
ciação, a superfície de energia livre para a segunda associação apresentou cinco mínimos
locais, denominados A21, A22, A23, A241 e A242, cujas posições são (1,18 nm, 1,11 rad),
(0,92 nm, 1,03 rad), (0,76 nm, 1,06 rad), (0,52 nm, 1,38 rad), e (0,50 nm, 1,62 rad), res-
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pectivamente. Os valores de Δ𝐺 absolutos nestes mínimos são iguais a -12,41 kJ mol−1,
-12,95 kJ mol−1, -17,53 kJ mol−1, -55,33 kJ mol−1 e -55,61 kJ mol−1, respectivamente. É
interessante notar que, os mínimos A241 e A242 se apresentam com o centro de massas da
netropsina praticamente à mesma distância do eixo do DNA, sendo diferenciadas apenas
pelo ângulo que este faz com o eixo do DNA. Já os minímos locais restantes se diferen-
ciam basicamente pela distância. Este fato pode ser explicado, conforme foi discutido no
final da seção anterior, pela dimensionalidade da superfície de energia livre. Como para
a associação estamos trabalhando com duas variáveis coletivas, se consegue uma melhor
diferenciação entre estados próximos.

Figura 29: Caminho de menor energia entre os mínimos locais para a superfície de energia
livre para a primeira metadinâmica de associação da netropsina.

A Figura 30 (Página 69) mostra as estruturas correspondentes aos mínimos lo-
cais da superfície de energia livre referente à primeira metadinâmica de associação. A
Figura 30a mostra a estrutura correspondente ao mínimo local A11. Neste, o grupo imi-
dina está interagindo com o backbone de fostato. De fato, o grupo imidina é o primero
grupo a interagir com o DNA. Entretanto, a extremidade da netropsina que primeiro se
liga ao sulco menor é o lado da guanidina, como mostrado na Figura 30b. No mínimo
local A12, Figura 30b, a netropsina está ligada apenas por sua extremidade da guanidina,
de forma que podemos associar esta ao complexo I determinado experimentalmente. A
Figura 30c mostra a estrutura correspondente ao mínimo local A13. Nesta a netropsina
se encontra totalmente embebida pelo sulco menor do DNA. Porém, diferentemente da
estrutura cristalográfica, este modo ligado obtido, que pode ser associado ao complexo II
obtido experimentalmente, possui uma molécula de água presa entre o assoalho do sulco
menor e a netropsina.

A Figura 31 (Página 70) mostra as estruturas correspondentes aos cinco mínimos
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Figura 30: Estruturas para os mínimos locais durante a primeira metadinâmica de asso-
ciação da netropsina: a) A11; b) A12; c) A13. Legenda: Adenina - azul; Timina - vermelho;
Guanina - verde; e Citosina - ciano.

locais obtidos pela segunda metadinâmica de associação. Assim como para a primeira
associação, a segunda associação mostra um mínimo local, A21, como ambos as extre-
midades, imidina e guanidina, interagindo com o backbone de fosfatos, como mostra a
Figura 31a. A Figura 31b e a Figura 31c mostram os mínimos locais A22 e A23, respec-
tivamente. Nestas, a netropsina está se ligando ao sulco menor pela sua extremidade da
guanidina, sendo que na Figura 31c a netropsina se encontra com sua parte referente ao
grupo guanidina já ligada ao sulco menor. Desta forma, a estrutura referente ao mínimo
local A23 pode ser associada ao complexo I determinado experimentalmente. A Figura 31d
e a Figura 31e mostram as estruturas referentes aos mínimos locais A241 e A242, respecti-
vamente. Nestes dois mínimos, a netropsina se encontra totalmente ligada ao sulco menor
do DNA, de forma que ambas podem ser associadas com o complexo II obtido experimen-
talmente. Assim como a estrutura para o mínimo local A13, as estruturas para os mínimos
locais A241 e A242 também possuem moléculas de água entre a netropsina e o DNA. A
diferença entre estas duas estruturas está na segunda variável coletiva utilizada, o ângulo
de acoplamento. Comparando a Figura 31d e a Figura 31e, se pode ver que a diferença
entre estes dois mínimos locais esta na conformação adotada pela netropsina dentro do
sulco menor.

Desta forma, comparando estas estruturas referentes aos mínimos locais para a
dissociação e associação, podemos ver que o pressuposto utilizado para relacionarmos
as energias livres experimentais com as obtidas pela metadinâmica no final da subse-
ção 4.3.1.3, ou seja, de que associação e dissociação seriam processos inversos, não esta de
acordo com os mecanísmos obtídos neste trabalho. Para o processo de dissociação, o grupo
guanidina é o primeiro a ser desligado do sulco menor, enquanto que para a associação,
este grupo é o primeiro a entrar no sulco menor. Este fato revela um papel importante



Capítulo 4. Resultados e discussão 70

Figura 31: Estruturas para os mínimos locais durante a segunda metadinâmica de asso-
ciação da netropsina: a) A21; b) A22; c) A23; d) A241; e) A242. Legenda: Adenina - azul;
Timina - vermelho; Guanina - verde; e Citosina - ciano.

para este grupo nos processos de associação e dissociação. Uma explicação plausível pode
ser dada pelo fato de que o grupo guanidina possui maior possibilidade de realizar ligações
de hidrogênio com a água do que o grupo imidina.

Estruturalmente, se pode associar os mínimos locais A12 e A23 ao complexo I.
Estes mínimos possuem valores de energia livre igual a -28,69 kJ mol−1 e -17,53 kJ mol−1,
respectivamente. Se pode ver que ambos os valores estão muito afastados do valor de
-43,51 kJ mol−1 obtido experimentalmente. Conforme explicado na seção anterior, estes
mínimos locais apresentam a netropsina ligada apenas por uma de suas extremidades.
Desta forma, a sua outra extremidade experimenta uma grande liberdade conformacional
e, com isso, existe uma grande possibilidade de estruturas levando, assim, a uma grande
imprecisão no valor de energia livre. Isto se dá principalmente devido ao curto tempo
amostral utilizado na metadinâmica, implicando em uma dificuldade de se obter estruturas
nos pontos de mínimo com baixas barreiras energéticas. Outro fato que deve ser apontado
é que para a associação, diferentemente da dissociação, a netropsina se coordenou ao
backbone de fosfatos do DNA, conforme a Figura 30a e a Figura 31a, o que auxiliou esta
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a se ligar ao sulco menor do DNA.

Os mínimos locais A13, A241 e A242 podem ser estruturalmente associados ao
complexo II determinado experimentalmente. Postulando que o mecanismo de associação
ocorra em duas etapas, sendo que a primeira é a formação do complexo I seguida da
formação do complexo II, temos que as energias livres dos mínimos locais A13, A241 e A242,
em relação ao complexo I, são iguais a -38,26 kJ mol−1, -37,8 kJ mol−1 e -39,08 kJ mol−1,
respectivamente. Estes valores são 11,38 %, 9,56 % e 13,77 %, respectivamente, menores
que o valor de -34,35 kJ mol−1 associado ao complexo II obtido experimentalmente por
LEWIS et al.. Uma vez que o erro experimental para a formação do complexo II é de
aproximadamente ±4,9 kJ mol−1 (vide subseção 4.3.1.3), o valor de energia livre para o
complexo se situa no intervalo de -29,45 a -39,25 mol−1, de forma que os valores de energia
livre destes mínimos locais estão dentro do intervalo de energia livre para o complexo II.

Estas simulações de metadinâmica de associação trazem duas informações dinâ-
micas interessantes que as simulações de dissociação não foram capazes de mostrar. A
primeira é quanto ao posicionamento da netropsina no sulco menor. Enquanto que na
estrutura cristalográfica o grupo guanidina da netropsina está interagindo com a timina
9, Figura 32 (Página 72), para o mínimo local A13, o grupo guanidina esta interagindo
com a adenina 17, Figura 33 (Página 73). De fato, se fazermos a superposição das duas
estruturas, se pode ver que a estrutura pertencente ao mínimo local A13 está deslocada
em um par de bases em relação à estutura cristalográfica, conforme a Figura 34 (Página
74). Este deslocamento pode ser o responsável pelo pequeno desvio encontrado para a
energia livre do complexo II.

Outro aspecto relevante das metadinâmicas de associação, que não pode ser obtido
pelas de dissociação, é o fato de, após se ligar, ainda existem uma a duas moléculas de água
entre a molécula de netropsina e o piso do DNA. Conforme mostra a Figura 35 (Página
74), para o mínimo local A13 existem duas moléculas de água entre o DNA e a netropsina.
Para os mínimos locais A241 e A242, Figura 36 (Página 75) há apenas uma molécula de
água. Estes dados estão de acordo com Freyer et al. (2007a), Lewis et al. (2011) e Ramos,
Le e Lewis (2013), cujos dados mostram que os valores de Δ𝐺 e Δ𝐻 para os complexos
I e II são consistentes com o aprisionamento de uma molécula de água entre o sulco
menor do DNA e a netropsina.(FREYER et al., 2007a; LEWIS et al., 2011; RAMOS;
LE; LEWIS, 2013) A variação na hidratação entre o DNA sem a netropsina ligada e o
mínimos locais A13 e A242, medidos via integração da segunda camada de hidratação
nos gráficos de distribuição radial, Figura 37 (Página 75) e Figura 38 (Página 76), é de
26 e 27 moléculas de água, respectivamente. Estes dados são coerentes com os dados de
Degtyareva et al. (2007), que mostram que a variação na hidratação do DNA causada
pela ligação da netropsina ao sulco menor é de 26±3 moléculas de água.(DEGTYAREVA
et al., 2007)
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Figura 32: Interações ligantes e não ligantes entre o DNA (Estrutura Cristalográfica) e
a netropsina.

Entretanto, estes dados vão contra a estrutura cristalográfica depositada no Pro-
tein Data Bank, que mostra a estrutura da netropsina sem nenhuma molécula de água
entre a netropsina e o DNA. Porém, se deve levar em conta o fato de que, para se pre-
parar o cristal para o experimento de cristalografia, geralmente se usam vários solventes
orgânicos, de forma que o conteúdo de água é baixo.(LEVITT; PARK, 1993; LADBURY,
1996) Desta forma, é possível que, durante a complexação da netropsina ao DNA e for-
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Figura 33: Interações ligantes e não ligantes entre o DNA (Mínimo local A13) e a netrop-
sina

mação do cristal, o potencial químico das moléculas de água em solução seja menor que o
potencial químico para uma molécula de água presa entre a netropsina e o DNA, de forma
que, então, não restaria nenhuma molécula de água presa entre o DNA e a netropsina.
Outra possibilidade é que a difusão de uma molécula de água presa entre a netropsina
e o DNA para a solução seja maior que o tempo de análise para a obtenção dos per-
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Figura 34: Comparação entre a estrutura cristalográfica (em vermelho) e a referente ao
minímo local A13 (em azul).

Figura 35: Moléculas de água entre a molécula de netropsina e o piso do DNA para
o mínimo local A13. Legenda: Adenina - azul; Timina - vermelho; Guanina - verde; e
Citosina - ciano.

fis termodinâmicos experimentais. Desta forma, primeiramente se formaria o complexo
II com uma molécula de água presa, porém após certo tempo, este complexo se rear-
ranjaria expulsando a molécula de água remanescente e formaria o complexo obtido no
experimento cristalográfico. Com isto, apesar das limitações na descrição das interações
moleculares, impostas pelo campo de forças utilizado, e pelo método da metadinâmica
em si, os resultados obtidos para a dissociação da netropsina são bastante satisfatórios.

Para os caminhos obtidos em ambas simulações, dissociação e associação, nossos



Capítulo 4. Resultados e discussão 75

Figura 36: Moléculas de água entre a molécula de netropsina e o piso do DNA para
o mínimo local A242. Legenda: Adenina - azul; Timina - vermelho; Guanina - verde; e
Citosina - ciano.

(a) (b)

Figura 37: Dados da hidratação entre o DNA sem a netropsina ligada e o mínimo local
A13 durante a primeira metadinâmica de associação. a) Distribuição rádial da água em
relação aos átomos do sulco menor do DNA. b) Variação do número de moléculas de
água no sulco menor (na primeira e segunda camada de hidratação) entre o DNA sem a
netropsina ligada e o mínimo local A13

resultados mostram que o mecanismo ocorre em duas etapas: Formação do complexo I,
seguida da formação do complexo II. Para o caminho que leva à dissociação, se constatou
que o grupo guanidina é a primeira porção a sair do sulco menor do DNA, sendo que para
o caminho que leva à associação, este grupo foi o primeiro a entrar. Com isto se pode pen-
sar que as simulações de metadinâmica de dissociação colocam em dúvida o pressuposto
formulado no final da subseção 4.3.1.3, de que associação e dissociação seguem o mesmo
mecanismo simétricamente. De fato, as simulações obtidas não mostram uma simetria
estrita, porém, certamente há uma grande semelhança entre os caminhos de dissociação e
associação, de modo que os perfis energéticos obtidos são similares e ambos possuem valo-
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(a) (b)

Figura 38: Dados da hidratação entre o DNA sem a netropsina ligada e o mínimo local
A242 durante a segunda metadinâmica de associação. a) Distribuição rádial da água em
relação aos átomos do sulco menor do DNA. b) Variação do número de moléculas de
água no sulco menor (na primeira e segunda camada de hidratação) entre o DNA sem a
netropsina ligada e o mínimo local A242

res de ΔG próximo ao experimento. Podemos argumentar em favor do processo simétrico
invocando a característica estocástica da metadinâmica atuando na dinâmica molecular.
Uma vez que a metadinâmica restringe o espaço de fases durante a evolução temporal
do sistema por meio da dinâmica molecular, há a possibilidade de nossas simulações não
terem amostrado os caminhos relativos ao grupo imidina dissociando e, ou, associando
primeiro.

Outro aspecto positivo da aplicação da metadinâmica ao processo de dissociação
da netropsina foi a boa concordância com os dados experimentais fornecidos para este
processo, bem como a excelente concordância com os dados de hidratação do DNA.

4.3.2 Hoechst 33258

Nas seções a seguir será discutido a termalização, equilibração e simulações de
metadinâmica dos complexos da molécula do Hoechst 33258 com as sequências de DNA
(5’→3’)CGCAAATTTGCG e (5’→3’)CGCTTTAAAGCG, daqui em diante nomeadas
A3T3 e T3A3, respectivamente. Estas simulações foram realizadas com o intuito de avaliar
se a metadinâmica é capaz de diferenciar os perfis de energia livre de dissociação para a
molécula de Hoechst em função da sequência do DNA.

4.3.2.1 Termalização e equilibração dos sistemas

Conforme a seção 3.3, se realizou as etapas de dinâmica molecular para as sequên-
cias (5’→3’)CGCAAATTTGCG, A3T3, e (5’→3’)CGCTTTAAAGCG, T3A3, com a in-
tenção de se equilibrar os sistemas na temperatura de 310 K. Isto foi alcançado realizando
dez simulações de DM, com 2 ns de extensão nas quais a temperatura foi sendo gradu-
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almente aumentada, até o sistema alcançar 310 K, para cada sequência. Após esta etapa
de aquecimento, os sistemas foram equilibrados por mais 25 ns, a 310 K.

A Figura 39 (Página 77) e a Figura 40 (Página 77) mostram os dados de energia
eletrostática (como energia de Coulomb no espaço real) e de van der Waals (como potencial
de Lennard-Jones), respectivamente, para as etapas de aquecimento e equilibração para
as sequências A3T3 e T3A3.

(a) (b)

Figura 39: Interações eletrostáticas (como interações de Coulomb no espaço real) entre o
DNA e a molécula de hoechst para a etapa de aquecimento e equilibração do sistema. a)
A3T3. b) T3A3. A linha escura indica a média a cada 100 ps

(a) (b)

Figura 40: Interações de van der Waals (como interações de Lennard-Jones) entre o DNA
e a molécula de hoechst para a etapa de aquecimento e equilibração do sistema. a) A3T3.
b) T3A3. A linha escura indica a média a cada 100 ps

Conforme as explicações dadas na subseção 4.2.1 e na subseção 4.3.1.1 as interações
do tipo Coulomb são muito mais sensíveis à conformação do ligante, este fato fica evidente
no comportamento errático para a interação eletrostática, como mostrada na Figura 39.
A grande variação nas energias referentes à interação de Coulomb em cerca de 25 ns para
a sequência A3T3, Figura 39a, e em cerca de 20 ns para a sequência T3A3, Figura 39b,
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é devido a periodicidade do sistema. Nestes dados tempos, a molécula de DNA atinge o
vértice da caixa, produzindo estes efeitos. Entretanto, para ambas as sequências, vê-se que
nos últimos 10 ns da etapa de equilibração, a flutuação desta propriedade se equilibra.
Em outras palavras, ela forma um patamar, e desta forma, se considerou que, assim como
na subseção 4.3.1.1, o sistema está em um mínimo local. Esta tendência a formar um
patamar também foi observado para a interação de van der Waals, sendo que a flutuação
nesta propriedade se mantém quase que constante durante toda a etapa de equilibração
para ambas as sequências.

Assim como já discutido na subseção 4.3.1.1, devemos observar o comportamento
das propriedades do sistema que serão utilizadas como variáveis coletivas nas simulações
de metadinâmica. A Figura 41a e a Figura 41b mostram os valores da variável coletiva
definida na seção 3.4 para as sequências A3T3 e T3A3, respectivamente. Se pode ver
que, a distância entre o Hoechst e o eixo do DNA não varia muito durante o período de
equilibração do sistema para ambas as sequências, de modo que podemos considerar que
o sistema está, em relação a estas duas propriedades, de fato em um mínimo local bem
definido.

(a) (b)

Figura 41: Variação da distância DNA (4 resíduos centrais) em relação ao centro de massas
da molécula de Hoechst durante os 25 ns de equilibração do sistema. a) A3T3. b) T3A3.
Linha sólida: médias em janelas de 0,1 ns; Linha pontilhada: valores reais.

4.3.2.2 Parâmetros para metadinâmica

Conforme a Figura 41, os valores médios para a distância entre o eixo do DNA
e o centro de massas do Hoechst é de 0,4066(±0,0201) nm e 0,4019(±0,0244) nm para
as sequências AAATTT e TTTAAA, respectivamente. Conforme se observou na subse-
ção 4.3.1.2, a recomendação de se utilizar 1/3 da flutuação do valor da variável coletiva
durante a etapa de equilibração do sistema como valor para 𝑠, dada no trabalho de Ger-
vasio, Laio e Parrinello (2005), não produziu metadinâmicas satisfatórias. Com isto, foi
escolhido como ponto de partida para a avaliação dos parâmetros para a metadinâmica,



Capítulo 4. Resultados e discussão 79

inicialmente, os mesmos parâmetros utilizados para as simulações de dissociação da ne-
tropsina: 𝑤=0,30 kJ mol−1, 𝜏𝐺=2 ps e 𝑠=0,030 nm.

Como estavamos interessados apenas na dissociação, realizou-se cinco metadinâ-
micas para cada uma das sequências AAATTT e TTTAAA, respectivamente. Entretanto,
embora o Hoechst tenha se dissociado do DNA com estes parâmetros, como mostra a
Figura 42 (Página 79), estes parâmetros levaram a perfis termodinâmicos diferentes uns
dos outros para a mesma sequência, Figura 43. Desta forma, este conjunto de parâmetros
não é adequado para realizarmos comparações das energias livres entre as sequências.

(a) (b)

Figura 42: Distância do centro de massas da molécula de Hoechst em relação ao
eixo do DNA (4 resíduos centrais), com os seguintes parâmetros para a metadinâmica
𝑤=0,30 kJ mol−1, 𝜏𝐺=2 ps e 𝑠=0,030 nm. a) A3T3. b) T3A3

(a) (b)

Figura 43: Perfis de energia livre de dissociação para a molécula de Hoechst com os
seguintes parâmetros para a metadinâmica 𝑤=0,30 kJ mol−1, 𝜏𝐺=2 ps e 𝑠=0,030 nm. a)
A3T3. b) T3A3

Uma vez que estes parâmetros levaram a perfis diferentes, foi testado o seguinte
conjunto de parâmetros: 𝑤=0,30 kJ mol−1, 𝜏𝐺=2 ps e 𝑠=0,050 nm. A Figura 44 (Página
80) mostra a distância do centro de massas da molécula de Hoechst do eixo do DNA
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para as sequências A3T3 e T3A3. Se pode ver que o centro de massas se afasta cerca de
1 nm do eixo do DNA e depois torna a se associar. A Figura 45 mostra um snap-shot da
dissociação do Hoechst da sequência A3T3. Se pode ver que a dissociação começa pelo
anel fenólico, porém esta dissociação não é mantida. A Figura 46 mostra snap-shots das
sequências ao final das simulações de metadinâmica. Se pode ver na Figura 46 que a dupla
fita fica muito deformada para ambas sequências, com muitos pares de base separados uns
dos outros.

(a) (b)

Figura 44: Distância do centro de massas da molécula de Hoechst em relação ao
eixo do DNA (4 resíduos centrais), com os seguintes parâmetros para a metadinâmica
𝑤=0,30 kJ mol−1, 𝜏𝐺=2 ps e 𝑠=0,050 nm. a) A3T3. b) T3A3

Devido a molécula de Hoechst não estar dissociando, foi proposto um novo conjunto
de parâmetros, 𝑤=0,50 kJ mol−1, 𝜏𝐺=2 ps e 𝑠=0,050 nm. Como este novo conjunto possui
um valor de 𝑤, ou seja, a altura da gaussiana adicionada, maior que o conjunto anterior,
conseguiu-se realizar a dissociação do Hoechst do sulco menor de ambas as sequências de
DNA, como mostra a Figura 47. Porém, das três simulações realizadas com este conjunto
de parâmetros para a sequência A3T3, apenas duas levaram à dissociação. Para a sequência
T3A3 apenas uma dentre três simulações levaram à dissociação com esta parametrização.
Com estes parâmetros, para a sequência A3T3, a variação de energia livre no mínimo
local entre as duas simulações que dissociaram foi de aproximadamente 25 kJ mol−1,
Figura 48a. Comparando estes perfis com o perfil da Figura 48b, referente à dissociação
da sequência T3A3, se pode ver que os três perfis são muito semelhantes. Esta grande
variação entre os mínimos locais, para uma mesma sequência, inviabiliza o uso destes
perfis para a comparação com os valores referentes a outras sequências. Portanto, este
novo conjunto de parâmetros também não foi adequado para realizarmos a dissociação,
uma vez que este não produz simulações reprodutíveis.

Devido a não encontrarmos um conjunto de parâmetros adequado para realizarmos
a metadinâmica de dissociação da molécula de Hoechst, utilizando como variável coletiva
a distância como descrita na seção 3.4, não foi possível avaliarmos, neste trabalho, se a
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Figura 45: Molécula de Hoechst semi-dissociada durante a metadinâmica de dissociação
com a sequência A3T3 e os seguintes parâmetros para a metadinâmica: 𝑤=0,30 kJ mol−1,
𝜏𝐺=2 ps e 𝑠=0,050 nm. Legenda: Adenina - azul; Timina - vermelho; Guanina - verde; e
Citosina - ciano.

metadinâmica é capaz de discriminar os valores de energia livre de dissociação da molécula
de Hoechst de diferentes sequências de DNA. Esta impossibilidade não se dá pelo método
da metadinâmica em si, uma vez que os resultados encontrados para a netropsina na
subseção 4.3.1, tanto para a dissociação como para a associação, foram muito satisfatórios.

Uma vez que a molécula de Hoechst ficou acoplada ao sulco menor pela sua ex-
tremidade com o anel piperazínico, se pode pensar que o nitrogênio do anel piperazínico,
que possui carga 1+, está interagindo com os grupos fosfatos, de carga 1-. A Figura 49
(Página 83) mostra o gráfico da distância mínima entre o átomo de nitrogênio e seu res-
pectivo hidrogênio, do anel piperazínico do Hoechst, e os átomos de oxigênio e o átomo de
fósforo dos grupos fosfato do DNA. O raio atômico dos átomos N, H, O e P são 0,071 nm,
0,031 nm, 0,066 nm e 0,107 nm, respectivamente.(CORDERO et al., 2008) Desta forma,
as distâncias mínimas entre N-P, N-O, H-P e H-O são 0,178 nm, 0,137 nm, 0,138 nm e
0,097 nm, respectivamente. Se pode ver na Figura 49a que a distância mínima entre os
dois grupos citados acima, para a sequência A3T3, é de aproximadamente 0,2 nm para
a simulação que não dissociou. Este valor é próximo da distância N-P, o que indica que
estes dois grupos estão interagindo por uma interação eletrostática forte. Se pode ver
na Figura 49a que a linha verde, correspondente à metadinâmica que não dissociou, que
a distância mímina se mantém em aproximadamente 0,2 nm durante toda a simulação.
Entretanto, mesmo que as metadinâmicas que dissociaram, linhas vermelha e preta, se
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(a) (b)

Figura 46: Dupla fita de DNA desestruturada ao final de uma metadinâmica de dis-
sociação da molécula de Hoechst com os seguintes parâmetros para a metadinâmica
𝑤=0,30 kJ mol−1, 𝜏𝐺=2 ps e 𝑠=0,050 nm. a) A3T3. b) T3A3. Legenda: Adenina - azul;
Timina - vermelho; Guanina - verde; e Citosina - ciano.

(a) (b)

Figura 47: Distância do centro de massas da molécula de Hoechst em relação ao
eixo do DNA (4 resíduos centrais), com os seguintes parâmetros para a metadinâmica
𝑤=0,50 kJ mol−1, 𝜏𝐺=2 ps e 𝑠=0,050 nm. a) A3T3. b) T3A3

aproximem esporadicamente do valor de 0,2 nm, estas assumem valores de distância bem
maiores durante a dissociação. A Figura 49b mostra uma distância mínima média, para a
sequência T3A3, de aproximadamente 0,4 nm. Porém, podemos ver para as metadinâmicas
que não dissociaram, linhas azul e vermelha, que há uma tendência na aproximação entre
os dois grupos. Notavelmente, para a metadinâmica correspondente à linha azul há um
decréscimo do valor da distância mínima entre os átomos carregados do anel piperazínico
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(a) (b)

Figura 48: Perfis de energia livre de dissociação para a molécula de Hoechst com os
seguintes parâmetros para a metadinâmica 𝑤=0,50 kJ mol−1, 𝜏𝐺=2 ps e 𝑠=0,050 nm. a)
A3T3. b) T3A3

e os fosfatos de 0,6 nm para aproximadamente 0,2 nm. A proximidade destes grupos de
cargas opostas, mesmo que não haja a formação de um par iônico com contato direto,
poderia ser, em parte, a explicação da pouca propensão do Hoechst em dissociar do sulco
menor do DNA.

(a) (b)

Figura 49: Distância mínima entre o nitrogênio do anel piperazínico e seu átomo de
hidrogênio da molécula de Hoechst e os grupos forsfato do DNA, para as metadinâmicas
com os seguintes parâmetros: 𝑤=0,50 kJ mol−1, 𝜏𝐺=2 ps e 𝑠=0,050 nm. a) A3T3. b)
T3A3

Além da formação de uma interação eletrostática, de forma a explicar estes resul-
tados, de certa forma, negativos, podemos conjectuar que a variável coletiva, em outras
palavras, a coordenada de reação, escolhida não é a mais adequada para descrever a disso-
ciação da molécula de Hoechst do sulco menor do DNA, de forma que a variável coletiva
escolhida pode não reproduzir todos os movimentos necessários que contribuem para o
processo de dissociação considerado. Assim, é possível que adicionando variáveis coletivas
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a usada neste trabalho, ou mesmo utilizando outro conjunto de coordenadas de reação, o
processo de dissociação se dê de forma reprodutível.

O Hoechst é uma molécula formada por anéis planos e de pouca flexibilidade, sendo
estes dois anéis benzimidínicos e um anel fenólico, interligados por ligações do tipo sigma.
Isto confere à molécula de Hoechst uma menor flexibilidade em relação à flexibilidade que
a molécula de netropsina possui. Desta forma, é possivel que para o processo de dissociação
do Hoechst ocorrer seja necessário que a própria molécula de DNA sofra alguma alteração
conformacional. Levando em conta as limitações conformacionais impostas pelo campo de
forças utilizado, uma vez que este já foi testado amplamente para a molécula de DNA, a
adição de uma variável coletiva que leve em conta a interação entre ligante e DNA possa
levar a uma boa descrição do processo de dissociação.
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Conclusão

Em busca de se obter informações acerca da interação entre ligante e substrato,
seja a energia de interação ou o mecanismo a nível molecular, diversas metodologias
de simulação foram desenvolvidas. Dentre estes métodos, a metadinâmica é um método
relativamente novo.

Este trabalho teve como objetivo verificar a utilização desta nova metodologia
na descrição do processo de dissociação e associação de duas moléculas, Netropsina e
Hoechst 33258, do sulco menor da molécula de DNA. Em relação a netropsina, buscou-
se relacionar os dados experimentais de energia livre para a associação como os perfis
energéticos obtidos pelas simulações de metadinâmica de dissociação e associação. Para a
molécula de Hoechst, buscou-se verificar se a metadinâmica, dada uma variável coletiva,
poderia fornecer as energias de dissociação, em função de diferentes sequências, coerentes
com dados experimentais.

Os resultados obtidos na subseção 4.3.1, tanto para a dissociação como para a asso-
ciação da Netropsina, mostraram uma boa concordância com os valores de energia obtidos
experimentalmente e publicados por Lewis et al. (2011). Além de uma boa concordância
dos perfís de energia, os mecanismos de dissociação e associação obtidos também estão de
acordo com a proposta mecanística destes processos. Com as simulações de metadinâmica
obteve-se dois mínimos locais nos perfis de energia livre correspondentes aos complexos
I e II obtidos experimentalmente. Estas simulações mostraram, também, que há o apri-
sionamento de uma a duas moléculas de água entre o DNA e a Netropsina durante a
transformação do complexo I para o II, de acordo com a proposta dada nos trabalhos de
Freyer et al. (2007a), Lewis et al. (2011) e Ramos, Le e Lewis (2013).

Embora não tenha sido possível obter os perfis de energia livre para o processo
de dissociação da molécula de Hoechst, devido a não termos encontrado um conjunto de
parâmetros adequado para realizar as simulações de metadinâmica com a variável coletiva
utilizada neste trabalho, esta impossibilidade não pesa contra o método em si. Porém, os
dados obtidos na subseção 4.3.2 evidenciam a dependência da coordenada de reação que
o método possui.

Desta forma, pode-se concluir que, escolhidas as variáveis coletivas e o conjunto
de parâmetros corretos, a metadinâmica é uma ferramenta poderosa para a investigação,
tanto das energias de ligação como dos mecanismos envolvidos nos processos de associação
e dissociação de ligantes ao sulco menor da molécula de DNA.
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APÊNDICE A – Variáveis Coletivas Utiliza-
das

A.1 Distância
Seja 𝑆 o conjunto de todos os átomos pertencentes ao sistema com 𝑛𝑠 átomos.

Seja 𝐴 = {𝑥1, 𝑥2, ..., 𝑥𝑛𝑎} e 𝐵 = {𝑦1, 𝑦2, ..., 𝑦𝑛𝑏
}, com 𝑛𝑎 e 𝑛𝑏 átomos, respectivamente,

dois subcontuntos distintos de 𝑆, de forma que 𝐴, 𝐵 ⊂ 𝑆 e 𝐴 ∩ 𝐵 = ∅ . Seja �⃗� o vetor
com origem no centro de massas do conjunto 𝐴, (𝑎𝛼)𝛼∈𝐷 com 𝐷 = {1, 2, 3},e extremidade
no centro de massas do conjunto 𝐵, (𝑏𝛼)𝛼∈𝐷. Sendo que:

(𝑎𝛼)𝛼∈𝐷 = 1
𝑀𝐴

𝑛𝑎∑︁
𝑗=1

𝑚𝑗𝑥𝛼,𝑗 onde 𝑀𝐴 =
𝑛𝑎∑︁

𝑗=1
𝑚𝑗 (A.1)

(𝑏𝛼)𝛼∈𝐷 = 1
𝑀𝐵

𝑛𝑎∑︁
𝑘=1

𝑚𝑘𝑦𝛼,𝑘 onde 𝑀𝐵 =
𝑛𝑏∑︁

𝑘=1
𝑚𝑘 (A.2)

e, desta forma:

�⃗� = (𝑏1 − 𝑎1)⃗𝑖 + (𝑏2 − 𝑎2)⃗𝑗 + (𝑏3 − 𝑎3)�⃗� (A.3)

Seja 𝐻 = {𝑧1, 𝑧2, ..., 𝑧𝑛ℎ
} um conjunto de 𝑛ℎ átomos distinto de 𝑆, de forma que

𝐻 ⊂ 𝑆 e 𝐻 ∩ 𝐴 = 𝐻 ∩ 𝐵 = ∅. Seja (ℎ𝛼)𝛼∈𝐷 as coordenadas do centro de massas deste
conjunto, com (ℎ𝛼)𝛼∈𝐷:

(ℎ𝛼)𝛼∈𝐷 = 1
𝑀𝐻

𝑛ℎ∑︁
𝑝=1

𝑚𝑝𝑧𝛼,𝑝 onde 𝑀𝐻 =
𝑛ℎ∑︁

𝑝=1
𝑚𝑝 (A.4)

A distância, 𝑑, do centro de massas do conjunto 𝐻 perpendicular ao eixo formado
pelos centros de massas dos conjuntos 𝐴 e 𝐵 pode ser cálculada conforme a Figura 50.

Desta forma, seja �⃗� o vetor com origem no centro de massas do conjunto 𝐴 e
extremidade no centro de massas do conjunto 𝐻, de forma que:

�⃗� = (ℎ1 − 𝑎1)⃗𝑖 + (ℎ2 − 𝑎2)⃗𝑗 + (ℎ3 − 𝑎3)�⃗� (A.5)

Segundo a Figura 50, temos:

�⃗� = 𝑣1 + 𝑣2 ⇒ 𝑣2 = �⃗� − 𝑣1 (A.6)
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Figura 50: Sistema de vetores para o cálculo da distância

e como 𝑣1 ‖ �⃗�, temos:

𝑣1 = 𝛼�⃗� (A.7)

Como 𝑣2 ⊥ �⃗�, temos que:

𝑣2 · �⃗� = 0 (A.8)

e desta forma, colocando a Equação A.7 na Equação A.6, e o resultado desta na Equa-
ção A.8 temos:

(�⃗� − 𝑣1) · �⃗� = 0

(�⃗� − 𝛼�⃗�) · �⃗� = (�⃗� · �⃗�) − 𝛼(�⃗� · �⃗�) = 0 (A.9)

Utilizando o fato de que �⃗� · �⃗� = ‖�⃗�‖2, se pode rearranjar a Equação A.9 para se
obter o valor de 𝛼 e, com ele obter 𝑣1:

𝑣1 = (�⃗� · �⃗�)
‖�⃗�‖2 �⃗� (A.10)
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e assim, podemos definir o vetor 𝑣2 com o auxílio da Equação A.6:

𝑣2 = �⃗� − (�⃗� · �⃗�)
‖�⃗�‖2 �⃗� (A.11)

De posse da equação para se calcular 𝑣2, se pode definir a distância 𝑑 como o
módulo do vetor 𝑣2, 𝑑2 = ‖𝑣2‖2:

𝑑 =

⎯⎸⎸⎷‖�⃗�‖2 − (�⃗� · �⃗�)2

‖�⃗�‖2 (A.12)

A.1.1 Forças

De posse da Equação A.12 podemos calcular a expressão para a força atuando no
sentido 𝛽 no 𝑙-ésimo átomo do conjunto genérico 𝐶 = {𝑞1, 𝑞2, ..., 𝑞𝑛𝑐} como:

𝜕 𝑑

𝜕𝑞𝛽,𝑙

= 𝜕

𝜕𝑞𝛽,𝑙

⎯⎸⎸⎷‖�⃗�‖2 − (�⃗� · �⃗�)2

‖�⃗�‖2 (A.13)

aplicando as regras de derivação implicita, obtemos:

𝜕 𝑑

𝜕𝑞𝛽,𝑙

= 1
2

1
𝑑

𝜕

𝜕𝑞𝛽,𝑙

⎡⎣‖�⃗�‖2 − (�⃗� · �⃗�)2

‖�⃗�‖2

⎤⎦

𝜕 𝑑

𝜕𝑞𝛽,𝑙

= 1
2

1
𝑑

⎡⎣𝜕‖�⃗�‖2

𝜕𝑞𝛽,𝑙

− 𝜕

𝜕𝑞𝛽,𝑙

(�⃗� · �⃗�)2

‖�⃗�‖2

⎤⎦

𝜕 𝑑

𝜕𝑞𝛽,𝑙

= 1
2

1
𝑑

⎧⎨⎩𝜕‖�⃗�‖2

𝜕𝑞𝛽,𝑙

−
[︂
(�⃗� · �⃗�)2 𝜕

𝜕𝑞𝛽,𝑙

1
‖�⃗�‖2 + 1

‖�⃗�‖2
𝜕(�⃗� · �⃗�)2

𝜕𝑞𝛽,𝑙

]︂⎫⎬⎭ (A.14)

de forma que 𝐶 ∈ {𝐴, 𝐵, 𝐻}.

Desta forma, para se calcular a força atuando no 𝑙-ésimo átomo no sentido 𝛽 do
conjunto 𝐴 devemos calcular, segundo a Equação A.14, três derivadas: 𝜕‖�⃗�‖2

𝜕𝑥𝛽,𝑙
, 𝜕

𝜕𝑥𝛽,𝑙

1
‖�⃗�‖2 e

𝜕(�⃗�·�⃗�)2

𝜕𝑥𝛽,𝑙
. De posse da Equação A.5, Equação A.1 e Equação A.4, temos:

‖�⃗�‖2 =
3∑︁

𝛼=1
(ℎ𝛼 − 𝑎𝛼)2 =

3∑︁
𝛼=1

⎡⎣ 1
𝑀𝐻

𝑛ℎ∑︁
𝑝=1

𝑚𝑝𝑧𝛼,𝑝 − 1
𝑀𝐴

𝑛𝑎∑︁
𝑗=1

𝑚𝑗𝑥𝛼,𝑗

⎤⎦2

(A.15)

e, então:
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𝜕‖�⃗�‖2

𝜕𝑥𝛽,𝑙

= 𝜕

𝜕𝑥𝛽,𝑙

3∑︁
𝛼=1

⎡⎣ 1
𝑀𝐻

𝑛ℎ∑︁
𝑝=1

𝑚𝑝𝑧𝛼,𝑝 − 1
𝑀𝐴

𝑛𝑎∑︁
𝑗=1

𝑚𝑗𝑥𝛼,𝑗

⎤⎦2

𝜕‖�⃗�‖2

𝜕𝑥𝛽,𝑙

= 𝜕

𝜕𝑥𝛽,𝑙

3∑︁
𝛼=1

⎡⎣ 1
𝑀𝐻

𝑛ℎ∑︁
𝑝=1

𝑚𝑝𝑧𝛼,𝑝 − 1
𝑀𝐴

𝑛𝑎∑︁
𝑗=1

𝑚𝑗𝑥𝛼,𝑗

⎤⎦2

= 2(ℎ𝛽 − 𝑎𝛽) 𝜕

𝜕𝑥𝛽,𝑙

⎡⎣ 1
𝑀𝐻

𝑛ℎ∑︁
𝑝=1

𝑚𝑝𝑧𝛽,𝑝 − 1
𝑀𝐴

𝑛𝑎∑︁
𝑗=1

𝑚𝑗𝑥𝛽,𝑗

⎤⎦

𝜕‖�⃗�‖2

𝜕𝑥𝛽,𝑙

= −2𝑣𝛽
𝑚𝑙

𝑀𝐴

(A.16)

onde 𝑣𝛽 = (ℎ𝛽 − 𝑎𝛽) é a componente na direção 𝛽 do vetor �⃗�.

Com as definições de �⃗� e �⃗� em Equação A.5 e Equação A.3 temos que o produto
escalar entre estes dois vetores é dado por:

�⃗� · �⃗� =
3∑︁

𝛼=1

[︂
(ℎ𝛼 − 𝑎𝛼)(𝑏𝛼 − 𝑎𝛼)

]︂
(A.17)

e com isso:

𝜕(�⃗� · �⃗�)2

𝜕𝑥𝛽,𝑙

= 2(�⃗� · �⃗�)𝜕(�⃗� · �⃗�)
𝜕𝑥𝛽,𝑙

𝜕(�⃗� · �⃗�)2

𝜕𝑥𝛽,𝑙

= 2(�⃗� · �⃗�) 𝜕

𝜕𝑥𝛽,𝑙

3∑︁
𝛼=1

[︂
(ℎ𝛼 − 𝑎𝛼)(𝑏𝛼 − 𝑎𝛼)

]︂

𝜕(�⃗� · �⃗�)2

𝜕𝑥𝛽,𝑙

= 2(�⃗� · �⃗�)
⎡⎣(ℎ𝛽 − 𝑎𝛽)𝜕 (𝑏𝛽 − 𝑎𝛽)

𝜕𝑥𝛽,𝑙

+ (𝑏𝛽 − 𝑎𝛽)𝜕 (ℎ𝛽 − 𝑎𝛽)
𝜕𝑥𝛽,𝑙

⎤⎦ (A.18)

com as duas derivads parciais igual a:

𝜕 (ℎ𝛽 − 𝑎𝛽)
𝜕𝑥𝛽,𝑙

= 𝜕

𝜕𝑥𝛽,𝑙

⎛⎝ 1
𝑀𝐻

𝑛ℎ∑︁
𝑝=1

𝑚𝑝𝑧𝛽,𝑝 − 1
𝑀𝐴

𝑛𝑎∑︁
𝑗=1

𝑚𝑗𝑥𝛽,𝑗

⎞⎠ = − 𝑚𝑙

𝑀𝐴

(A.19)

𝜕 (𝑏𝛽 − 𝑎𝛽)
𝜕𝑥𝛽,𝑙

= 𝜕

𝜕𝑥𝛽,𝑙

⎛⎝ 1
𝑀𝐵

𝑛𝑏∑︁
𝑘=1

𝑚𝑘𝑦𝛽,𝑘 − 1
𝑀𝐴

𝑛𝑎∑︁
𝑗=1

𝑚𝑗𝑥𝛽,𝑗

⎞⎠ = − 𝑚𝑙

𝑀𝐴

(A.20)
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Desta forma, colocando a Equação A.19 e a Equação A.20 na Equação A.18, e usando
uma notação semelhante a Equação A.16 temos:

𝜕(�⃗� · �⃗�)2

𝜕𝑥𝛽,𝑙

= −2(�⃗� · �⃗�)(𝑣𝛽 + 𝑢𝛽) 𝑚𝑙

𝑀𝐴

(A.21)

onde 𝑣𝛽 = (ℎ𝛽 − 𝑎𝛽) e 𝑢𝛽 = (𝑏𝛽 − 𝑎𝛽) é a componente na direção 𝛽 dos vetores �⃗� e �⃗�,
respectivamente.

Para se calcular 𝜕
𝜕𝑥𝛽,𝑙

1
‖�⃗�‖2 temos:

𝜕

𝜕𝑥𝛽,𝑙

1
‖�⃗�‖2 = − 1

(‖�⃗�‖2)2
𝜕

𝜕𝑥𝛽,𝑙

‖�⃗�‖2

e, de posse da Equação A.3, Equação A.1 e Equação A.2, temos:

‖�⃗�‖2 =
3∑︁

𝛼=1
(𝑏𝛼 − 𝑎𝛼)2 =

3∑︁
𝛼=1

⎡⎣ 1
𝑀𝐵

𝑛𝑏∑︁
𝑘=1

𝑚𝑘𝑦𝛼,𝑘 − 1
𝑀𝐴

𝑛𝑎∑︁
𝑗=1

𝑚𝑗𝑥𝛼,𝑗

⎤⎦2

(A.22)

de forma que:

𝜕

𝜕𝑥𝛽,𝑙

1
‖�⃗�‖2 = − 1

(‖�⃗�‖2)2
𝜕

𝜕𝑥𝛽,𝑙

3∑︁
𝛼=1

(𝑏𝛼 − 𝑎𝛼)2

𝜕

𝜕𝑥𝛽,𝑙

1
‖�⃗�‖2 = −2(𝑏𝛽 − 𝑎𝛽)

(‖�⃗�‖2)2
𝜕

𝜕𝑥𝛽,𝑙

(𝑏𝛽 − 𝑎𝛽)

com o auxílio de Equação A.22, esta se torna:

𝜕

𝜕𝑥𝛽,𝑙

1
‖�⃗�‖2 = −2(𝑏𝛽 − 𝑎𝛽)

(‖�⃗�‖2)2
𝜕

𝜕𝑥𝛽,𝑙

⎡⎣ 1
𝑀𝐵

𝑛𝑏∑︁
𝑘=1

𝑚𝑘𝑦𝛽,𝑘 − 1
𝑀𝐴

𝑛𝑎∑︁
𝑗=1

𝑚𝑗𝑥𝛽,𝑗

⎤⎦
e, portanto:

𝜕

𝜕𝑥𝛽,𝑙

1
‖�⃗�‖2 = 2𝑢𝛽

(‖�⃗�‖2)2
𝑚𝑙

𝑀𝐴

(A.23)

onde 𝑢𝛽 = (𝑏𝛽 − 𝑎𝛽) é a componente na direção 𝛽 do vetor �⃗�.

De posse da Equação A.16, Equação A.21 e Equação A.23, se pode cálcular a força
atuando na direçao 𝛽 no 𝑙-ésimo átomo do conjunto 𝐴, conforme a Equação A.14:

𝜕 𝑑

𝜕𝑥𝛽,𝑙

= 1
𝑑

𝑚𝑙

𝑀𝐴

⎧⎨⎩− 𝑣𝛽 +
⎡⎣(𝑣𝛽 + 𝑢𝛽) − 𝑣𝛽

(�⃗� · �⃗�)
‖�⃗�‖2

⎤⎦(�⃗� · �⃗�)
‖�⃗�‖2

⎫⎬⎭ ∀ 𝛽 ∈ {1, 2, 3} (A.24)
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Para se calcular a força atuando no 𝑙-ésimo átomo no sentido 𝛽 do conjunto 𝐵

devemos calcular, segundo a Equação A.14, três derivadas: 𝜕‖�⃗�‖2

𝜕𝑦𝛽,𝑙
, 𝜕

𝜕𝑦𝛽,𝑙

1
‖�⃗�‖2 e 𝜕(�⃗�·�⃗�)2

𝜕𝑦𝛽,𝑙
.

Segundo a Equação A.15, ‖�⃗�‖2 é uma função dos conjuntos 𝐻 e 𝐴, de forma que,
consequentemente, são funções de (𝑧𝛼)𝛼∈𝐷 e (𝑥𝛼)𝛼∈𝐷, portanto:

𝜕‖�⃗�‖2

𝜕𝑦𝛽,𝑙

= 0 (A.25)

De forma análoga a Equação A.18, temos:

𝜕(�⃗� · �⃗�)2

𝜕𝑦𝛽,𝑙

= 2(�⃗� · �⃗�)
⎡⎣(ℎ𝛽 − 𝑎𝛽)𝜕 (𝑏𝛽 − 𝑎𝛽)

𝜕𝑦𝛽,𝑙

+ (𝑏𝛽 − 𝑎𝛽)𝜕 (ℎ𝛽 − 𝑎𝛽)
𝜕𝑦𝛽,𝑙

⎤⎦ (A.26)

com as duas derivads parciais igual a:

𝜕 (ℎ𝛽 − 𝑎𝛽)
𝜕𝑦𝛽,𝑙

= 𝜕

𝜕𝑦𝛽,𝑙

⎛⎝ 1
𝑀𝐻

𝑛ℎ∑︁
𝑝=1

𝑚𝑝𝑧𝛽,𝑝 − 1
𝑀𝐴

𝑛𝑎∑︁
𝑗=1

𝑚𝑗𝑥𝛽,𝑗

⎞⎠ = 0 (A.27)

𝜕 (𝑏𝛽 − 𝑎𝛽)
𝜕𝑦𝛽,𝑙

= 𝜕

𝜕𝑦𝛽,𝑙

⎛⎝ 1
𝑀𝐵

𝑛𝑏∑︁
𝑘=1

𝑚𝑘𝑦𝛽,𝑘 − 1
𝑀𝐴

𝑛𝑎∑︁
𝑗=1

𝑚𝑗𝑥𝛽,𝑗

⎞⎠ = 𝑚𝑙

𝑀𝐵

(A.28)

Portanto, se utilizando a Equação A.27 e a Equação A.27 com a Equação A.26,
temos:

𝜕(�⃗� · �⃗�)2

𝜕𝑦𝛽,𝑙

= 2(�⃗� · �⃗�)𝑣𝛽
𝑚𝑙

𝑀𝐵

(A.29)

onde 𝑣𝛽 = (ℎ𝛽 − 𝑎𝛽) é a componente na direção 𝛽 do vetor �⃗�.

Para se calcular 𝜕
𝜕𝑦𝛽,𝑙

1
‖�⃗�‖2 temos:

𝜕

𝜕𝑦𝛽,𝑙

1
‖�⃗�‖2 = − 1

(‖�⃗�‖2)2
𝜕

𝜕𝑦𝛽,𝑙

‖�⃗�‖2

Utilizando as equações (A.3), (A.1) e (A.2), temos:

𝜕

𝜕𝑦𝛽,𝑙

1
‖�⃗�‖2 = − 1

(‖�⃗�‖2)2
𝜕

𝜕𝑦𝛽,𝑙

3∑︁
𝛼=1

(𝑏𝛼 − 𝑎𝛼)2

𝜕

𝜕𝑦𝛽,𝑙

1
‖�⃗�‖2 = −2(𝑏𝛽 − 𝑎𝛽)

(‖�⃗�‖2)2
𝜕

𝜕𝑦𝛽,𝑙

(𝑏𝛽 − 𝑎𝛽)
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com o auxílio da Equação A.22, esta se torna:

𝜕

𝜕𝑦𝛽,𝑙

1
‖�⃗�‖2 = −2(𝑏𝛽 − 𝑎𝛽)

(‖�⃗�‖2)2
𝜕

𝜕𝑦𝛽,𝑙

⎡⎣ 1
𝑀𝐵

𝑛𝑏∑︁
𝑘=1

𝑚𝑘𝑦𝛽,𝑘 − 1
𝑀𝐴

𝑛𝑎∑︁
𝑗=1

𝑚𝑗𝑥𝛽,𝑗

⎤⎦

e, portanto:
𝜕

𝜕𝑦𝛽,𝑙

1
‖�⃗�‖2 = − 2𝑢𝛽

(‖�⃗�‖2)2
𝑚𝑙

𝑀𝐴

(A.30)

onde 𝑢𝛽 = (𝑏𝛽 − 𝑎𝛽) é a componente na direção 𝛽 do vetor �⃗�.

Desta forma, a força atuando no 𝑙-ésimo átomo no sentido 𝛽 do conjunto 𝐵, se-
gundo a Equação A.14, é dada com o auxílio das equações (A.25), (A.29) e (A.30):

𝜕 𝑑

𝜕𝑦𝛽,𝑙

= 1
𝑑

𝑚𝑙

𝑀𝐵

⎧⎨⎩− 𝑣𝛽
(�⃗� · �⃗�)
‖�⃗�‖2 + 𝑢𝛽

⎡⎣(�⃗� · �⃗�)
‖�⃗�‖2

⎤⎦2⎫⎬⎭ ∀ 𝛽 ∈ {1, 2, 3} (A.31)

onde 𝑢𝛽 = (𝑏𝛽 − 𝑎𝛽) e 𝑣𝛽 = (ℎ𝛽 − 𝑎𝛽) são as componentes na direção 𝛽 dos vetores �⃗� e �⃗�,
respectivamente.

E, então, para se calcular a força atuando no 𝑙-ésimo átomo no sentido 𝛽 do
conjunto 𝐻 se deve calcular, conforme (A.14), as seguintes três derivadas: 𝜕‖�⃗�‖2

𝜕𝑧𝛽,𝑙
, 𝜕

𝜕𝑧𝛽,𝑙

1
‖�⃗�‖2

e 𝜕(�⃗�·�⃗�)2

𝜕𝑧𝛽,𝑙
.

A definição de ‖�⃗�‖2 esta na Equação A.15 e com ela se pode calcular 𝜕‖�⃗�‖2

𝜕𝑧𝛽,𝑙
:

𝜕‖�⃗�‖2

𝜕𝑧𝛽,𝑙

= 𝜕

𝜕𝑧𝛽,𝑙

3∑︁
𝛼=1

(ℎ𝛼 − 𝑎𝛼)2

𝜕‖�⃗�‖2

𝜕𝑧𝛽,𝑙

= 2(ℎ𝛽 − 𝑎𝛽) 𝜕

𝜕𝑧𝛽,𝑙

(ℎ𝛽 − 𝑎𝛽)

𝜕‖�⃗�‖2

𝜕𝑧𝛽,𝑙

= 2(ℎ𝛽 − 𝑎𝛽) 𝜕

𝜕𝑧𝛽,𝑙

⎡⎣ 1
𝑀𝐻

𝑛ℎ∑︁
𝑝=1

𝑚𝑝𝑧𝛽,𝑝 − 1
𝑀𝐻

𝑛𝑎∑︁
𝑗=1

𝑚𝑗𝑥𝛽,𝑗

⎤⎦
𝜕‖�⃗�‖2

𝜕𝑧𝛽,𝑙

= 2𝑣𝛽
𝑚𝑙

𝑀𝐻

(A.32)

onde 𝑣𝛽 = ℎ𝛽 − 𝑎𝛽 é a componente na direção 𝛽 do vetor �⃗�.

A próxima derivada a se calcular é 𝜕
𝜕𝑧𝛽,𝑙

1
‖�⃗�‖2 , porém ‖�⃗�‖2, como definido na Equa-

ção A.22 não é função do conjunto 𝐻 e, portanto, não é função de 𝑧, de forma que:
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𝜕

𝜕𝑧𝛽,𝑙

1
‖�⃗�‖2 = − 1

(‖�⃗�‖2)2
𝜕

𝜕𝑧𝛽,𝑙

‖�⃗�‖2 = − 1
(‖�⃗�‖2)2

𝜕

𝜕𝑧𝛽,𝑙

3∑︁
𝛼=1

(𝑏𝛼 − 𝑎𝛼)2

e, portanto:

𝜕

𝜕𝑧𝛽,𝑙

1
‖�⃗�‖2 = 0 (A.33)

E, por fim, devemos calcular 𝜕(�⃗�·�⃗�)2

𝜕𝑧𝛽,𝑙
:

𝜕(�⃗� · �⃗�)2

𝜕𝑧𝛽,𝑙

= 2(�⃗� · �⃗�)𝜕(�⃗� · �⃗�)
𝜕𝑧𝛽,𝑙

Da Equação A.17 temos a definição de (�⃗� · �⃗�, e portanto:
𝜕(�⃗� · �⃗�)2

𝜕𝑧𝛽,𝑙

= 2(�⃗� · �⃗�) 𝜕

𝜕𝑧𝛽,𝑙

3∑︁
𝛼=1

[︁
(ℎ𝛼 − 𝑎𝛼)(𝑏𝛼 − 𝑎𝛼)

]︁

𝜕(�⃗� · �⃗�)2

𝜕𝑧𝛽,𝑙

= 2(�⃗� · �⃗�)
⎡⎣(ℎ𝛽 − 𝑎𝛽)𝜕(𝑏𝛽 − 𝑎𝛽)

𝜕𝑧𝛽,𝑙

+ (𝑏𝛽 − 𝑎𝛽)𝜕(ℎ𝛽 − 𝑎𝛽)
𝜕𝑧𝛽,𝑙

⎤⎦ (A.34)

que possui as seguintes derivadas:

𝜕(𝑏𝛽 − 𝑎𝛽)
𝜕𝑧𝛽,𝑙

= 𝜕

𝜕𝑧𝛽,𝑙

⎛⎝ 1
𝑀𝐵

𝑛𝑏∑︁
𝑘=1

𝑚𝑏𝑦𝛽,𝑘 − 1
𝑀𝐴

𝑛𝑎∑︁
𝑗=1

𝑚𝑗𝑥𝛽,𝑗

⎞⎠ = 0 (A.35)

𝜕(ℎ𝛽 − 𝑎𝛽)
𝜕𝑧𝛽,𝑙

= 𝜕

𝜕𝑧𝛽,𝑙

⎛⎝ 1
𝑀𝐻

𝑛ℎ∑︁
𝑝=1

𝑚𝑝𝑧𝛽,𝑝 − 1
𝑀𝐴

𝑛𝑎∑︁
𝑗=1

𝑚𝑗𝑥𝛽,𝑗

⎞⎠ = 𝑚𝑙

𝑀𝐻

(A.36)

Portanto, as equações (A.34), (A.35) e (A.36) levam à:

𝜕(�⃗� · �⃗�)2

𝜕𝑧𝛽,𝑙

= 2(�⃗� · �⃗�)𝑢𝛽
𝑚𝑙

𝑀𝐻

(A.37)

onde 𝑢𝛽 = (𝑏𝛽 − 𝑎𝛽) é a componente na direção 𝛽 do vetor �⃗�.

De posse das equações (A.32), (A.33) e (A.37), podemos calcular, segundo a Equa-
ção A.14, a força atuando no 𝑙-ésimo átomo no sentido 𝛽 do conjunto 𝐻:

𝜕 𝑑

𝜕𝑧𝛽,𝑙

= 1
𝑑

𝑚𝑙

𝑀𝐻

⎡⎣𝑣𝛽 − 𝑢𝛽
(�⃗� · �⃗�)
‖�⃗�‖2

⎤⎦ ∀ 𝛽 ∈ {1, 2, 3} (A.38)

onde 𝑢𝛽 = (𝑏𝛽 − 𝑎𝛽) e 𝑣𝛽 = (ℎ𝛽 − 𝑎𝛽) são as componentes na direção 𝛽 dos vetores �⃗� e �⃗�,
respectivamente.
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APÊNDICE B – Interações de Coulomb de
Longo Alcance

Conforme mencionado no Capítulo 2, os sistemas biológicos possuem diversas esca-
las. De pequenas moléculas a grandes polímeros como o DNA e as proteínas. Um sistema
que seja apropriado para o estudo destas moléculas devem conter, também, diversas ou-
tras moléculas, como moléculas de água e íons, de forma a simular o ambiente fisiológico
no qual elas são ativas. Desta forma, um sistema biológico típico conta com centenas a
centenas de milhares de átomos.

Mesmo como o avanço da capacidade computacional, atualmente as simulações
computacionais ainda estão limitadas a um pequeno número de sistemas. Sistemas estes
com alguns vários milhares de átomos. Para um sistema tridimensional típico, uma rede
cúbica de 1000 átomos, a proporção dos átomos que estão na superfície é de quase 50%
destes.(FRENKEL; SMIT, 1996) Para evitar efeitos de superfície, se recorre as chamadas
condições de contorno periódicas, i.e. o sistema é cercado por imagens organizadas peri-
odicamente de si mesmo. A energia potencial deste sistema é, então, uma soma que leva
em conta a interação do sistema com o período entre as imagens:

𝑉𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 = 1
2

𝑁∑︁
𝑖=1

𝑁∑︁
𝑗=1

∑︁
𝑛*

𝑥

∑︁
𝑛*

𝑦

∑︁
𝑛*

𝑧

𝜑(|r𝑖,𝑗 + n𝐿, Ω𝑖, Ω𝑗|) (B.1)

onde 𝑁 é o número total de partículas do sistema, (𝑛*
𝑥, 𝑛*

𝑦, 𝑛*
𝑧) = n é o índice do vetor da

caixa, r𝑖,𝑗 = r𝑖 − r𝑗 é a distância entre as partículas 𝑖 e 𝑗, Ω𝑖 e Ω𝑗 são os ângulos de Euler
destas partículas. O asterísco indica que quando n = 0, os termos 𝑖 = 𝑗 são omitidos.

No entanto, de forma a se poupar esforço computacional e aumentar a performance
de cálculo, as interações de curto alcance não são consideradas entre todos os pares de
átomos do sistema. Para estas interações, apenas são considerados aqueles pares cujo
espaçamento é inferior a um raio de corte 𝑅𝑐. Se este raio de corte for menor do que a
metade do comprimento do menor lado do sistema, para um dado átomo, apenas será
calculado a interação deste com o átomo de menor distância, ou seja, com sua imagem
periódica mais próxima. O erro que ocorre através do processo de truncar as interações
em 𝑅𝑐 pode ser descrito por uma contribuição de cauda, de forma que a energia potencial
pode ser expressa como:

𝑉𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 = 1
2

𝑁∑︁
𝑖=1

𝑁∑︁
𝑗=1

𝜑𝑐(r𝑖,𝑗) + 𝑁𝜌

2

∫︁ ∞

𝑟𝑐

𝜑(𝑟)4𝜋𝑟2d𝑟 (B.2)
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onde:
𝑉𝑐𝑎𝑢𝑑𝑎 = 𝑁𝜌

2

∫︁ ∞

𝑟𝑐

𝜑(𝑟) 4𝜋𝑟2d𝑟 (B.3)

é o denominado potencial de cauda.

É facil ver que este potencial 𝑉𝑐𝑎𝑢𝑑𝑎 diverge quando a interação diminui mais
lentamente do que 𝑟−3. Pois, e.g. se 𝜑(𝑟) = 𝐴𝑟−𝑚, onde 𝐴 > 0 e 𝑚 ∈ N, temos:

𝑉𝑐𝑎𝑢𝑑𝑎 = 𝑁𝜌

2

∫︁ ∞

𝑟𝑐

𝐴𝑟−𝑚 4𝜋𝑟2d𝑟

= 2𝐴𝑁𝜌
∫︁ ∞

𝑟𝑐

𝑟−𝑚+2 d𝑟

= 2𝐴𝑁𝜌𝑟−𝑚+3

−𝑚 + 3

⃒⃒⃒⃒
⃒⃒
∞

𝑟𝑐

com 𝑚 ̸= 3

logo, para todo 𝑚 < 3, 𝑉𝑐𝑎𝑢𝑑𝑎 = ∞, ou seja, diverge. Deste modo, se o potencial 𝜑 satisfaz

|𝜑(r, Ω1, Ω2)| ≤ 𝐴|r|−3 (B.4)

para valores de |r| suficientemente grandes e 𝐴 > 0, então a soma sobre todas as imagens é
absolutamente convergente e pode ser prontamente feita por métodos padrões.(LEEUW;
PERRAM; SMITH, 1980)

Consequentemente, as interações cujo potencial decai mais lentamente do que 𝑟−3,
ou seja, não satisfazem a Equação B.4, como inteações de Coulomb entre duas cargas ou
dipolos, devem ter todas as imagens periódicas incluídas no cálculo de 𝑉𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 e não serem
substituídas por um potencial de cauda.

Deste modo, para a interação de Coulomb, que tem a forma:

𝑉𝑐𝑜𝑢𝑙 = 1
2

*∑︁
n

𝑁∑︁
𝑖=1

𝑁∑︁
𝑗=1

𝑞𝑖𝑞𝑗

|𝑟𝑖,𝑗,n|
(B.5)

que é condicionalmente convergente, ou seja, depende da ordem na soma1, não podemos
usar potenciais de cauda para aliviar a carga computacional, e, portanto, devemos buscar
outra alternativa.

O método da soma de Ewald foi introduzido em 1921 (EWALD, 1921) de forma
a lidar com interações de longo alcance entre partículas e todas as suas infinitas imagens
1 Em outras palavras, 𝑉𝑐𝑜𝑢𝑙 depende de como os valores de 𝑛*

𝑥, 𝑛*
𝑦 e 𝑛*

𝑧 tendem ao infinito. Também,
se a carga do sitema é diferente de zero, 𝑉𝑐𝑜𝑢𝑙 pode tender a mais ou menos infinito.(ESSMANN; L.;
BERKOWITZ, 1995)
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periódicas.(TOUKMAJI; BOARD, 1996) Neste método, a Equação B.5 é decomposta
numa soma de duas séries que convergem rapidamente, mais uma constante:

𝑉𝑐𝑜𝑢𝑙 = 𝑉𝑑𝑖𝑟 + 𝑉𝑟𝑒𝑐 + 𝑉0 (B.6)

onde 𝑉𝑑𝑖𝑟 é a soma sobre o espaço real (direto), 𝑉𝑟𝑒𝑐 é a soma sobre o espaço recíproco
(imaginário ou de Fourier) e 𝑉0 é um termo de correção, conhecido como auto-termo.

O potencial no espaço real é dado por:(TOUKMAJI; BOARD, 1996)

𝑉𝑑𝑖𝑟 = 1
2

*∑︁
𝑛

𝑁 ′∑︁
𝑖=1

𝑁 ′∑︁
𝑗=1

𝑞𝑖𝑞𝑗
erfc(𝛽|r𝑗 − r𝑖 + n|)

|r𝑗 − r𝑖 + n|
(B.7)

onde o asterísco indica que quando n = 0, os termos 𝑖 = 𝑗 são omitidos. erfc(𝑥) é a função
de erro complementar, definida por: erfc(𝑥) = 1 − (2/

√
𝜋)
∫︀ 𝑥

0 e−𝑢2 d𝑢

O potencial no espaço recíproco é dado por:

𝑉𝑟𝑒𝑐 = 1
2𝜋 𝑉

∑︁
k ̸=0

exp(−𝜋2k2/𝛽2)
k2 𝑆(k, 𝑖)𝑆(−k) (B.8)

onde k = (⃗𝑖, �⃗�, �⃗�) é o vetor no espaço recíproco, 𝑉 é o volume da caixa de simulação, e o
fator de estrutura, 𝑆(k), é dado por:

𝑆(k) =
𝑁∑︁

𝑗=1
𝑞𝑗exp(2𝜋 𝑖 k · r𝑗)

e
𝑆(−k) =

𝑁∑︁
𝑖=1

𝑞𝑖exp(2𝜋 𝑖 k · r𝑖)

O termo de correção é dado por:

𝑉𝑐𝑜𝑟𝑟 = − 𝛽√
𝜋

𝑁∑︁
𝑖=1

𝑞2
𝑖 (B.9)

B.1 Parâmtero 𝛽

O parâmetro 𝛽 tem fundamental importância no método introduzido por (EWALD,
1921). Ele determina o balanço entre o espaço real e recíproco das cargas do sistema. O
programa GROMACS estabelece o valor de 𝛽 através da magniture do erro nas forças eler-
trostáticas no processo de soma no espaço real e no espaço recíproco. Desta forma, se
estimarmos o erro por:

ΔF =
⎡⎣ 1

𝑁

𝑁∑︁
𝑗=1

ΔF2
𝑗

⎤⎦ 1
2

(B.10)
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o erro na estimação das forças no espaço real é dado por:(PETERSEN, 1995)

ΔF𝑑𝑖𝑟 ≈ 2𝑄2

(𝑁𝑟𝑐𝑉 ) 1
2
exp

⎛⎝− 𝛽2𝑟2
𝑐

𝑉
2
3

⎞⎠ (B.11)

onde 𝑉 é o volume da caixa de simulação, 𝑟𝑐 é o raio de corte utilizado e

𝑄 =
𝑁 ′∑︁
𝑖=1

𝑞𝑖

. E o erro na estimação das forças no espaço recíproco é dado por:(PETERSEN, 1995)

ΔF𝑟𝑒𝑐 ≈ 2𝑄2𝛽

𝑉
2
3

exp
(︂

− 𝜋2K2

𝛽2

)︂
(B.12)

Portanto, uma vez que determinamos o erro máximo desejado na estimação das
forças, o valor de 𝛽 é encontrado resolvendo as equações (B.11) e (B.12).
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