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'O cientista ndo estuda a natureza porque ela lhe
util; ele estuda-a porque ele se deleita com ela, e
deleita-se com ela porque ela é maravilhosa. Se a

natureza nao fosse tao maravilhosa, ndo valeria a
pena viver a vida.

Henri Poincaré

"Néos somos o que repetidas vezes fazemos.
Ezceléncia entdo, nao é um ato, mas um hdbito."

Aristételes



Resumo

Atualmente, grande parte dos farmacos desenvolvidos com propriedades an-
titumorais tem como alvo molecular o DNA. Estas moléculas sdo desenvolvidas na
maioria das vezes para, a despeito da grande variedade de sequéncias e conforma-
¢Oes possiveis para uma molécula de DNA, interagirem especificamente com uma
dada regido e/ou sequéncia do DNA. Um dos objetivos mais desafiadores para o
desenvolvimento destes farmacos é compreender como estas moléculas interagem
especificamente com seu alvo biolégico. Uma vez que estes processos ocorrem em
escalas de tempo que ainda nao podem ser alcancadas por técnicas de simulacao clas-
sicas, como a dindmica molecular, novas metodologias foram propostas. Um destes
métodos foi o proposto por Laio e Parrinello, em 2002, e denominado metadind-
mica. A metadindmica usa um potencial adaptativo em fun¢do de uma coordenada
relevante ao sistema, permitindo que o sistema evolua para regides diferentes do mi-
nimo local da superficie de energia livre. Com isso, este trabalho teve como objetivo
verificar se a metadinamica descreveria de forma satisfatéria o processo de dissoci-
acao e associacao da Netropsina, usando como variavel coletiva a distancia entre o
centro de massas destes ligantes ao eixo principal formado pelo DNA. Objetivou-se
também verificar se a metadindmica é capaz de fornecer a variagdo de energia livre
de dissociacdo do Hoechst 33258 para diferentes sequéncias de DNA. Os resultados
obtidos neste trabalho para a dissociacao e associacao da Netropsina revelaram uma
boa concordancia entre os dados de energia livre experimentais com os obtidos pelo
emprego da metadindmica. O mecanismo de dissociagdo e associacdo da Netrop-
sina obtido por metadindmica revelou grande coeréncia com o modelo mecanistico
proposto na literatura. Uma vez que nao foi possivel encontrarmos um conjunto de
parametros adequados para a as simulagoes de metadinamica para a dissociagao
da molécula do Hoechst 33258, nao foi possivel verificarmos o comportamento da
metadindmica em relacdo & variacdo da sequéncia do DNA.

Palavras-chaves: Metadindmica. 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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Introducao

Os 4cidos nucleicos, descobertos em 1869 por Johann Friedrich Miescher (DAHM,
2005), sao os responsaveis por portar a informacao genética, através do acido desoxirribo-
nucleico (DNA). Apesar de sua descoberta ter se dado em 1869, a sua estrutura quimica
foi somente elucidada no inicio da década de 1950, pelos esforcos de Phoebus Levine, e
posteriormente seguido pelos trabalhos de Alexander Todd, Oswald Theodore Avery e
Erwin Chargaff. A sua estrutura tridimensional foi elucidada trés anos mais tarde, em
1953, por Watson e Crick.(WATSON; CRICK, 1953) Dentre as conformagoes possiveis de
ser adotada pelo DNA, a forma B é a mais importante do ponto de vista do desenvolvi-
mento de novos farmacos, pois esta é a que esta presente em maior proporcao no ambiente
biolégico. Esta forma se apresenta em forma de dupla hélice com orientacao 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 posicao quase que central para os seres vivos, o DNA é um bom alvo
molecular para farmacos. Sendo assim, moléculas que possuem a habilidade de se ligar a
estrutura dos acidos nucleicos sao amplamente utilizadas como medicamentos antibi6ticos
e antitumorais.(WARING; WAKELIN, 1974; STUBBE; KOZARICH, 1987; ARCAMONE
et al., 1989; MINOTTTI et al., 2004; GUROVA, 2009) Devido a estas moléculas possui-
rem efeitos citotoxicos sobre o crescimento celular, elas estao presentes nas mais eficientes
terapias anticincer da atualidade, mesmo que ainda haja falta de seletividade no reco-

nhecimento da sequéncia, de forma a evitar efeitos colaterais adversos.(HURLEY, 2002a;
GUROVA, 2009)

Como a estrutura do DNA é versatil, se pode classificar as moléculas que se ligam
ao DNA em dois grandes grupos conforme a regiao que elas se ligam a estrutura do
DNA. Podemos classificd-las como ligantes intercaladores e como ligantes de sulco, sendo
que esta ultima categoria pode ser subdividida em ligantes de sulco menor e ligantes de
sulco maior. Em todas as classes o modo de ligacao pode ser tanto covalente como nao
covalente. Ligantes intercaladores sao aqueles que se ligam entre os planos dos pares de
base do DNA e sao tipicamente moléculas planares com sistemas poliarométicos. Este
tipo de moléculas possui pouca especificidade por sequéncia e, geralmente, quebram a
organizagao da dupla-hélice.(HURLEY, 2002a) Ligantes de sulco maior geralmente sao
moléculas volumosas ou proteinas. Por outro lado, moléculas capazes de se ligar ao sulco

menor sao moléculas longas com estrutura planar que permitem que elas adotem uma
conformacgao 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 eletrostatico.(WARING; BAILLY, 1994)

Dentre os farmacos 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 interacgoes tanto covalentes como nao covalentes, com diferentes seletividades

por sequéncia.(DERVAN, 2001; VARGIU et al., 2008b)

Um dos objetivos da fisico-quimica moderna, bioquimica e biologia molecular é
compreender o papel que as interagoes moleculares possuem nas interagoes de acidos
nucleicos com outras moléculas.(SVOZIL; HOBZA; SPONER, 2010) Devido ao compor-
tamento dinamico dos sistemas bioldgicos, tendo como consequéncia uma funcao biologica
tipicamente ocorrendo em multiplos niveis, o estudo destas interagoes é uma tarefa de com-
plexidade imensuravel.(SVOZIL; HOBZA; SPONER, 2010) Nas tltimas décadas, diversos
complexos entre o sulco menor do DNA e farmacos foram estudados, tanto pela utiliza-
¢ao de técnicas experimentais como por métodos computacionais. Porém, os parametros
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 parametros estruturais, as energias relativas entre ligante
e substratos, e os aspectos dindmicos aos processos biologicos, diversos métodos foram
desenvolvidos para se encontrar os caminhos de reagao pelos quais estes processos biologi-
cos ocorrem. Estes métodos sdo baseados em gerar e aperfeigoar rotas alternativas de um
caminho inicial que conecta dois estados estaveis, 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-ELJNDEN, 2002) Entretanto, estas
técnicas dependem fortemente de coordenadas de reagao apropriadas, ou uma boa aproxi-
magcao delas, para serem eficientes.(ENSING et al., 2005; OTTER; BRIELS, 1997) Dentre
estes diversos métodos que tém por base coordenadas de reagao, ou coordenadas coletivas

(CV), se encontra a metadindmica.(LAIO; PARRINELLO, 2002)

A metadindmica (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 reacao, dife-
rentes do estado de menor energia, ou fundamental, do sistema, permitindo otimizar a

amostragem no espaco de fases do sistema.

O presente trabalho visa estudar a viabilidade da utilizacao da metodologia de
metadindmica no estudo do mecanismo de dissociacao e associacao de ligantes do sulco

menor do DNA, tanto em relagao ao perfil energético como na descri¢do a nivel atomico
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destas interagoes. Teve-se como objetivo relacionar os dados experimentais de energia livre
para a associacao como os perfis energéticos obtidos pelas simula¢oes de metadinamica de
dissociagao e associagao para a molécula de Netropsina e, para a molécula de Hoechst, o
objetivo foi averiguar se a metadinamica possui a sensibilidade necessaria para discriminar

as energias necessarias para a dissociacao do ligante de diferentes sequéncias de DNA.
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Fundamentacao Tedrica
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1 DNA

Os 4cidos nucleicos foram descobertos em 1869 por Johann Friedrich Miescher.(DAHM,
2005) Em 1944, AVERY; MACLEOD; MCCARTHY caracterizaram que estes acidos
nucleicos, especificamente os que viriam posteriormente serem conhecidos como DNA,
eram O0s responsaveis por portar a informacdo genética, sendo estes, entao, os agen-
tes transformadores responsaveis 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 hereditaria de todas as formas de vida celulares conhecidas
até o momento, bem como o é, também, em diversos virus.(VOET; VOET, 2006) O &cido

desoxirribonucleico, se sabe agora, possui somente duas fungoes:

e Produzir sua propria replicagao durante a divisao celular

e Produzir a transcrigao de moléculas de RNA complementar

Apesar de sua descoberta ter se dado por volta de 1869, a estrutura quimica do
DNA foi somente elucidada no inicio da década de 1950, pelos esforcos de Phoebus Le-
vine seguido posteriormente pelos trabalhos de Alexander Todd, Oswald Theodore Avery
e Erwin Chargaff. A sua estrutura tridimensional foi elucidada trés anos mais tarde, em
1953, por Watson e Crick(WATSON; CRICK, 1953), apds Rosalind Franklin e Maurice
Wilkins terem determinado que a fita de DNA possuia natureza helicoidal. Hoje se sabe
que o DNA pode adquirir diversas conformagoes, sendo que, em meio biolégico, acredita-
se existir, no minimo, nas conformacoes denominadas: B-DNA, A-DNA e Z-DNA. En-
tretanto, dentre as diversas conformacoes possiveis de serem adotadas pela molécula do
DNA, a forma B é a mais importante do ponto de vista do desenvolvimento de novos far-

macos, pois esta é a que estd presente em maior propor¢ao no ambiente biol6gico.(VOET;
VOET, 2006; RICHMOND; DAVEY, 2003)

Com o aumento do conhecimento acerca da fungao e estrutura do DNA, ha cada vez
mais interesse na descoberta de moléculas capazes de interagir com o DNA.(HANNON,
2007) H4 interesse principalmente na area de desenvolvimento de farmacos utilizados no
tratamento de algumas formas de cancer. Este interesse se deve porque estes farmacos
que interagem com o DNA sdo pouco seletivos e extremamente téxicos.(HURLEY, 2002b)
Dentre os farmacos 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

segdo 1.1), possuindo interagoes tanto covalentes como nao covalentes, com diferentes
seletividades por sequéncia.(DERVAN, 2001; VARGIU et al., 2008b)
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1.1 Estrutura do DNA

O DNA é um arranjo de dois biopolimeros lineares compostos de unidades mo-
nomeéricas denominadas nucleotideos. Estes nucleotideos sao ésteres de fosfato de uma
pentose, nas quais uma base nitrogenada esta 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 esta ligado o carbono C5’,
desta forma, a conformagao obtida é denominada f3, Figura 1.(VOET; VOET, 2006)

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

Em meio biolégico, existem cinco bases nitrogenadas nos acidos nucleicos: Adenina
(A), guanina (G), citosina (C), timina (T) e a uracila (U). Pode haver em menor nimero
outras bases ou modificagoes destas. Porém, destas cinco bases, somente A, G, C e T
estao presentes no DNA. Estas cinco bases sao classificadas como purinicas e pirimidinicas
conforme sua estrutura, Figura 2 ( pagina 22 ), sendo A e G bases purinicas e C e T bases
pirimidinicas.(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 determinacao da natureza helicoidal do DNA,
sugerida pela imagem de difracao 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 informagoes acerca do pareamento quimico das bases e outras informacgoes
bioquimicas 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 conformacao B-DNA. Entretanto, se passaram cerca de 25 anos para
que Richard Dickerson e Horace Drew publicassem a primeira estrutura cristalogréafica do
dodecamero autocomplementar d(CGCGAATTCGCG),, com resolucio de 1,9 A.(DREW
et al., 1981)

A conformacao B do DNA se apresenta em forma de dupla hélice com orientagao
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Figura 2: Bases purinicas (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 ligagoes fosfodiester entre os nucleosideos resulta em duas in-
dentagoes na estrutura do DNA. Estas indentacoes sao paralelas ao eixo do DNA e sao
denominadas sulcos.(NEIDLE, 2001) Estes dois sulcos sao denominados sulco maior e
sulco menor. O sulco maior possui pouca profundidade e maior extensao, e o sulco menor
possui maior profundidade e menor extensao.(VOET; VOET, 2006) As extremidades das
bases formam o denominado piso dos sulcos maior e menor e o backbone de agicar-fosfato

formam as paredes dos sulcos maior e menor.

Embora a conformacao B seja aquela predominante em meio biolégico, se acredita

que as formas A-DNA e Z-DNA possam também ocorrer neste meio. Estas duas formas,



Capitulo 1. DNA 23

A-DNA e Z-DNA, possuem geometria e dimensoes 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 orientacdo para a direita. Comparando as duas héli-
ces, a forma A possui uma hélice mais ampla, sendo seu diametro relativamente maior.
Entretanto, os pares de bases, ao contrario da forma B, estao inclinados em relagao ao
eixo do DNA.(WAHL; SUNDARALINGAM, 1997; LU; SHAKKED; OLSON, 2000) As
dimensoes de seus sulcos sao invertidas em relagao as 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 constituicao de dgua, ou seja, em condi¢des nao fisiologicas,
devido as caracteristicas 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 orientacao oposta
as duas anteriores, ou seja, a forma Z-DNA possui orientagao a esquerda. Devido as suas

dimensoes, esta forma nao possui diferenciacao entre seus sulcos.

Além das conformagoes B, A e Z, existem outras conformagoes possiveis 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-
TANTI, 2005), entre outras ja foram descritas. De fato, s6 existem mais 5 letras no alfabeto
(F, Q, U, V e Y) disponiveis para nomear novas estruturas de DNA ainda nao 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 a versatilidade de sua estrutura secundaria, o DNA apresenta diversas
regides propicias para que uma molécula seja ancorada a sua estrutura. Sendo assim,
podemos classificar em dois grandes grupos as moléculas que se ligam a estrutura do
DNA, conforme a regiao com que elas o fazem. Estas moléculas podem ser classificadas
como ligantes intercaladores e ligantes de sulco, sendo que esta tultima categoria pode ser
subdividida em ligantes de sulco menor e ligantes de sulco maior. O modo de ligagdo pode

ser covalente ou nao covalente para ambas as classes.

A primeira classe compreende os denominados ligantes intercaladores. Ligantes
intercaladores sao aquelas moléculas que se ligam entre os pares de base do DNA. Ge-
ralmente as moléculas pertencentes a esta classe sao planares com sistemas poliaroma-
ticos, de forma a maximizar a interacao entre elas e o DNA. Este tipo de moléculas
possui pouca especificidade por sequéncia e, geralmente, quebram a organizacao da dupla-
hélice.(HURLEY, 2002a; NEIDLE, 2001)
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A segunda classe é formada por Ligantes de sulco. A primeira divisao 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 as suas
dimensoes, moléculas que se ligam ao sulco maior sao moléculas muito volumosas ou pro-
teinas. Oligodeoxirribonucleotideos e oligopeptideos modificados também se ligam ao sulco
maior, com grande especificidade por sequéncia, 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 sao moléculas pouco volumosas. Estas molécu-
las possuem estrutura alongada, com secao transversal estreita, sendo aproximadamente
planares, de forma que elas possam adotar conformacoes 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 regices
com pares de base AT.(NEIDLE, 2001) Como possui menor tamanho e maior profundi-
dade, bem como flexibilidade e potencial eletrostatico adequados, o sulco menor é ideal
para acomodar estas pequenas moléculas.(WARING; BAILLY, 1994) Desta forma, tanto
fatores estruturais como eletrostraticos e de van der Waals contribuem para que ocorra
a seletividade do ligante ao sulco menor.(NEIDLE, 2001) Alguns estudos computécionais
com campos de forcas empiricos, entretanto, mostraram que as interagoes de van der

Waals sao as interacoes dominantes.(SAUERS, 1995; CHANG; CHENG, 1996)
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2 Simulacao Computacional de Eventos raros

A primeira simula¢ao computacional realizada foi a simulacao de um liquido reali-
zada por METROPOLIS et al. no Los Alamos National Laboratories nos Estados Unidos
em 1953, seguida pela simulacao de um cristal unidimensional ndo harménico realizada
por FERMI; PASTA; ULAM em 1955.(METROPOLIS et al., 1953; FERMI; PASTA;
ULAM, 1955) Ambas simulagoes foram realizadas empregando a técnica de Monte Carlo.
Esta técnica, porém, ndo permite obter o comportamento dindmico do sistema. De forma a
se obter este comportamento dinamico, se deve empregar uma outra técnica, denominada
Dindmica Molecular (DM).(ALLEN; TILDESLEY, 1987)

Atualmente, uma das principais ferramentas para o estudo tedérico de moléculas
de interesse bioldgico e, muitas vezes, sistemas biologicos inteiros ¢ o método denomi-
nado de Dindmica Molecular (DM).(GUNSTEREN et al., 2006) A dindmica molecular
é um método computacional que calcula o comportamento de um sistema molecular em
funcao do tempo, fornecendo informagdes detalhadas sobre as flutuacoes e mudancas con-
formacionais de moléculas de interesse.(FRENKEL; SMIT, 1996; ALLEN; TILDESLEY,
1987)

Moléculas de interesse bioldgico, desde pequenas moléculas de farmacos até pro-
teinas e acidos nucleicos com centenas ou milhares de pares de bases, possuem um grande
espectro de escalas de tempo e espaco onde processos especificos ocorrem, por exem-
plo:(ZWIER; CHONG, 2010; STOTE et al., 1999)

e Movimentos locais, compreendendo de 0,01 a 5 A e 107 a 107" s

Flutuagoes atémicas

Movimentos de dominios de proteinas, cerca de 1 h

Movimentos de corpo rigido, compreendendo de 1,0 a 10,0 A e 102 a 15

Movimentos em larga escala, compreendendo >5 A ¢ 1077 a 10* s

e Dissociacao e associacao

Muitos destes eventos possuem escalas temporais ou energéticas maiores que as
possiveis de serem simuladas com a tecnologia atual. Desta forma, é necessério se utilizar
técnicas que acelerem a amostragem destes eventos. A metadinAmica (LAIO; PARRI-

NELLO, 2002) é um método que permite o estudo da dindmica de eventos raros e permite
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a estimativa das energias livres associadas com processos de nao equilibrio.(LAIO; GER-
VASIO, 2008; BARDUCCI; BONOMI; PARRINELLO, 2011) Ao decorrer deste capitulo

serao abordadas as técnicas de dinamica molecular e metadinamica.

2.1 Dinamica Molecular

A Dinadmica Molecular (DM) é o termo usado para descrever a solugao das equa-
¢oes classicas do movimento, e.g. as equacoes de Newton, para um conjunto de particu-
las.(ALLEN; TILDESLEY, 1987) Devido as dificuldades técnicas, a primeira simulagao
de dinamica molecular s6 foi obtida por volta de 1957 por ALDER; WAINWRIGHT, que
simulou um sistema de esferas rigidas.(ALDER; WAINWRIGHT, 1957; ALDER; WAIN-
WRIGHT, 1959) A primeira simulagao de DM que teve sucesso em utilizar um potencial
de Lennard-Jones s6 foi realizada em 1964 por RAHMAN, que utilizou a técnica da DM
para simular argénio liquido.(RAHMAN, 1964)

Em 1971, RAHMAN; STILLINGER simularam um modelo de dgua rigida por
dindmica molecular.(RAHMAN; STILLINGER, 1971) Entretanto, a primeira simulagao
de dinamica molecular de um sistema realistico, ou seja se considerando os graus de li-
berdade internos da molécula (e.g. deformagoes angulares ou variagdo nos comprimentos
de ligacao), foi a simulagao de dgua liquida realizada por STILLINGER; RAHMAN em
1974.(STILLINGER; RAHMAN, 1974) Se tratando de sistemas biolégicos, a primeira si-
mulagao de DM de uma proteina foi reportada em 1977, quando MCCAMMON; GELIN;
KARPLUS publicaram os resultados de uma simulacao de DM do inibidor da tripsina
pancreatica bovina.(MCCAMMON; GELIN; KARPLUS, 1977) Seis anos mais tarde, em
1983, LEVITT publicou os dados referentes a primeira simula¢ao de dindmica molecu-
lar de um acido nucleico.(LEVITT, 1983) LEVITT realizou simulagoes do dodecamero
complementar (5’—3")CGCGAATTCGCG e de um fragmento com 24 pares de base,
ambos no vacuo.(LEVITT, 1983) Entretanto, estas primeiras simulagoes de MD de 4ci-
dos nucleicos produziram estruturas altamente distorcidas, e portanto, nao fisicas, para
o DNA.(BEVERIDGE; CHEATHAM; MEZEI, 2012) A aplicagdo do método de dina-
mica molecular a estruturas de acidos nucleicos apresenta um dos maiores desafios ainda
hoje devido ao carater polieletrolitico destes, bem como devido as suas interagoes com
o solvente. Somente por volta de 1990 é que modelos de agua e tratamentos para os
potenciais eletrostaticos adequados, bem como o desenvolvimente de campos de forcas
especificos para acidos nucleicos, possibilitaram a obtencao de trajetorias de DM esta-
veis.(BEVERIDGE; CHEATHAM; MEZEI, 2012)

A secao 2.1.1 descreve o método da dindmica molecular.
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2.1.1 O método

Nas simulagoes por dindmica molecular (DM) cldssica as equagbes da segunda
lei do movimento de Newton sao numericamente integradas para reproduzir, passo a
passo, a evolugao temporal dos atomos do sistema em estudo, ou seja, produzir sucessivas

configuragoes deste sistema. Para um sistema atomico simples, estas podem ser escritas

COo1mo:
d? rV(t) d vV
M =M —F 2.1
dt? dt (2.1)
€
F=-VaV(h) (2.2)

onde rV(t) € R3 ¢ o vetor com as posicoes cartesianas das particulas evoluindo sob um
potencial V(r"), e M é uma matriz diagonal positiva, 3N-dimensional, com as massas

atomicas:

M = diag(my, my, mq, ...,my, my, My )

Esta aproximacdo leva em conta somente as posicoes cartesianas, r’, das mo-
léculas. Porém, é mais conveniente expressar as equac¢oes do movimento em termos de
coordenadas generalizadas, q € R, onde d ¢ o niimero de graus de liberdade, e de seus
momentos conjugados, p € R (FRENKEL; SMIT, 1996; ALLEN; TILDESLEY, 1987)
Isto pode ser feito utilizando-se a formulacao de Hamilton da dindmica classica. Nesta
formulagao, o sistema é descrito completamente por uma funcao Hamiltoniana, H, que é
fungao das varidveis nucleares (lentas), sendo que o movimento (rapido) dos elétrons é tido
como uma interagao média.(ALLEN; TILDESLEY, 1987) Esta fungdo 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, p; = m;v; ¥V i € {1,.., N}, associado as N

particulas do sistema; Q é o conjunto com as posi¢oes das N particulas no sistema.

As equagoes do movimento de Hamilton sdo:

Di (2.4)



Capitulo 2. Simula¢io Computacional de Eventos raros 28

i (2.5)

A energia cinética total é descrita pela soma das energias cinéticas de todas as

particulas do sistema e assume a seguinte forma:

N 2

KPM) =Y 2" Vie{l,.,N} (2.6)

onde: N é o numero total de particulas do sistema; m; é a massa da particula ; e p; € o
momento da i-ésima particula. Desse modo, a energia cinética é uma fun¢do apenas das
massas e dos momentos, sendo assim, independente das coordenadas das particulas que

compoem o sistema. Deste modo:

0 0 X p? oF
1, = —KP,M)=— U A vVied{l,.,.N 2.7
4= g KEM) =S BBy 1) (2.7

A descricao da energia potencial, entretanto, é uma funcao composta, formada
pela descricao de diversas formas de interagoes entre as particulas contidas num dado

sistema, estando relacionada as forgas que atuam sobre estas particulas conforme:

F=-VV(q) (2.8)

Uma vez que para sistemas de muitos corpos nao se tem a descri¢ao analitica da
fungao V(q), ela é aproximada como uma soma de potenciais entre pares de particulas
(OOSTENBRINK et al., 2004):

Vi = X > Via) (29)

onde V(q) é a funcao potencial total descrita pelo campo de forgas; (V;;(q))icq1,... N—1}.jefi,... N}
¢é o potencial atuando entre a i-ésima particula e a particula j; e N é o niimero total de

particulas do sistema. De modo que:
pi=—-VgV(q) =F,; Vie{l,..,N} (2.10)
Desta forma temos:

dq; _ Pi

Vie{1,.., N} (2.11)
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dp;
dt

—F, Vie{l,.,N} (2.12)

Podemos utilizar estas equagoes para gerar um esquema de integracao numérica.
Como resultado deste processo, se obtém uma trajetéria através do espago de fases,
I'(p,q) € R x R* (ie. o espaco 6N-dimensional gerado pelas coordenadas e mo-
mentos de todas as particulas) que especifica as posigoes e os momentos (ou velocidades)
das particulas do sistema num dado tempo, ¢.(LEACH, 2001; FRENKEL; SMIT, 1996)
Dentre os algoritmos dedicados a este processo de integracao, um dos mais utilizados é
o Leap frog. (FRENKEL; SMIT, 1996) O algoritmo Leap frog trabalha atualizando as
velocidades em tempos intermediarios em relacao aos tempos nos quais as posicoes de
cada particula sao atualizadas:(LEACH, 2001; FRENKEL; SMIT, 1996)

At At At ,

onde (q;)ief1,..,n}, € 0 vetor posicao e (V;)ieq1,...,n} € 0 vetor velocidade da i-ésima particula;
particula 7; At é o passo de integracao. Para a iniciacao deste algoritmo, sao necessarios os
valores de posicoes e velocidades em duas etapas consecutivas. As velocidades num meio
passo temporal futuro, v(t + %), sao calculadas a partir das velocidades num meio passo
temporal passado, v(t — %), e das forgas que atuam nesta particula no instante atual,
F(t). De posse de v(t+ %), entao podemos deduzir as posi¢oes em um passo de integragao
futuro, q(t+ At).(LEACH, 2001; FRENKEL; SMIT, 1996) Em outras palavras, utiliza-se
a forga atuante sobre uma particula no instante ¢ e a velocidade num instante ¢ — % para
obter-se a velocidade no instante t + %. Em seguida, esta velocidade no instante ¢ + %
é utilizada com a posi¢do no instante ¢ pra atualizar a posi¢do no instante ¢ + At. Nesta
nova posicao ¢é calculada a forca atuante nesta particula e entao esta nova forca é utilizada
conjuntamente com a velocidade em ¢ + % para atualizar novamente a velocidade. Este

processo é repetido até que um numero de passos desejados seja alcangado.

Embora possamos realizar a integracdo numérica das equagoes do movimento uti-
lizando algoritmos como o descrito acima, estes algoritmos nao predizem uma trajetéria
das particulas do sistema acurada em funcao do tempo. De fato, nao existe nenhum algo-
ritmo de integragao que possa fazer isto.(FRENKEL; SMIT, 1996) A razao para isto é que

a dindmica destes sistemas de muitos corpos é cadtica.(FRENKEL, 2013) Se pode dizer,
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também, que as trajetérias através do espago de fases 6/N-dimensional estdo em um re-
gime onde a dindmica é sensivel as condigdes iniciais.(FRENKEL; SMIT, 1996; LEINES,
2012) Portanto, qualquer diferenca nas condigoes iniciais na configuragio do sistema ird
fazer com que duas trajetérias 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 acuracia da simulacao apenas desloca o inicio da instabilidade para um tempo poste-
rior.(FRENKEL, 2013)

Os valores estruturais para a inicializacao do algoritmo, ou seja, as posigoes iniciais
das particulas no sistema podem ser obtidas por resolucao 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 atémicas, cuja média estatistica

esta relacionada a temperatura do sistema, podem ser obtidas a partir da distribuicao de
Maxwell-Boltzmann.(LEACH, 2001; FRENKEL; SMIT, 1996)

Entretanto, as fungoes de energia potencial, V' (Q), que atuam em cada dtomo,
nao podem ser obtidas experimentalmente, devendo ser obtidas através de uma funcao
potencial-energética empirica.(CORNELL et al., 1995) Como consequéncia, foram desen-
volvidos modelos de campos de forga, F, baseados na Mecanica Estatistica de forma a

aproximar satisfatoriamente a funcao de energia potencial.

A grande parte dos campos de forgas utilizados nas simulacgoes de sistemas biologi-

cos ¢ expressa em termos da soma de potenciais de interagoes ligantes, V};4, € nao-ligantes,
Viao 1ig:(GUNSTEREN et al., 2006; MORGON; COUTINHO, 2007)

V(Q) = ‘/lig + Vnéo lig (215)

onde a forma de V4 € Viao 139 € definida pelo campo de forgas utilizado. Nestas fungoes
de energia potencial, as interagoes ligantes, Vj;4, ou seja, as ligacoes quimicas, usualmente
sao descritas pelas interagoes entre dois (estiramento das ligagoes), trés (dngulo de liga-
¢ao) e quatro corpos (angulos diedros). Existem dois tipos de interagoes em fungao dos
angulos diedros: diedros préprios, compreendendo o angulo de tor¢ao entre quatro atomos
consecutivos, e os diedros improprios, que sao usados para que os atomos se mantenham
em um plano ou para prevenir que haja uma transicdo de configuragao. Estas intera-
¢Oes, geralmente, sao modeladas utilizando-se funcoes senoidais que aproximam o perfil
energético destas, entretanto, os diedros improprios sao modelados segundo um potencial
harmonico. As interagdes nao ligantes, Vs, 1ig, sd0 geralmente tratadas como interacoes
de van der Waals, e modeladas como potenciais 6-12 de Lennard-Jones (JONES, 1924)

e interagoes eletrostaticas, 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
estatisticos, onde se pode realizar a média sobre todos os estados microscopicos do sis-
tema que estao de acordo com certas propriedades microscopicas. Um ensemble é uma
colecao de todos os possiveis estados microscopicos do sistema no espaco de fases que sa-
tisfazem certas distribuigdes de probabilidade.(FRENKEL; SMIT, 1996; MCQUARRIE,
2000; CHANDLER, 1987) Entretando, a dindmica molecular, na sua forma original, re-
aliza a amostragem apenas do ensemble microcanénico (NVE), que corresponde a um
sistema isolado, ou seja, sao mantidos constantes o nimero 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 canénico (NVT), onde a temperatura é mantida
constante ao invés da energia total, pode-se utilizar um termostato, como o termostato de
Nosé—Hoover.(NOSE, 1984; HOOVER, 1985) Para amostrarmos o ensemble isotérmico-
isobarico (NPT), onde a pressao 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 sao acessiveis a simulagoes de
dindmica molecular (MD) sao ainda relativamente pequenos, compreendendo poucos pou-
cos microsegundos e algumas dezenas de milhares de dtomos.(FRENKEL; SMIT, 1996)
Na secao 2.1 foi mencionado que as simulagoes por dindmica molecular (MD) podem
ser utilizadas para se amostrar a evolugao temporal de um sistema classico poliatomico
em escalas que vao de 107'* a 10~® s. Em principio, esta janela de tempo é suficiente
para o estudo de varias propriedades estruturais e dinamicas que ocorrem em um sistema
molecular em equilibrio, uma vez que as flutuacoes relevantes destas propriedades pos-
suem um tempo de decaimento com uma escala muito menor do que 107% s.(FRENKEL;
SMIT, 1996) Entretanto, existem muitos processos dindmicos 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 dindmico é maior que a escala de tempo de um movimento molecular, em uma
simula¢ado computacional, se pode dizer que este processo é um evento raro.(FRENKEL;
SMIT, 1996; LEINES, 2012) Esta separagao imposta pelas escalas de tempo de relaxagao
e decaimento sao normalmente associadas a barreiras energéticas ou entropicas, que se-
param a trajetéria dindmica do sistema em diferentes estados estaveis, os minimos locais.

Assim, do ponto de vista de uma simulagao de dindmica molecular, podemos definir um
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evento raro como a transicao de um estado A para um estado B através de uma barreira
energética muito grande se comparada a energia térmica do sistema.(FRENKEL; SMIT,

1996; ALLEN; TILDESLEY, 1987) Ou seja, se esta barreira possui um valor E4 ,p, 0

evento sera considerado raro se:

Eig >> kgT (216)

2.3 Coordenadas de reac3do: definindo varidveis coletivas

Os sistemas moleculares, ou biolégicos, estudados por dindmica molecular geral-
mente possuem uma grande dimensionalidade. Sendo assim, o estudo de transi¢des entre
estados nestes sistemas, se utilizados todos os graus de liberdade no espaco de fases, é uma
tarefa de imensa dificuldade. Uma forma de contornar este problema é realizar a redugao
das varidveis envolvidas. Esta reducao pode ser feita através da projecao deste espaco de
fases multidimensional em um espago com poucos parametros geométricos que sao bons
descritores da transi¢do em questao.(LEINES, 2012; LIKOS, 2001) A estes parametros
geométricos se d4 o nome de waridveis coletivas (CV). Desta forma, o espago de fases

['(Q), passa a ser descrito por uma combinagao linear de fungoes de Q:

Q)= iéaizz‘(Q) (2.17)

onde Q € R é o espaco configuracional com d graus de liberdade por particula e N,, é o
numero de variaveis coletivas, sendo N., muito menor que o nimero de graus de liberdade

do sistema.

As varidveis coletivas podem ser parametros simples como comprimento de liga-
¢oes, angulos ou distancias, ou ainda fungoes destes, bem como parametros mais comple-
xos como RMSD ou niimero de coordenagao. Entretanto, o objetivo é o mesmo, ou seja,
ser uma medida dindmica significativa de um processo de transi¢do. Porém, uma CV ttil
nao deve apenas descrever o processo. Esta também, deve possuir um significado de forma

a fazer uma descrigao fisica coerente do processo.(LEINES, 2012)

2.4 Energy e Free energy landscapes

A secao 2.1 mostrou que a evolucao temporal de um sistema classico, se utilizando
a formulacao de Hamilton, é descrita completamente por uma funcao Hamiltoniana, H,
sendo esta funcao representada na Equacao 2.3, como a soma das energias cinética, K, e

potencial, V', do sistema:

HP,Q;t) = K(P;t) + V(Q;1) (2.3)
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onde Q € R ¢ o vetor com as coordenadas generalizadas das particulas evoluindo sob
um potencial V(Q; ).

A superficie de energia do sistema, do inglésenerqgy landscape, ¢ o mapa da energia
potencial de todas as possiveis conformacoes das N particulas do sistema nas dN dimen-
soes (graus de liberdade) do sistema.(FRENKEL, 2013) Desta forma, podemos escrever
que um energy landscape é uma funcio continua f : R — R, onde dN é o ntimero de
graus de liberdade do sistema. Logo o gréafico da energia do sistema serda uma superficie no
espaco R+ (WALES, 2003) Em um nivel fundamental, se pode dizer que esta superficie
de energia potencial determina o ensemble de estruturas, a dindmica e as propriedades
termodindmicas observadas do sistema.(WALES; BOGDAN, 2006; MEZEY, 1987)

O mapa f : R — R terd apenas um minimo global. Porém, poders ter uma
estrutura complexa, com diversos minimos e maximos locais separados por barreiras de
varios tamanhos.(BERENDSEN, 2007) Entretanto, devido a nossa incapacidade de re-
presentar qualquer grafico cujo dominio seja maior que 2, ndo ha forma de visualizarmos
diretamente a topologia de um energy landscape. Desta forma, conforme explicado na
secao 2.3, geralmente descrevemos o estado do sistema por um nimero pequeno de coor-
denadas.(FRENKEL, 2013) Este novo mapa f : R" — R, onde n << dN é denominado

Free energy landscape.

A representacdo da energia potencial do sistema em um conjunto reduzido de
coordenadas pode ter vantagens, principalmente se forem utilizados observaveis fisicos
como coordenadas.(FRENKEL, 2013) Assim, devemos estar interessados na probabilidade
de encontrar o sistema numa regido destas novas coordenadas. Considerando o caso de
uma simples coordenada (), a probabilidade de se encontrar o estado entre ) e Q 4+ dQ é
p(Q)dQ, onde p(Q), que é relacionada com a probabilidade da distribui¢ao de Boltzmann

original do sistema, é dada por:

pQ) = [ [art - arVesp(~pt) 5@~ QUV) (2.18)

onde: Uy ¢ a energia potencial devida as novas coordenadas e § = ICE%T, onde kg é a

constante de Boltzmann e T a temperatura do sistema e Z, a parte configuracional da
funcao de particao:

7 = /---/dr1 cdrY exp(—BV(rY)) (2.19)

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

Desta forma, podemos definir o Free energy landscape como:

F(Q) = —kT In p(Q) (2.20)
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portanto, F'(Q) tem o mesmo papel no novo sistema de coordenadas que V (r") no sistema
de dimensao dN original. O Free energy landscape tera, assim como o energy landscape,
pontos de minimo e maximo, sendo que estes pontos, em fun¢ao da escolha das coorde-
nadas, terdo papel importante na descricao do processo de interesse com a variacao do
valor de (). 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 )" temos que:

oQ
exp(~AF'(Q)) = exp(~5F(Q)| 5 (221)
onde gg,' é o Jacobiano associado com a transformacao do sistema de coordenadas ()

para ('. Desta forma, se pode ver que as barreiras sé terdo 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 razao em que o sistema cruza esta barreira nao depende da escolha das
coordenadas.(FRENKEL, 2013)

2.5 Metadinamica

Os métodos de simulacao por dindmica molecular e Monte Carlo tém grande in-
fluéncia em diversos campos da ciéncia. Entretanto, apesar de seu sucesso estes métodos
sofrem de limitagoes que reduzem sua aplicagao.(ENSING et al., 2005) Uma das maiores
limitagoes, do ponto de vista bioldgico, é a limitada escala de tempo, no caso da dindmica
molecular, ou de amplitude de amostragem do espaco configuracional, no caso do método
de Monte Carlo, que atualmente pode ser alcancada com estas técnicas. Em particular,
esta limitagao dificulta a implementagao destes quando a superficie de energia livre (FES
— do inglés free energy surface) possui diversos minimos locais separados por grandes
barreiras energéticas. (ENSING et al., 2005; LAIO; GERVASIO, 2008)

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

energéticas.

2.5.1 Método

Considerando um sistema descrito por um conjunto de coordenadas generalizadas

microscopicas Q com energia potencial U(Q). Tenha este sistema uma evolugao temporal



Capitulo 2. Simula¢io Computacional de Eventos raros 35

ditada por uma dinamica cuja distribuicao seja canonica a uma dada temperatura 7T,
ou seja, um sistema com nimero de particulas e volume constantes em contato com um

reservatério térmico a temperatura 71" através de uma parede diatérmica.

Seja S um conjunto definido como um conjunto de g fungdes (S;(x;))icf1,q de um
sub-conjunto X das coordenadas microscopicas do sistema ( x; € X C Q, sendo Q C RV

o conjunto de todas as coordenadas do sistema), denominadas varidveis coletivas (CV):
S(X) = {51(x1); -, 99(x) } (2.22)

onde x; é um sub-espaco de R, o conjunto de todas as coordenadas do sistema. O histo-
grama (distribuigao) do conjunto S(X), obtido por uma simulagao de dindmica molecular
¢é dado por:

N(S.t) = /0 " Ses At (2.23)

por construgao N(S,0) = 0. Conforme a se¢ao 2.4 podemos definir a superficie de energia
livre (FES) em func¢do de um conjunto pequeno de varidveis coletivas S(X) e esta serd

dada por:

F(8) = ~T Jim InN (S, 1) (2.24)

Conforme dito acima, a metadindmica ¢ um método de simulagdo que acelera a
amostragem no espago 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)

Va(S,t) = AT In (1 + °"NA(‘;t)) (2.25)

onde w possui dimensao de uma razao energética e AT é uma temperatura.

Como Vg(S,t) é uma fungdo mondétona nao decrescente de N (S, t), ou seja, V t1,ty €
Ry (t1 > ta = Ve(S,t1) > V(S te), implica que o potencial Vi (S, t) adicionado desfa-
vorece as configuracoes que sao mais frequentemente visitadas. Consequentemente, dado
tempo suficiente de evolugao do sistema, este potencial aproxima-se da energia livre do
sistema:(LAIO; GERVASIO, 2008; BARDUCCI; BONOMI; PARRINELLO, 2011)

Jim V5(S, 1) ~ —F(S) (2.26)
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Com o auxilio da equagao 2.25, podemos encontrar a taxa com que Vg(S,t) varia

com o tempo:

0 Vg (S, 1) 0 wN(S,t)
———=AT — (In|1+ ———+ 2.2
ot ot )\ T AT (227)
1 w 0 N(S,t)
= AT ’
wN (St
14+ ﬁ) AT ot
AT w 0 N(S,t)
= AT ’ 2.28
AT +wN(S,t) AT ot ( )
com o auxilio das equagoes 2.23 e 2.25, a equagao 2.28 se torna:
t AT 6 B ACE)
0 VG<S7 ) W S,5(t) = we [ AT }(5575@) (229)

ot AT +wN(S,t)

Desta forma, se substituirmos a funcao delta de Dirac, dg s, na equagao 2.29 por

fungoes gaussianas finitas das g funcdes do conjunto S e utilizarmos a altura, peso, da

. t ’ . -~
gaussiana como w = w exp { — %} Ta, onde 7¢ é o intervalo de tempo de deposicao entre

as gaussianas, chegamos a equacao do potencial metadinamico:

2
T—— i=1 20s;
t'<t

I (Si(xi) — si(t i
Va(S(X),t)= > wexp(—z( ) (t))) (2.30)

onde §s? ¢ a largura da gaussiana para a i-¢sima CV. s;(t) = S;(x;(t)) ¢ o valor dado
pela i-ésima CV no tempo t e s;(t') é o valor da i-ésima CV, no tempo t' < ¢, ou seja,

este termo ¢ o termo que restringe a FES no subespaco das coordenadas de reagao.

Este potencial é calculado apos o cédlculo das forcas devido ao potencial do campo
de forcas no loop da dindmica molecular. E as forcas, G, devido a este potencial, ou seja, a
derivada de Vi (S(X),t) em relacao X, podem ser calculadas pela regra da cadeia (LAIO;
GERVASIO, 2008):

aVG(g)((X)wt) _ Zg; (8%(;0) (%@) —G (2.31)

Estas forcas sdo, entdo, adicionadas as forcas devidas a dindmica do sistema
segundo os métodos padroes de restricdo de dindmica molecular (ALLEN; TILDES-
LEY, 1987, RYCKAERT; CICCOTTI; BERENDSEN, 1977) se adicionando um termo
>S9 Ai(si — sit), onde os \; sdo multiplicadores de Lagrange.(LAIO; PARRINELLO,
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2002) O apendice A mostra como sao calculadas as forgas para as varidveis coletivas
que serao usadas neste trabalho.

A metadindmica permite, portanto, mapear a FFES ao longo da coordenada dese-
jada, que pode ser, no caso da interacao de ligantes com o DNA, o caminho de ligagao da

molécula ao sulco menor do DNA.
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3 METODOLOGIA

Neste capitulo estao descritos os métodos empregados na parte experimental desta

dissertacao.

3.1 Selecdo do complexo DNA:ligante

Foram escolhidos para o estudo de validacao da metodologia de interagao entre
ligantes e DNA via metadindmica 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 dodecimero complementar (5’ —3")CGCAAATTTGCG com os ligantes
netropsina (PDBid: 121D) e corante hoescht 33258 (PDBid: 264D).

De forma a obtermos a estrutura necessaria para realizar a comparagao entre os
valores de dissociacao do hoechst, foi necessaria a construcao 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 parametros topologicos para o dodecamero 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. Entao, estes parametros topoldgicos fo-
ram utilizados para construir a estrutura do DNA de sequéncia (5’—3")CGCTTTAAAGCG

complexado com uma molécula de Hoechst.

3.2 Otimizacao e topologia dos ligantes

Os estados de protonagao dos atomos de nitrogénio dos ligantes foram verificados
com os plugins pKa e Major microspecies da versao on line do programa Marvin, dispo-
nivel em: www.chemaxon.com/marvin/sketch/index.php (Acessado em 02 de setembro de
2013). As curvas de distribuicao das microespécies em fungao do pH foram obtidas com o
plugin pKa com os seguintes dados de entrada: Modo=macro, prefixo dcido/base=estatico,
pK, basico minimo=-10, pK, acido maximo=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-
¢ao/ressonancia. Os hidrogénios foram mantidos explicitos durante o célculo. A espécie
predominante em pH fisiol6gico, pH=7,10, foi obtida obtida pelo plugin Major microspecies,
com as opgoes de se manterem os hidrogénios explicitos e de se obter a forma tautomérica

predominante.
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As estruturas dos ligantes foram otimizadas para o célculo das cargas com o pro-
grama Gaussian 09, revisao Al (FRISCH et al., 2009), com a interface do programa
GaussView, versao 5 (DENNINGTON; KEITH; MILLAM, 2009). As estruturas foram
previamente otimizadas utilizando-se o método semi-empirico 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 auxilio de fungdes de po-
larizacao d. As cargas foram geradas pelo método de populagao de Merz-Singh-Kollman
(SINGH; KOLLMAN, 1984; BESLER; MERZ; KOLLMAN, 1990), sin6nimo das cargas
calculadas pelo esquema de potencial eletrostatico (ESP, do ingléselectrostatic potential),
com 10 camadas de pontos por atomo (keyword do Gaussian: IOp(6/41)=10) e tendo 17
pontos por unidade de drea em cada camada (keyword do Gaussian: IOp(6/42)=17). En-
tao, foi gerado pelo programa Gaussian (keyword do Gaussian: IOp(6/50)=1) um arquivo
de extensao 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 eletrostatico restrito (RESP, do inglésrestrained electrostatic potential)(BAYLY
et al., 1993; CORNELL et al., 1993; CIEPLAK et al., 1995) que foram utilizadas nas

topologias para a dindmica molecular.

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

3.3 Dinamica molecular

As simulagoes 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 forcas AMBER parmbsc0.(PéREZ et al., 2007;
GUY; PIGGOT; KHALID, 2012) As orientagoes iniciais dos complexos foram obtidas
diretamente do servidor Protein Data Bank (PDB).(RCSC, 2013) As estruturas iniciais
foram submetidas a processos de minimizacao de energia, empregando o método steepest
descent e conjugate gradients, respectivamente, com uma tolerancia de 1000 kJ mol~!.
De forma a neutralizar o sistema, foram adicionados ions sédio(1+), no vacuo, de forma
aleatéria. O sistema entao foi submetido a um novo processo de minimizacao de energia,
conforme o passo anterior, e, em seguida, submetido a 0,02 ns de dindmica molecular com
aplicagao de position restraints (cuja constante de forca foi de 1000 kJ mol™" nm~2) por
atomo) na estrutura do acido nucleico de forma a relaxar as fortes interagdes entre fons
e fon-DNA. Os sistemas relaxados foram, entao, solvatados com moléculas de agua, mo-
delo TIP3P(JORGENSEN et al., 1983) e concentracdo fisioldgica, 0,154 mol L', de {ons

cloreto e sédio(1+), com aplicacdo de condigoes periddicas de contorno ctibicas. A seguir,
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os sistemas foram submetidos a um curto periodo, 0,02 ns, de dindmica molecular com
aplicagao de position restraints nas estruturas dos solutos de forma a relaxar as fortes inte-
racOes entre solvente-solvente e solvente-soluto. Estas etapas foram realisadas no ensemble
NPT com o termostato de Nosé-Hoover(NOSE, 1984; HOOVER, 1985) (7=0.1 ps e dez
cadeias) e o barostato de Martyna-Tuckerman-Tobias-Klein (MTTK)(MARTYNA et al.,
1996) (7=0.5 ps). A etapa posterior consistiu em dez etapas de termalizagdo, cada uma
com dois nanossegundos de extensao, em que os sistemas foram levados a 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 simulacoes de dinamica molecular, com extensao de 25 ns, para equilibracao
do sistema no ensemble NPT, com temperatura constante de 310 K (37 °C), se utilizando
o termostato em cadeias de Nosé-Hoover, com pressao 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 reciproco de 108% pontos com interpolagao do
tipo B-spline de quarta ordem, para o calculo das interagoes eletrostaticas. As intera-
¢oes de van der Waals foram calculadas até um raio de corte de 1,30 nm. A integracao
das equagoes do movimento foi realizada com o algoritmo velocity Verlet(SWOPE et al.,

1982), com passo de integracao de 2 fs. A busca de vizinhos foi realizada a cada 50 passos,
100 fs.

3.3.1 Dimensao da caixa de simulacao

O tamanho da caixa de simulacao afeta diretamente a performance da simulacao,
de forma que, quanto maior a caixa, maior o nimero de moléculas e, consequentemente,
maior o nimero de interagoes a serem calculadas. De forma a calibrarmos o tamanho
de caixa ideal para nosso sistema, se realizou uma simulag¢do de dinamica molecular,
onde os parametros de simulacao seguem a se¢ao anterior, em uma caixa onde as paredes
estejam a no minimo 8,0 nm de distancia da estrutura do complexo DNA:ligante. Realizou-
se a preparacao do sistema e, entdao, apdés 500 ps de dindmica 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 simulagao. O afastamento do ligante foi realizado com
um ciclo de dinamicas intercalando o pulling com dinamica molecular, possuindo cada ciclo
uma duragao de 100 ps. Durante os ciclos de pulling, o ligante foi afastado da estrutura

! com uma constante de forca de 500 kJ mol~!

do DNA numa razao de 0,008 nm ps~
nm~2. O tamanho da caixa ideal foi escolhido quando o mapa da energia em funcio da

distancia formou um patamar.

As simulacoes 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 interacoes
de van der Waals, sob a forma de um potencial de Lennard-Jones, e das interacoes eletros-
taticas, 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 distancias e
distancias minimas foram obtidas com os programas g_dist e g_mindist, respectiva-
mente. O nimero 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 analise de contatos entre o DNA e os ligantes a distadncia minima entre
estes. Desta forma, considerou-se como um contato entre o DNA e o ligante toda vez
que a distdncia minima entre os atomos pertencentes ao DNA e ao ligante for menor que

0,6 nm.

3.4 Metadinamica

As simulagoes de metadinamica foram realizadas com o auxilio 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 deposicao das guassianas, 7¢, € do pardmetro w
foram iguais a 2 ps e 0,3 kJ mol ™!, 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, s;, para cada variavel coletiva (CV) foi dada

pela flutuagdo de cada uma destas durante a etapa de equilibrio do sistema.

Para o sistema onde a netropsina atua como o ligante, foram realizadas, apds
a etapa de dinamica molecular para o equilibrio do sistema, ciclos de metadinamicas
retirando e re-docando o ligante ao DNA, de forma a se obter o perfil energético-estrutural
deste mecanismo. A variavel coletiva utilizada para a dissociacao foi a distancia, 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 associagdo, foi necessario
a inclusdo de outra variavel coletiva. Desta forma, se usou conjuntamente com a distancia
o angulo, #, 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 angulo 6 foi restringido no

intervalo [30°, 150°], de forma a evitar a interagdo do ligante com as extremidades do
DNA.

Uma vez que os dados detalhados na secao 3.1 apresentam para os complexos entre

o hoechst 33258 e diferentes sequéncias de DNA apenas dados de constante de dissociacgao,
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Ligante

Figura 3: Varidveis coletivas utilizadas nas metadinamicas de dissociacdo e associacao. a)
Distancia em relagao ao eixo do DNA. b) Angulo entre o COM do ligante e 0 e DNA

para estes sistemas foram rodadas somente metadinamicas de dissociagao. Desta forma,

se usou a mesma variavel coletiva utilizada para a dissociacao da netropsina.
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4 Resultados e discussao

Neste capitulo estao descritos os resultados obtidos devido a aplicacao das técnicas
descritas no Capitulo 3. Nas secOes seguintes estao descritos os dados referentes a escolha
do estado de protonacao dos ligantes Netropsina e Hoechst 33258, bem como a escolha
dos parametros como tamanho da caixa de simulacao. Também estao descritos a escolha
dos parametros para as metadinamicas de dissociacao e associacao, bem como o preparo
dos sistemas e simulagoes de metadinamica para os sistemas contendo a Netropsina e o
Hoechst 33258 como ligante de sulco do DNA.

4.1 Estado de protonacao dos ligantes

4.1.1 Netropsina

A N-(4-(3-amino-3-iminopropilcarbamoil)-1-metil-1 H-pirrol-3-il)-4-(2-guanidinoacetamido)-
1-metil-1 H-pirrol-2-carboxiamida, Figura 4, de nome comercial netropsina ou, ainda, con-
gocidina ou sinanomicina, ¢ um oligopeptidio nao usual contendo anéis N-metil-pirrol que
se liga a moléculas de DNA ricas em sequéncias AT. Esta molécula é formada por: em
uma extremidade, um grupo guanidina (Figura 5), um ntcleo 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.

HN NH,

Figura 4: Netropsina (N-(4-(3-amino-3-iminopropilcarbamoil )-1-metil-1 H-pirrol-3-il)-4-
(2-guanidinoacetamido)-1-metil-1 H-pirrol-2-carboxiamida)
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Figura 5: Grupos propilimidina (esquerda) e guanidina (direita)

Os valores das constantes de ionizagao acida, pK, (para a reacdo [HAH|T = [:AH]
+ [H]"), para os hidrogénios ionizdveis, fornecidos pelo programa pKa, usando a estru-
tura da Figura 4 como entrada, se encontram na Figura 6. Se pode ver que os nitrogénios
iminicos do grupo 2-guanidinoacetamido e do grupo 3-amino-3-iminopropilcarbamoil, pos-
suem valores pK, maiores que 7,10, de forma que estes devem estar protonados, ou seja,
com carga positiva, em meio fisiologico. A Figura 7 traz o diagrama de composi¢ao per-
centual fracionario para as formas protonadas da netropsina, calculadas pelo programa
pKa, a netropsina possui uma unica espécie predominante, bem estabelecida, na faixa
de pH fisiologico, estrutura 1 na Figura 7. Podemos ver que esta estrutura, com carga
formal 24, que possui carga positiva no grupo 2-guanidinoacetamido e no grupo 3-amino-
3-iminopropilcarbamoil, é a tinica que possui percentual significativo em meio fisiologico.
Este estado de protonacao para o grupo guanidina esta de acordo com resultados experi-
mentais obtidos por OLAN et al. que mostrara que o grupo guanidina s6 atinge maiores

estados de protonacao mediante a presenga de acidos fortes.(OLAN et al., 1997)

12,761 -3,690
N\ ¥ -2,210

HN NH, N\

H,N /11,126

1,649 NH

;N O -2152 \NH\<\NI-I
-0,199 l

Figura 6: Valores de pK, para a netropsina.
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Figura 7: Diagrama de composicao percentual fracionaria para a netropsina em meio
fisiolégico.

4.1.2 Hoechst 33258

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

piperazinico, um centro bisbenzimidico e um anel fendlico.

Os valores das constantes de ionizagao dcida, pK,, para a reagdo [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 ( fon 4-(2’-(4-hidroxifenil)-1H,1 HH-2,5’-bibenzo|d]imidazol-6-
il)-1-metilpiperazin-1-io )

o nitrogénio na posi¢ao 1 do anel piperazinico, possui um valor de pK, maior que 7,10
(valor do pH em meio fisiologico), de forma que este nitrogénio deve estar protonado em
ambiente fisiol6gico. Desta forma, em pH 7,10, a forma predominante é o cation 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+.

H
N
7,597 ~ : / OH

Wan' {

H,C—N N

w2

,007

-2,590

Figura 9: Valores de pK, para a molécula de Hoechst 33258

Na Figura 10 estd o diagrama de composicao percentual fracionério, calculados
pelo programa pKa, para as formas protonadas para o Hoechst. Direfente do diagrama
para a netropsina, o diagrama de composicao fracionaria para o Hoechst nao possui apenas
uma espécie em pH igual a 7,10. Para o valor de pH fisiolégico (7,10), existem trés espécies
possiveis 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
simulagoes de metadinamica, se optou por realizar as simulagoes com a espécie majoritaria

em meio fisiologico, ou seja, a estrutura 1 da Figura 10.
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Figura 10: Diagrama de composicao percentual fracionaria para o Hoechst em meio

fisiolégico.

4.2 Calibracao do tamanho da caixa

Realizou-se o afastamento da netropsina, conforme a subsecao 3.3.1, de forma a

determinarmos o tamanho ideal da caixa para as simulagoes de metadindmica. Uma vez

que estavamos interessados apenas no perfil energético da simulacdo, nao foi realizado,

nesta etapa, a termalizacdo do sistema. Em vez disto, foi realizado uma simulacao de
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dindmica molecular com duracao de 500 ps, a 310 K, de forma a preparar o sistema para
os ciclos de afastamento do ligante. Foram realizados trés ciclos de pulling com 100 ps cada,
de forma que a distancia maxima do ligante foi de aproximadamente 7 nm. Nos intervalos
entre os ciclos, o sistema foi deixado relaxar durante 100 ps de dindmica molecular. Nas
se¢bes em sequéncia serd discutido o perfil energético em relacao a distancia entre o DNA
e o Ligante, chegando ao final destas, assim, ao tamanho da caixa que foi utilizada nas

simulacoes de metadinamica.

42.1 Complexo DNA:Netropsina

Conforme a subsecao 3.3.1, a caixa de simulacao foi construida de forma que suas
paredes estejam no minimo a 8,0 nm de distancia da estrutura do complexo DNA:ligante.
Desta forma, foi gerada, para este sistema, uma caixa ctibica 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 a maior dimensao do DNA, e com o DNA

centrado na caixa, com a posicao do ligante ao final dos trés ciclos de pulling.

#

20,501 nm

(a) (b)

Figura 11: Poses do ligante Netropsina em relagio ao DNA durante o pulling. a) Visao
da caixa paralela ao eixo z. b) Aproximacao 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 distdncia minima 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 distdncia minima
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 grafico do nimero 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 distancia as interacoes

de van der Waals e eletrostaticas se tornavam despreziveis, se realizou o monitoramento
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Figura 12: Numero de contatos entre DNA e a molécula de Netropsina em func¢ao da
distancia entre seus centros de massas

do potencial de Lennard-Jones, que possui contribuicoes atrativas (i.e. negativas, de dis-
persao) e repulsivas (i.e. positivas, repulsao de Pauli), e do potencial de Coulomb (eletros-
tatico) entre a molécula de DNA e a molécula de netropsina. Na Figura 13 se encontra o
grafico da energia de Coulomb short-range em funcao do afastamento do centro de massas
do ligante do centro de massas do DNA. Pode-se ver que a energia, no espaco real, se
torna zero quando o COM da netropsina esta afastado, aproximadamente, 3,000 nm do
COM do DNA.
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Figura 13: Interacao 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 interacao de Coulomb short-range é calculada; 2) Como sao truncadas

as interacoes de curto alcance.

A energia eletrostatica 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 Apéndice B se encontra uma breve formulagao
deste método. Um vez que estas interacoes sao calculadas por PME, a energia de Cou-

lomb short-range, ou seja a parcela da energia de Coulomb que é calculada no espago real,

¢é dada por:
erfc(frijn)
Vair = = ZZZZZQZQJ - - (41)
Tijn
onde f = ;, N ¢é o numero total de particulas, n = (n;,nz,nz) ¢ o indice do vetor

da caixa, § é um parametro de ponderacao relativa entre a soma nos espacgos direto e
reciproco, ¢; e g; ¢ a carga das particulas i e j, respectivamente, erfc ¢ a funcao de erro
complementar (erfc = 1—erf) e r;; , é a distancia real entre as particulas i e j. O asterisco

indica que quando n = 0, os termos ¢ = jJ sdo omitidos.

Porém, em uma simulacao de dindmica molecular, o indice j na Equacao 4.1 nao
corre sobre todas as particulas diferentes da particula 4, pois isto levaria a um grande
esfor¢o computacional. De forma a tornar o calculo eficiente, as interagdes nao ligantes
(nao apenas as interagoes de Coulomb, mas também as de van der Waals) sao calculadas
entre os pares i4,j, para os quais a distancia r;; entre 7 e a imagem mais préxima de j é
menor que um raio de corte, r.. De forma a aumentar a eficiéncia, é empregada, ainda,
uma outra restricdo, a denominada "pesquisa de vizinhos', do inglés Neighbor searching.
Desta forma, seja, (@;)icq1,.n,3 0 conjunto de d&tomos de uma molécula genérica, este pode
ser representado como a uniao de g subconjuntos: A = UJ_, ax, onde a soma das cargas
atomicas dentro de cada subconjunto é zero. Com esta definicao, se a distancia da imagem
mais proxima entre os centros geométricos de dois grupos de carga é menor que o raio de

corte todos os atomos pertencentes a este grupo serao incluidos na lista de pares.

Com isto, seja A = (@i)icf1,.na} € B = (bj)jef1,..np} 0 conjunto de dtomos da molé-
cula de DNA e do ligante, respectivamente, de forma que A#B. Sejam A e B, decompostos
em g e h grupos de carga, respectivamente, de forma que: A = |Jj_; ar e B = Uf‘zl b. A
energia referente a interacao de Coulomb, e van der Waals s6 serd zero quando a menor
distancia entre os centros geométricos dos g grupos de carga e a imagem mais proxima
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 espago real, tendera a zero quando a distancia
minima entre a molécula de DNA e do ligante for maior que o raio utilizado para truncar

as interagoes de Coulomb, 7.y;.

Conforme secao 3.3, o raio utilizado para truncar as interagoes de Coulomb foi
de 1,3 nm, de forma que, quando a menor distancia entre qualquer atomo do DNA e
qualquer atomo da netropsina for maior que 1,3 nm, a energia desta interagao tendera a
zero. Na Figura 14 podemos ver que a distancia minima 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.
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Figura 14: Distancia minima entre o DNA e a Netropsina em funcao da distancia entre
os centros de massas durante o pulling

Pode-se ver no grafico para a energia de Coulomb short-range, Figura 13, que,
no intervalo de 2,0 nm a aproximadamente 3,0 nm, hd uma quebra no aumento gradual
de energia com o aumento da distancia entre os centros de massa. Este comportamento
se deve a rotacdo da molécula do ligante sobre seu centro de massas. Podemos ver na
Figura 15 as posi¢des da netropsina relativas a posigao inicial da netropsina durante os
ciclos de pulling. Constata-se que, durante esta etapa, o ligante gira no espago de forma
o orientar seu grupo guanidina em direcao ao DNA. Desta forma o grupo guanidida, que
possui uma carga formal 14, diminui a distancia em relacdo a molécula de DNA e, com

isto, conforme a Equacao 4.1 a energia tendera a diminuir.

Figura 15: Posicao 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 grafico da energia de interacao de Lennard-Jones short-range

entre o DNA e a netropsina. Nesta se pode ver o mesmo comportamento apresentado nos
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graficos de energia anteriores, ou seja, a energia tende a zero quando o centro de massas do
ligante esta a uma distancia de aproximadamente 3,0 nm do centro de massas da molécula
de DNA. O fato de nao se observar, para a interagdo de Lennard-Jones (LJ), o mesmo
comportamento que a interacao de Coulomb, no intervalo de 2,0 nm a aproximadamente
3,0 nm, se deve ao seu alcance. Uma vez que a interacao de Coulomb é proporcional a
1/r, a interacao atrativa de Lennard-Jones é proporcional a 1/r® adimitindo-se a forma
12-6 deste potencial. Desta forma, se duas particulas se encontram a uma distancia inicial
x, e posteriomente estao afastadas por um fator de 10, sua interacao de Coulomb sera 10
vezes menor, enquanto que a interacao de LJ serd 10° vezes menor. Logo, uma pequena
aproximacao devida a rotagdo sobre o centro de massas nao altera significativamente a
energia de interacao de Lennard-Jones, uma vez que esta rotagao nao influencia os atomos

dentro do raio determinado para truncar as interagoes.
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Figura 16: Interacdo de Lennard-Jones short-range para o complexo entre o DNA e a
Netropsina durante o pulling

Como se utilizou o método Particle Mesh Fwald para as interacoes de Coulomb,
nao foi possivel estudar estas interagoes de longo alcance, pois estas sao calculadas no
espaco reciproco e nao podem ser decompostas em grupos. E, como o parametro r_list
foi definido igual ao raio de corte de van der Waals, as interacoes de Lennard-Jones
também nao foram possiveis de se estudar, pois o GROMACS nao dé estas interagdes como

output para esta configuracao.

4.2.2 Tamanho da caixa

Os resultados obtidos na subse¢ao 4.2.1, mostram que a energia de interacao entre
ligante e DNA depende da escolha dos raios de corte utilizados para truncar os pares
de particulas, entre os quais as interagoes sao calculadas. Isto vem da constatacao que a

energia s6 se torna zero quando a distancia minima entre ligante e DNA se torna maior
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que o raio de corte estipulado. A subsecao 4.2.1 mostra, também, a importancia de se
considerar a rotagao da molécula sobre seu centro de massas na escolha do tamanho da
caixa. Deve-se considerar isto pois, durante a metadinamica, o ligante tera total liberdade

de rotacao.

Em estudo anterior, Souza e Ornstein (1997) haviam mostrado que uma camada
de moléculas de agua de no minimo 0,5 nm de didmetro é necessaria para se reproduzir
a estrutura global e dindmica em solu¢do 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 a
periodicidade no método PME se mostram despreziveis a temperatura ambiente e acima
desta. Smith e Pettitt (1996) mostraram também que, estes artefatos, ndao sao signifi-
cativos com a variagdo do tamanho da caixa.(SMITH; PETTITT, 1996) Desta forma,
o tamanho da caixa, utilizado nas simulagoes de metadinamica, foi escolhido, conforme
os valores da subsecao 4.2.1, de forma que haja distancia 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 construidos de forma que as paredes da caixa se

encontrem no minimo a 4,0 nm do complexo DNA:Ligante.

Conforme os dados apresentados na subsecao 4.2.1, uma vez que, do ponto de vista
classico, nao ha mais interagoes nao ligantes entre o DNA e o ligante, o uso da distancia
de 4,0 nm como uma aproximagao de um estado de separacao infinita entre DNA e ligante

é justificado.

4.3 Metadinamicas

Nesta secao serao apresentados os dados referentes as metadinamicas de dissoci-
acao e associacao, em relacdo ao DNA, da Netropsina, bem como os dados referentes a

dissociagao, em relacao ao DNA, do Hoechst.

4.3.1 Netropsina
4.3.1.1 Termalizacdo e equilibracdo dos sistemas

Conforme a se¢ao 3.3, realizaram-se etapas de dindmica molecular com a intengao
de se equilibrar o sistema na temperatura de 310 K. Isto foi alcancado realizando dez
simulagoes de DM com 2 ns de extensao nas quais a temperatura foi sendo aumentada
gradualmente, 29 K por simulagdo, até o sistema alcancar 310 K. Apds esta etapa de

aquecimento, o sistema foi equilibrado por mais 25 ns, a 310 K.

Em uma simulagao de dinamica molecular, principalmente as de sistemas biolo-

gicos, o nimero de graus de liberdade que descrevem o sistema é da ordem de 10% a
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10%, ou ainda maiores. Uma vez que o comportamento destes graus de liberdade possui
caracteristicas variadas, de harmonicas a caoticas, as superficies energéticas que definem
estes sistemas sao, de fato, superficies de topologia muito acidentada, com vales e picos de
varias profundidades e alturas, respectivamente.(GUNSTEREN et al., 2006) Desta forma,
a procura por um minimo global deve ser feita com cautela. Se deve ter em mente que
o estado de um sistema nao pode ser descrito por apenas um minimo local, mas sim por
um ensemble de configuragdes de uma regiao de minimo. Assim, mesmo que possamos ver
uma tendéncia a um patamar para uma determinada fun¢do de uma propriedade do sis-
tema, nao podemos esperar que o sistema tenha alcancado um minimo global, e sim, que
este alcangou um minimo local. Genheden e Ryde (2012) mostraram para proteinas, que
as simulac¢oes de dinamica molecular ndo devem alcancar um minimo global, sendo que,
dado tempo suficiente, o sistema tendera a visitar outros minimos locais.(GENHEDEN;
RYDE, 2012)

A Figura 17 e a Figura 18 (Pagina 57) mostram os dados de energia eletrostatica
(como energia de Coulomb no espago real) e de van der Waals, respectivamente, para as
etapas de aquecimento e equilibracao. Conforme as explicagoes dadas na subsecao 4.2.1 as
interacoes do tipo Coulomb sdao muito mais sensiveis a conformacao do ligante. Este fato
esta novamente evidenciado na Figura 17, que mostra um comportamento acentuadamente
mais erratico do que o mostrado para a interacao de van der Waals. Entretanto, se pode
ver que nos ultimos 10 ns da etapa de equilibracdo, esta interacdo forma um patamar
com uma flutuagdo aparentemente constante, e desta forma, se considerou que o sistema
estava em um minimo local. Este comportamento também foi observado para a interacao

de van der Waals.
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Figura 17: Interacoes eletrostaticas entre o DNA e a netropsina (como interagoes de
Coulomb no espago real) para a etapa de aquecimento e equilibragao do sistema. A linha
escura indica a média a cada 100 ps

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

tempos de relaxagao.(GUNSTEREN et al., 2006) Desta forma, é conveniente observarmos
o comportamento das propriedades do sistema que serao utilizadas como varidveis coletivas
nas simulagdes de Metadindmica. A Figura 19 e a Figura 20 (Pagina 58) mostram os
valores das variaveis coletivas definidas na secao 3.4. Se pode ver que, tanto a distancia
entre a netropsina e o eixo do DNA quanto o angulo formado por estes nao variam muito
durante o periodo de equilibracao do sistema, de modo que podemos considerar que o
sistema estd, em relagdo a estas duas propriedades, de fato em um minimo local bem

definido.
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Figura 19: Variacao da distancia do eixo do DNA (referente aos 4 residuos centrais) em
relagao ao centro de massa da netropsina durante os 25 ns de equilibragao do sistema.
Linha sélida: médias em janelas de 0,1 ns; Linha pontilhada: valores reais.



Capitulo 4. Resultados e discussao 58

—_
o0
T T

—_
=)

Angulo/radiano
N

—_
[

L T
|

oo pow g % g% | g4 p g g 9 ¥ g% g pow
o 5 10 15 20 25
Tempo/ns

Figura 20: Variagao do angulo 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 equilibragao do sistema. Linha solida: médias em janelas de 0,1 ns;
Linha pontilhada: valores reais.

4.3.1.2 Parametros para metadinamica

A escolha dos parametros para as simulagoes de metadinamica nao é nada tri-
vial. Segundo a Equacao 2.30, devemos estabelecer os valores do tempo de deposicao das
gaussianas, 74, a largura e altura da gaussiana para cada CV, s e w, respectivamente.
Os parametros w e 7¢ 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 7¢=2 ps e w=0,30 kJ mol~! e se realizou metadindmicas com 10 ns de exten-
sao para se estabelecer qual é o melhor valor para o parametro s para as duas variaveis

coletivas descritas na secao 3.4.

Para a estimativa do melhor valor de s para as metadinamicas de dissociacao,
onde a variavel coletiva utilizada foi a distdncia 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 trés simulagoes de metadindmica com 10 ns de extensao, 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 utilizacao de 1/3 da flutuagao do
valor da variavel coletiva durante a etapa de equilibragao do sistema como valor para s, a
flutuacao desta varidvel, cujo comportamento é mostrado na Figura 19 (Pagina 57), é de
0,0174 nm. Os dois tltimos valores foram utilizados por Vargiu et al. (2008a) em trabalho

semelhante.

Durante a simulacao rodada com s=0,006 nm, a netropsina permaneceu ligada
durante todos os 10 ns simulados, mostrando que a recomendagao da utilizagao de 1/3

da flutuacao ¢é apenas um indicativo, e nao uma regra fundamental. Nas simulagoes com
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Figura 21: Perfil energético para o desacoplamento da netropsina do sulco menor do DNA
por metadinamica para dois valores de sg4

valores de s iguais a 0,030 nm e 0,050 nm, respectivamente, houve o desacoplamento do
ligante. Os perfis energéticos para estas duas simulagoes sdao mostrados na Figura 21.
Se pode ver que, apesar de que nas duas simulagoes o ligante se dissociou, a simulagao
com s=0,030 nm possui um melhor detalhamento da superficie de energia livre, fato ja
esperado pois o valor de s esta diretamente relacionado com a restricio do espago de
fases amostrado, sendo que, quanto maior este valor, mais o espaco ¢ amostrado de forma
cega. Este valor da largura de gaussiana, conforme sera discutido na subsecao 4.3.1.3,
também demonstra uma boa concordancia em termos energéticos do processo com o0s
valores experimentais. Uma vez que a escolha do valor de s possui um compromisso entre
factibilidade e acurécia, escolher um menor valor de s que leve ao evento de dissociacao
dentro de um tempo hébil de simulagao, mas que possua uma boa amostragem do espago
de fases se torna imperativo. Desta forma, para as simulagoes de saida do ligante, optou-se

pela utilizacao de s=0,030 nm.

Uma vez que se realizou a calibracao dos parametros para a metadindmica de
dissociagao, a partir do ultimo frame da simulacao de dissociacao, realizamos uma meta-
dinamica de associacao, com os mesmos parametros que para a dissociacao, com a adicao
de um potencial, cuja constante de forca é de 1000 kJ mol~!, para restringir a distancia
maxima em 4 nm, de forma que o ligante nao se afastasse mais do DNA. Porém, esta
metodologia nao levou a um resultado confidvel, uma vez que, como pode ser visto na
Figura 22 (Péagina 60), a aproximagao do ligante resultou na quebra da interagao entre
diversos pares de base do DNA e, também, em ultima ocorréncia, interagiu com a parte
inferior do DNA (extremidade 3’ ou pares de base 12-13), Figura 22.

Desta forma, foi introduzido o angulo entre o COM do ligante, o COM do DNA

e o0 COM do par de bases 1-24 do DNA como varidvel coletiva, com um valor de sa,guio
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Figura 22: Estruturas durante metadinamica de entrada da molécula de netropsina usando
o pardmetro s=0,03 nm. a) DNA com estrutura quebrada. b) Posi¢ao 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 flutuagao (0,2 rad) apresentada na Figura 20, com adngulo definido segundo
a secao 3.4. Realizamos a restricdo desta variavel coletiva entre 1,2 rad e 1,7 rad (69°
e 97°), valores aproximados da amplitude que o ligante apresentou durante a etapa de
equilibracdo do sistema, Figura 20, e com constante de forca de 1000 kJ mol™!. Desta
forma o ligante estaria restringido a interagir com os pares de base do corpo do DNA e
nao com suas extremidades. Assim, com o emprego deste método, a netropsina interagiu
com o sulco menor do DNA. Entretanto, como mostra a Figura 23 (Pégina 60), o ligante

acabou por desestruturar o DNA.

Figura 23: Estrutura durante a metadinamica de entrada da netropsina usando os pa-
rametros: 54=0,03 nm e Sanguo=0,2 rad. Legenda: Adenina - azul; Timina - vermelho;
Guanina - verde; e Citosina - ciano.

Como o parametro s, ou seja, a largura das gaussianas, tem relagdo com a veloci-
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dade de amostragem do espacgo de fases, resolvemos diminuir o valor de sgs de 0,03 nm
para 0,02 nm. Desta forma, a aproximacao da netropsina se deu de forma mais livre e,

assim, conseguiu-se obter a associacdo da netropsina com o sulco menor do DNA.

4.3.1.3 Metadinamicas de dissociacdo

A netropsina é um ligante de DNA que se liga ao sulco menor. Ela se liga pre-
ferencialmente a regides ricas em pares de bases ATy 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 ligagdo 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 sao necessarios dois parametros para se ajustar uma curva aos dados termodina-
micos (energia livre de ligagdo, AG, entalpia, AH, e entropia, AS) para a formagao do
complexo entre DNA e netropsina. Estudos mostram que a variagdo nos valores de AG
e AH para os complexos I e II é consistente com o aprisionamento de uma molécula de
agua 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 ligacio iguais a -43.51 kJ mol™! e -34.35 kJ mol™! , para o
complexo I e II, respectivamente (Dados de Lewis et al. (2011)). Sendo que, destes dois

complexos, o complexo II devera ter moléculas de agua presas entre o DNA e a netropsina.

Realizou-se simulagoes de metadindmica conforme a secao 3.4 de forma a afas-
tarmos a netropsina do DNA. O sistema foi simulado até que a netropsina ultrapassou
4 nm de distancia do eixo do DNA. Quando a netropsina se encontrou a 4 nm de dis-
tancia do DNA, realizou-se entdo, uma simulacao de metadindmica até que o centro de
massas (COM) da netropsina estivesse a 0,3 nm de distancia do eixo do DNA. Este valor
para a distancia foi escolhida pois é o valor desta distancia na estrutura cristalografica e,
porque para valores menores que este o ligante intercala. Apds a netropsina estar ligada
novamente ao DNA, se realizou uma simulacao de dindmica molecular com a extensao de
10 ns e, entao, se repetiu o processo de afastamento e aproximacao novamente, perfazendo,

assim, duas dissociagoes e duas associacoes.

A Figura 24a (Pagina 62) e a Figura 24b (Pagina 62) mostram o perfil de energia
livre para a primeira e segunda dissociacoes, respectivamente, da netropsina do DNA.
Estes perfis foram escalados de forma que a 4 nm de distancia entre o centro de massas
da netropsina e o eixo do DNA a energia livre seja igual a zero. Conforme a se¢io 4.2,
ainda hé interacoes do tipo eletrostaticas e de van der Waals até que a netropsina esteja
afastada do DNA por uma distancia inferior a 4 nm. Segundo os perfis para a dissociagao,

a energia livre necessaria para o afastamento realmente tende a zero dentro deste limite.
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De fato, para a primeira dissociagao, Figura 24a, a energia livre necessaria 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 dissociacao diferem quanto
ao numero de minimos locais. Enquanto que para a primeira dissociacao, existem trés
minimos locais, D;1, D12 e D3, para a segunda dissociacao ha apenas dois, Dyl e D52.
Para a primeira simulagao de dissociacao, os trés minimos locais D1, D12 e D3 estao
localizados a distancias de 0,43 nm, 0,65 nm e 1,08 nm, respectivamente, e possuem
energias livres absolutas, com relacdo a distancia de 4 nm, iguais a -64,29 kJ mol™!, -
40,81 kJ mol~! e -33,80 kJ mol ™!, respectivamente. Os minimos Dyl e D52, referentes
a segunda simulacao de dissociagao, se encontram em distancias de 0,61 nm e 1,02 nm,

respectivamente, com energias livres absolutas iguas a -66,78 kJ mol™! e -41,46 kJ mol !,

respectivamente.
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Figura 24: Perfis de energia livre para a dissociagao da netropsina do DNA. a) Perfil refe-
rente a primeira metadindmica de dissocia¢do. b) Perfil referente a segunda metadindmica
de dissociacao.

Comparando os perfis de energia livre para a primeira e segunda dissociagdo mos-
trados na Figura 24a e a Figura 24b, respectivamente, e os dados acerca dos minimos
locais descritos no paragrafo acima, se pode constatar que os minimos D2 e D51, bem
como os minimos D13 e D52, estao situados a distancias comparaveis nos dois perfis. Me-
didas a meia altura de cada poc¢o, os minimos locais D{2 e D51 se situam no intervalo de
0,62 nm a 0,67 nm e 0,49 nm a 0,78 nm, respectivamente, de forma que estes dois pocos
de minimo devem corresponder a um conjunto de configuragoes semelhantes do sistema.
O mesmo ¢ valido para os minimos locais D13 e D2, que se situam, medidos a meia altura

do poco, no intervalo de 0,96 nm a 1,16 nm e 0,90 nm a 1,11 nm, respectivamente.

Os minimos locais D12 e D51, ou seja o segundo minimo local para a primeira

dissociagao e o primeiro minimo local para a segunda dissociacao, estao em distancias
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comparaveis. Entretanto, suas energias livres absolutas nao estdo em correspondéncia.
De fato, a diferenca de energia livre absoluta entre os minimos locais D12 e Dol é de
25,97 kJ mol~!. Em termos de energia livre, o minimo local D;1 esta mais em correspon-
dencia com o minimo Dy1. A diferenca de energia livre absoluta entre os minimos locais
D;1 e Dyl é de 2,49 kJ mol™!, cerca de dez vezes menor que a diferenca de energia livre

entre os minimos locais D2 e Ds1.

Para entendermos esta discrepancia nos perfis energéticos devemos olhar para o
sistema. A Figura 25 (Pagina 63) mostra as estruturas correspondentes aos minimos locais
D1, D12 e D43, referentes a primeira metadindmica de dissociacdo. Se pode ver que na
Figura 25a, correspondente ao minimo D41, a netropsina se encontra totalmente ligada ao
sulco menor do DNA. Se pode ver na Figura 25b que o minimo local D2 possui algumas
moléculas de dgua entre a netropsina e o DNA. Neste minimo, se pode ver, ainda, que
a netropsina nao estd mais completamente ligada ao sulco menor do DNA, sendo que o
lado referente a guanidina ja se encontra em processo de desacoplamento do sulco menor.
O minimo local D13 (Figura 25¢) ja se apresenta com a netropsina praticamente toda
desacoplada do sulco menor do DNA, sendo que a netropsina estd ligada ao sulco menor

apenas pela sua por¢ao imidina.

b)

Figura 25: Estruturas para os minimos locais durante a primeira metadinamica de disso-
ciagdo da netropsina: a) D11; b) D;2; ¢) D;3. Legenda: Adenina - azul; Timina - vermelho;
Guanina - verde; e Citosina - magenta.

A Figura 26 (Pagina 64) mostra as estruturas referentes aos minimos locais pre-
sentes no perfil energético da segunda simulagao de dissociagao. Ao contrario da primeira
simulagao de dissociagao, que teve como estrutura inicial a estrutura cristalografica do
complexo DNA:netropsina, esta segunda metadindmica de dissociacdo teve como estru-
tura inicial a estrutura final, equilibrada por 10 ns de DM, da primeira simulacao de
metadinamica de associacao, simulacao esta que sera abordada adiante na proxima secao.
Desta forma, como podemos ver na Figura 26a, o primeiro minimo local desta simulacao

de dissociacao possui duas moléculas de dgua entre a netropsina e o DNA. Se pode ver
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também na Figura 26a que ambas as extremidades da netropsina estao ligadas ao sulco
menor. De forma semelhante ao minimo local D13, o minimo local D52 esta ligado apenas

pela extremidade da netropsina que possui o grupo imidina.

Desta forma, se admitirmos que dissociacao e associagdo possuem o mesmo meca-
nismo, se pode ver claramente que o complexo I observado experimentalmente corresponde
aos minimos locais D13 e D52 da primeira e segunda simulagoes de dissociacao, respec-
tivamente. A energia livrte do minimo local D;3 difere, em maédulo, 9,71 kJ mol~! do
valor experimental para o complexo I, enquanto que a energia livre referente ao minimo
local D52 difere em 2,05 kJ mol~!. Os dados publicados por LEWIS et al. s6 apresentam
erro experimental para os dados de entalpia. Assumindo que o erro para a entropia seja
0 mesmo que para a entalpia, o erro experimental para a energia livre de formacao do
complexo I é de 2,0 kJ mol~!, de forma a diferenca para o valor para o minimo local D52
esta dentro do erro experimental. O desvio na energia livre para o minimo local D3 esta
fora da faixa de erro experimental. Se levarmos em consideragdo que, no complexo I, as
estruturas referentes aos minimos locais D13 e D52 mostram a netropsina ligada apenas
por uma extremidade ao sulco menor e que este modo de ligacao leva a grande liberdade
conformacional para sua outra extremidade e, portanto, levando assim a uma grande pos-
sibilidade de estruturas, existe, entao, uma grande imprecisao na determinacao de uma
estrutura de minimo. Desta forma, a metadinamica pode nao ter amostrado o minimo
local referente ao complexo I corretamente, de forma que a estrutura exata com a energia

livre igual a energia livre do complexo I experimental pode nao ter sido amostrada.

a)

Figura 26: Estruturas para os minimos locais durante a segunda metadinamica de dis-
sociagdo da netropsina: a) Dol; b) D92, Legenda: Adenina - azul; Timina - vermelho;
Guanina - verde; e Citosina - ciano.

A associagdo dos minimos locais D13 e Dy2 ao complexo I observado experimen-

talmente foi, de certo modo, facil de se fazer. Entretanto, a associacdo que qual minimo
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local representa o complexo Il nao é de forma alguma trivial e deve ser feita de modo
cuidadoso. Para realizarmos esta atribuicao, admitindo que dissociacao e associagdo pos-
suem o mesmo mecanismo, devemos ter em mente como explicar a diferenca de energia
livre entre os dados experimentais e os valores associados aos minimos locais D11, D2 e
Dol.

Os dados apresentados por LEWIS et al. se referem a energias de associagdo. Como
definimos a energia livre como zero quando a netropsina esta afastada 4 nm do DNA e
assumindo que a aproximacao da netropsina ao DNA seja uma interacao favorecida, de-
vemos esperar que ocorra a diminuicdo da energia livre com este processo. Admitindo,
também, que a formacao 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 necessaria para a for-
macao do complexo I é, portanto, igual a energia absoluta dos minimos locais D13 e D52
apresentadas na Figura 24a e Figura 24b, respectivamente. Entretanto, a energia livre ab-
soluta, medida pela metadinamica de dissociacao, para os minimos locais D11, D12 e D51
nao devem corresponder a energia livre experimental para o complexo II, e sim a soma
das energias livres necessarias para formarmos o complexo I a partir de uma separacao
infinita com a energia livre necessaria para formarmos o complexo II a partir do complexo
I. Desta forma, a energia livre para a formagao do complexo II para a primeira e segunda
metadinamica de dissociacao sao -30,49 kJ mol~! e -25,32 kJ mol~! para os minimos D;1

e D1, respectivamente.

Porém, estes valores nao estao em total acordo com os valores experimentais pu-
blicados por LEWIS et al.. De fato, o erro experimental para a determinagdao da energia
livre para a formacao do complexo II publicados por LEWIS et al. é de aproximadamente
+4.9 kJ mol~! e, com isso, o valor obtido para o minimo local D;1 esta dentro do erro
experimental, entretanto, o valor para o minimo local D51 esta claramente longe do valor

experimental de -34,35 kJ mol .

Estes desvios nos valores da energia livre atribuidos aos complexos I e II podem
ser atribuidos a trés fatores. O primeiro deles é justamente a descricdo da funcgao de
energia livre multidimensional, o energy landscape, como uma fun¢ao de um nimero menor
de variaveis, neste caso apenas uma dimensao. Desta forma, embora a variavel coletiva
escolhida seja significativa do ponto de vista tedrico, muitos estados que no espago de
energia livre multidimensional sejam distintos entre si, em um espaco reduzido passam,

entao, a nao ser mais distintos.

Os outros dois motivos podem ser as nossas premissas de que associacao e dis-
sociagao sejam processos simétricos e que o mecanismo de associacao ocorra em duas
etapas, e ndo como duas estruturas competitivas. De fato, a premissa de que a associagao
e dissociacao sao processos simétricos nao ¢ verdadeira. Esta afirmacao ficarda evidende

na subsecao 4.3.1.4 que descrevera as simula¢oes de metadinamica de associagao. A sub-
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secao 4.3.1.4, conjuntamente com os dados apresentados nesta se¢do, mostram que é

plausivel afirmar que o mecanismo de associacao ocorre, de fato, em duas etapas.

Embora os valores de energia livre correspondentes aos complexos I e II obtidos
pelas metadinamicas de dissociagao possuam um desvio daqueles obtidos experimental-
mente, as metadindmicas de dissociacao se mostraram bastante fiéis ao modelo de dois
modos de ligagdo para a netropsina, proposto conforme as observagoes experimentais. De
fato, os desvios dos valores de energia livre encontrados para a formacao dos complexos I
e II estao dentro ou proximos ao erro experimental, sendo que a analise estrutural revela

dois modos de ligacao distintos.

A préxima secao tratara das metadinamicas de associacdo. Nela serd tratado os
perfis energéticos referentes ao mecanismo de associagdo e serd discutida sua assimetria
com relacao a dissociagao. Sera abordada também a presenca de uma molécula de agua

entre a netropsina e o DNA, conforme a estrutura inicial para a segunda dissociacao.

4.3.1.4 Metadinamicas de Associacdo

Com o intuito de se validar a hipétese da simetria entre os processos de dissociacao
e associagao (histerese) e, também, obter dados mais precisos quanto a energia livre dos
minimos locais discutidos na secao anterior, apos cada simulacao de metadinamica de
dissociagao, foi realizada uma metadindmica de associagao. Os sistemas foram simulados
por metadindmica até que o centro de massas (COM) da netropsina estivesse a uma
distancia de 0,3 nm do eixo do DNA. Foi utilizada esta distdncia pois a partir desta, a

netropsina comeca a intercalar na estrutura do DNA.

Na Figura 27 e na Figura 28 (Pdgina 67) se encontram as superficies de energia
livre para o processo de associacao da netropsina ao DNA para a primeira e segunda
simulagoes de metadindmica, respectivamente. Se pode ver que as superficies de energia
live para as associacoes, devido a sua maior dimensionalidade, sdo mais complexas e
com maior nimero de minimos locais que as superficies para a dissociacao. A superficie
correspondente a primeira metadinamica de associacao, Figura 27, possui trés minimos
locais, enquanto que a superficie de energia livre correspondente a segunda metadinamica
de associacao possui cinco minimos locais. Se pode ver também que os caminhos de menor
energia livre entre os minimos, tracado vermelho na Figura 27 e na Figura 28, possuem,
aparentemente, formas diferentes. Sendo que para a segunda metadinamica de dissociacgao

ele parece ser mais direto.

A superficie de energia livre correspondente a primeira metadinamica de associa-
¢ao, Figura 27, apresenta trés minimos locais, denominados A1, A12 e A3, 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, AG, igual a -9,65 kJ mol™!, -28,69 kJ mol~! e -

47,91 kJ mol~!, respectivamente. A Figura 29 (Pdgina 68) mostra o perfil de energia livre
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Figura 27: Superficie de energia livre para a primeira metadindmica de associacao da
netropsina. O caminho em vermelho representa o caminho de menor energia entre os
minimos locais. A escala esta em kJ mol~!. Cada curva de nivel tem energia entre 2 e
5 kJ mol 1.

sobre o caminho de menor energia livre na superficie de energia livre da primeira metadi-
namica de associacao. Se pode ver a semelhanca entre este perfil e aqueles apresentados
na Figura 24a e b, tanto na forma como na posicao (i.e. distdncia do COM da netropsina

para o eixo do DNA) dos minimos locais.
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Figura 28: Superficie de energia livre para a segunda metadinamica de associacao da
netropsina. O caminho em vermelho representa o caminho de menor energia entre os
minimos locais. A escala esta em kJ mol~!. Cada curva de nivel tem energia entre 2 e
5 kJ mol 1.

Diferentemente da superficie de energia livre para a primeira simula¢do de asso-
ciacao, a superficie de energia livre para a segunda associagao apresentou cinco minimos
locais, denominados Asl, As2, A23, Asd; e Asdsy, cujas posigoes sao (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 AG absolutos nestes minimos sio iguais a -12,41 kJ mol ™!,
12,95 kJ mol™*, -17,53 kJ mol !, -55,33 kJ mol ! e -55,61 kJ mol™!, respectivamente. E
interessante notar que, os minimos A4, e Ay4, se apresentam com o centro de massas da
netropsina praticamente a mesma distancia do eixo do DNA, sendo diferenciadas apenas
pelo angulo que este faz com o eixo do DNA. J4 os minimos locais restantes se diferen-
ciam basicamente pela distancia. Este fato pode ser explicado, conforme foi discutido no
final da secao anterior, pela dimensionalidade da superficie de energia livre. Como para
a associagdo estamos trabalhando com duas variaveis coletivas, se consegue uma melhor

diferenciacao entre estados préximos.
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Figura 29: Caminho de menor energia entre os minimos locais para a superficie de energia
livre para a primeira metadinamica de associacao da netropsina.

A Figura 30 (Pagina 69) mostra as estruturas correspondentes aos minimos lo-
cais da superficie de energia livre referente a primeira metadindmica de associagdo. A
Figura 30a mostra a estrutura correspondente ao minimo local A;1. Neste, o grupo imi-
dina esta 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 minimo
local A2, Figura 30b, a netropsina esta 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 minimo local A;3. Nesta a netropsina
se encontra totalmente embebida pelo sulco menor do DNA. Porém, diferentemente da
estrutura cristalografica, este modo ligado obtido, que pode ser associado ao complexo 11
obtido experimentalmente, possui uma molécula de agua presa entre o assoalho do sulco

menor e a netropsina.

A Figura 31 (Pagina 70) mostra as estruturas correspondentes aos cinco minimos
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Figura 30: Estruturas para os minimos locais durante a primeira metadinamica de asso-
ciagao da netropsina: a) A;1; b) A12; ¢) A;3. Legenda: Adenina - azul; Timina - vermelho;
Guanina - verde; e Citosina - ciano.

locais obtidos pela segunda metadinamica de associagdo. Assim como para a primeira
associacao, a segunda associacdo mostra um minimo local, A,1, 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 minimos locais A2 e Ay3, respec-
tivamente. Nestas, a netropsina esta 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 ja ligada ao sulco menor. Desta forma, a estrutura referente ao minimo
local A3 pode ser associada ao complexo I determinado experimentalmente. A Figura 31d
e a Figura 31e mostram as estruturas referentes aos minimos locais As4; e As4s, respecti-
vamente. Nestes dois minimos, 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 minimo local A;3, as estruturas para os minimos
locais A4y e Asds também possuem moléculas de dgua entre a netropsina e o DNA. A
diferenca entre estas duas estruturas esta na segunda varidvel coletiva utilizada, o &ngulo
de acoplamento. Comparando a Figura 31d e a Figura 3le, se pode ver que a diferenca
entre estes dois minimos locais esta na conformacao adotada pela netropsina dentro do

sulco menor.

Desta forma, comparando estas estruturas referentes aos minimos locais para a
dissociagao e associacao, podemos ver que o pressuposto utilizado para relacionarmos
as energias livres experimentais com as obtidas pela metadindmica no final da subse-
¢ao 4.3.1.3, ou seja, de que associacao e dissociagao seriam processos inversos, nao esta de
acordo com os mecanismos obtidos neste trabalho. Para o processo de dissociacao, o grupo
guanidina ¢ o primeiro a ser desligado do sulco menor, enquanto que para a associacao,

este grupo é o primeiro a entrar no sulco menor. Este fato revela um papel importante



Capitulo 4. Resultados e discussao 70

Figura 31: Estruturas para os minimos locais durante a segunda metadinamica de asso-
ciagdo da netropsina: a) Asl; b) Ag2; ¢) Ay3; d) Agdy; e) Asxdy. Legenda: Adenina - azul;
Timina - vermelho; Guanina - verde; e Citosina - ciano.

para este grupo nos processos de associacao e dissociagdo. Uma explicacao plausivel pode
ser dada pelo fato de que o grupo guanidina possui maior possibilidade de realizar ligagoes

de hidrogénio com a agua do que o grupo imidina.

Estruturalmente, se pode associar os minimos locais A;2 e A33 ao complexo I.
Estes minimos possuem valores de energia livre igual a -28,69 kJ mol~! e -17,53 kJ mol !,
respectivamente. Se pode ver que ambos os valores estdao muito afastados do valor de
-43,51 kJ mol~! obtido experimentalmente. Conforme explicado na secio anterior, estes
minimos 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
imprecisao no valor de energia livre. Isto se d& principalmente devido ao curto tempo
amostral utilizado na metadinamica, implicando em uma dificuldade de se obter estruturas
nos pontos de minimo com baixas barreiras energéticas. Outro fato que deve ser apontado
é que para a associagao, diferentemente da dissociacdo, 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 minimos locais A3, As4; e Asds podem ser estruturalmente associados ao
complexo II determinado experimentalmente. Postulando que o mecanismo de associacao
ocorra em duas etapas, sendo que a primeira ¢ a formacao do complexo I seguida da
formacao do complexo I1, temos que as energias livres dos minimos locais A3, Ax4; e Asds,
em relacdo ao complexo I, sdo iguais a -38,26 kJ mol~!, -37,8 kJ mol~! e -39,08 kJ mol !,
respectivamente. Estes valores sao 11,38 %, 9,56 % e 13,77 %, respectivamente, menores
que o valor de -34,35 kJ mol~! associado ao complexo II obtido experimentalmente por
LEWIS et al.. Uma vez que o erro experimental para a formacao do complexo II é de
aproximadamente +4,9 kJ mol™! (vide subsecdo 4.3.1.3), o valor de energia livre para o
complexo se situa no intervalo de -29,45 a -39,25 mol !, de forma que os valores de energia

livre destes minimos locais estao dentro do intervalo de energia livre para o complexo II.

Estas simulagoes de metadinamica de associacao trazem duas informacoes dina-
micas interessantes que as simulacoes de dissociacdo nao foram capazes de mostrar. A
primeira é quanto ao posicionamento da netropsina no sulco menor. Enquanto que na
estrutura cristalografica o grupo guanidina da netropsina estd interagindo com a timina
9, Figura 32 (Pagina 72), para o minimo local A;3, o grupo guanidina esta interagindo
com a adenina 17, Figura 33 (Pagina 73). De fato, se fazermos a superposi¢ao das duas
estruturas, se pode ver que a estrutura pertencente ao minimo local A;3 esta deslocada
em um par de bases em relacao a estutura cristalografica, conforme a Figura 34 (Pagina
74). Este deslocamento pode ser o responsavel pelo pequeno desvio encontrado para a

energia livre do complexo II.

Outro aspecto relevante das metadinamicas de associacao, que nao pode ser obtido
pelas de dissociacgao, é o fato de, apds se ligar, ainda existem uma a duas moléculas de agua
entre a molécula de netropsina e o piso do DNA. Conforme mostra a Figura 35 (Pagina
74), para o minimo local A;3 existem duas moléculas de 4gua entre o DNA e a netropsina.
Para os minimos locais A4y e Agds, Figura 36 (Pégina 75) ha apenas uma molécula de
agua. Estes dados estao de acordo com Freyer et al. (2007a), Lewis et al. (2011) e Ramos,
Le e Lewis (2013), cujos dados mostram que os valores de AG e AH para os complexos
I e II sdo consistentes com o aprisionamento de uma molécula de agua entre o sulco
menor do DNA e a netropsina.(FREYER et al., 2007a; LEWIS et al., 2011; RAMOS;
LE; LEWIS, 2013) A variagao na hidratagdo entre o DNA sem a netropsina ligada e o
minimos locais A3 e A4y, medidos via integracao da segunda camada de hidratagao
nos graficos de distribuigao radial, Figura 37 (Pégina 75) e Figura 38 (Pagina 76), é de
26 e 27 moléculas de agua, respectivamente. Estes dados sao coerentes com os dados de
Degtyareva et al. (2007), que mostram que a variagdo na hidratagdo do DNA causada
pela ligagao da netropsina ao sulco menor é de 264+3 moléculas de agua.(DEGTYAREVA
et al., 2007)
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Figura 32: Interagoes ligantes e nao ligantes entre o DNA (Estrutura Cristalografica) e
a netropsina.

Entretanto, estes dados vao contra a estrutura cristalografica depositada no Pro-
tein Data Bank, que mostra a estrutura da netropsina sem nenhuma molécula de 4dgua
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 varios solventes
organicos, de forma que o conteiido de dgua é baixo.(LEVITT; PARK, 1993; LADBURY,

1996) Desta forma, é possivel que, durante a complexacao da netropsina ao DNA e for-
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Figura 33: Interagdes ligantes e nao ligantes entre o DNA (Minimo local A;3) e a netrop-
sina

macao do cristal, o potencial quimico das moléculas de dgua em solugao seja menor que o
potencial quimico para uma molécula de agua presa entre a netropsina e o DNA, de forma
que, entao, nao restaria nenhuma molécula de agua presa entre o DNA e a netropsina.
Outra possibilidade é que a difusdo de uma molécula de dgua presa entre a netropsina

e o DNA para a solugdo seja maior que o tempo de andlise para a obtencao dos per-
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Figura 34: Comparagao entre a estrutura cristalografica (em vermelho) e a referente ao
minimo local A;3 (em azul).

Figura 35: Moléculas de dgua entre a molécula de netropsina e o piso do DNA para
o minimo local A;3. Legenda: Adenina - azul; Timina - vermelho; Guanina - verde; e
Citosina - ciano.

fis termodinamicos experimentais. Desta forma, primeiramente se formaria o complexo
IT com uma molécula de agua presa, porém apds certo tempo, este complexo se rear-
ranjaria expulsando a molécula de dgua remanescente e formaria o complexo obtido no
experimento cristalografico. Com isto, apesar das limitagoes na descricao das interagoes
moleculares, impostas pelo campo de forcas utilizado, e pelo método da metadinamica

em si, os resultados obtidos para a dissociagao da netropsina sao bastante satisfatérios.

Para os caminhos obtidos em ambas simulacoes, dissociagdo e associa¢ao, nossos
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Figura 36: Moléculas de agua entre a molécula de netropsina e o piso do DNA para
o minimo local As4s. Legenda: Adenina - azul; Timina - vermelho; Guanina - verde; e
Citosina - ciano.
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Figura 37: Dados da hidratacdo entre o DNA sem a netropsina ligada e o minimo local
A3 durante a primeira metadindmica de associagao. a) Distribuigdo rddial da dgua em
relagdo aos atomos do sulco menor do DNA. b) Variagdo do ntimero de moléculas de
dgua no sulco menor (na primeira e segunda camada de hidratacao) entre o DNA sem a
netropsina ligada e o minimo local A;3

resultados mostram que o mecanismo ocorre em duas etapas: Formacao do complexo I,
seguida da formacao do complexo II. Para o caminho que leva a dissociacao, se constatou
que o grupo guanidina é a primeira por¢ao a sair do sulco menor do DNA, sendo que para
o caminho que leva a associacao, este grupo foi o primeiro a entrar. Com isto se pode pen-
sar que as simulagoes de metadinamica de dissociagao colocam em duvida o pressuposto
formulado no final da subsec¢ao 4.3.1.3, de que associacao e dissociacao seguem o mesmo
mecanismo simétricamente. De fato, as simulagoes obtidas nao mostram uma simetria
estrita, porém, certamente hd uma grande semelhanca entre os caminhos de dissociacao e

associacao, de modo que os perfis energéticos obtidos sdo similares e ambos possuem valo-
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Figura 38: Dados da hidratacao entre o DNA sem a netropsina ligada e o minimo local
As4sy durante a segunda metadindmica de associagdo. a) Distribuigao radial da dgua em
relagdo aos atomos do sulco menor do DNA. b) Variagdo do ntimero de moléculas de
dgua no sulco menor (na primeira e segunda camada de hidratacao) entre o DNA sem a
netropsina ligada e o minimo local Ay4s

res de AG préximo ao experimento. Podemos argumentar em favor do processo simétrico
invocando a caracteristica estocastica da metadinamica atuando na dinamica molecular.
Uma vez que a metadinamica restringe o espaco de fases durante a evolucao temporal
do sistema por meio da dinamica molecular, ha a possibilidade de nossas simula¢ées nao
terem amostrado os caminhos relativos ao grupo imidina dissociando e, ou, associando

primeiro.

Outro aspecto positivo da aplicagdo da metadinamica ao processo de dissociacao
da netropsina foi a boa concordancia com os dados experimentais fornecidos para este

processo, bem como a excelente concordancia com os dados de hidratacao do DNA.

4.3.2 Hoechst 33258

Nas segoes a seguir sera discutido a termalizagao, equilibragdo e simulagoes de
metadindmica dos complexos da molécula do Hoechst 33258 com as sequéncias de DNA
(5’=3")CGCAAATTTGCG e (5'—3)CGCTTTAAAGCG, daqui em diante nomeadas
A3T3 e T3A3, respectivamente. Estas simulagoes foram realizadas com o intuito de avaliar
se a metadinamica é capaz de diferenciar os perfis de energia livre de dissociacao para a

molécula de Hoechst em funcao da sequéncia do DNA.

4.3.2.1 Termalizacao e equilibracdo dos sistemas

Conforme a secao 3.3, se realizou as etapas de dindmica molecular para as sequén-
cias (5’—=3")CGCAAATTTGCG, A3T3, e (5°—=3")CGCTTTAAAGCG, T3A3, com a in-
tencao de se equilibrar os sistemas na temperatura de 310 K. Isto foi alcancado realizando

dez simulagoes de DM, com 2 ns de extensao nas quais a temperatura foi sendo gradu-
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almente aumentada, até o sistema alcancar 310 K, para cada sequéncia. Apds esta etapa

de aquecimento, os sistemas foram equilibrados por mais 25 ns, a 310 K.

A Figura 39 (Pagina 77) e a Figura 40 (Pagina 77) mostram os dados de energia
eletrostatica (como energia de Coulomb no espago real) e de van der Waals (como potencial
de Lennard-Jones), respectivamente, para as etapas de aquecimento e equilibra¢ao para

as sequencias A3Ts e T3As5.
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Figura 39: Interagoes eletrostaticas (como interagoes de Coulomb no espago real) entre o
DNA e a molécula de hoechst para a etapa de aquecimento e equilibragdo do sistema. a)
A3T3. b) T3As. A linha escura indica a média a cada 100 ps
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Figura 40: Interagoes de van der Waals (como interagoes de Lennard-Jones) entre o DNA
e a molécula de hoechst para a etapa de aquecimento e equilibragao do sistema. a) A3Ts.
b) T3A3. A linha escura indica a média a cada 100 ps

Conforme as explicagoes dadas na subsecao 4.2.1 e na subsecao 4.3.1.1 as interagoes
do tipo Coulomb sao muito mais sensiveis a conformacao do ligante, este fato fica evidente
no comportamento erratico para a interagao eletrostatica, como mostrada na Figura 39.
A grande variacao nas energias referentes a interacao de Coulomb em cerca de 25 ns para

a sequéncia A3T3, Figura 39a, e em cerca de 20 ns para a sequéncia T3Az, Figura 39b,



Capitulo 4. Resultados e discussao 78

¢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 sequéncias, vé-se que
nos ultimos 10 ns da etapa de equilibracao, a flutuacao desta propriedade se equilibra.
Em outras palavras, ela forma um patamar, e desta forma, se considerou que, assim como
na subsecao 4.3.1.1, o sistema estd em um minimo local. Esta tendéncia a formar um
patamar também foi observado para a interagao de van der Waals, sendo que a flutuacao
nesta propriedade se mantém quase que constante durante toda a etapa de equilibracao

para ambas as sequéncias.

Assim como ja discutido na subsecao 4.3.1.1, devemos observar o comportamento
das propriedades do sistema que serao utilizadas como variaveis coletivas nas simulagoes
de metadinamica. A Figura 41a e a Figura 41b mostram os valores da variavel coletiva
definida na secao 3.4 para as sequéncias As3T3 e T3Aj3, respectivamente. Se pode ver
que, a distancia entre o Hoechst e o eixo do DNA nao varia muito durante o periodo de
equilibragao do sistema para ambas as sequéncias, de modo que podemos considerar que
o sistema esta, em relacdo a estas duas propriedades, de fato em um minimo local bem
definido.
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Figura 41: Variagao da distancia DNA (4 residuos centrais) em rela¢ao ao centro de massas
da molécula de Hoechst durante os 25 ns de equilibragdo do sistema. a) A3T3. b) T3As.
Linha sélida: médias em janelas de 0,1 ns; Linha pontilhada: valores reais.

4.3.2.2 Parametros para metadinamica

Conforme a Figura 41, os valores médios para a distdncia entre o eixo do DNA
e o centro de massas do Hoechst é de 0,4066(40,0201) nm e 0,4019(£0,0244) nm para
as sequéncias AAATTT e TTTAAA, respectivamente. Conforme se observou na subse-
¢ao 4.3.1.2, a recomendagao de se utilizar 1/3 da flutuacao do valor da varidvel coletiva
durante a etapa de equilibracdo do sistema como valor para s, dada no trabalho de Ger-
vasio, Laio e Parrinello (2005), ndo produziu metadindmicas satisfatérias. Com isto, foi

escolhido como ponto de partida para a avaliagao dos parametros para a metadinamica,
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inicialmente, os mesmos parametros utilizados para as simulagoes de dissociagao da ne-

tropsina: w=0,30 kJ mol™!, 7¢=2 ps e s=0,030 nm.

Como estavamos interessados apenas na dissociacao, realizou-se cinco metadina-
micas para cada uma das sequéncias AAATTT e TTTAAA, respectivamente. Entretanto,
embora o Hoechst tenha se dissociado do DNA com estes parametros, como mostra a
Figura 42 (Pagina 79), estes pardmetros levaram a perfis termodinamicos diferentes uns
dos outros para a mesma sequéncia, Figura 43. Desta forma, este conjunto de parametros

nao é adequado para realizarmos comparagoes das energias livres entre as sequéncias.
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Figura 42: Distancia do centro de massas da molécula de Hoechst em relagdo ao
eixo do DNA (4 residuos centrais), com os seguintes pardmetros para a metadindmica
w=0,30 kJ mol™!, 7¢=2 ps e s=0,030 nm. a) A3T3. b) T3A3
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Figura 43: Perfis de energia livre de dissociacdo para a molécula de Hoechst com os
seguintes parametros para a metadindmica w=0,30 kJ mol™!, 7¢=2 ps e s=0,030 nm. a)
A3T3. b) T3A3

Uma vez que estes parametros levaram a perfis diferentes, foi testado o seguinte
conjunto de parametros: w=0,30 kJ mol™!, 73=2 ps e s=0,050 nm. A Figura 44 (Pigina

80) mostra a distancia do centro de massas da molécula de Hoechst do eixo do DNA
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para as sequéncias 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
dissociacao do Hoechst da sequéncia A3T3. Se pode ver que a dissociagdo comeca pelo
anel fendlico, porém esta dissociacdo nao é mantida. A Figura 46 mostra snap-shots das
sequéncias ao final das simulagoes de metadindmica. Se pode ver na Figura 46 que a dupla

fita fica muito deformada para ambas sequéncias, com muitos pares de base separados uns

dos outros.
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Figura 44: Distancia do centro de massas da molécula de Hoechst em relagdo ao
eixo do DNA (4 residuos centrais), com os seguintes pardmetros para a metadindmica
w=0,30 kJ mol™!, 7¢=2 ps e s=0,050 nm. a) A3T3. b) T3A3

Devido a molécula de Hoechst nao estar dissociando, foi proposto um novo conjunto
de parametros, w=0,50 kJ mol™!, 7¢=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 dissociacao do Hoechst do sulco menor de ambas as sequéncias de
DNA, como mostra a Figura 47. Porém, das trés simulagoes realizadas com este conjunto
de parametros para a sequéncia A3T3, apenas duas levaram a dissociagao. Para a sequéncia
T3A3 apenas uma dentre trés simulagdes levaram a dissociacdo com esta parametrizacao.
Com estes parametros, para a sequéncia A3Ts3, a variagdo de energia livre no minimo
local entre as duas simulacoes que dissociaram foi de aproximadamente 25 kJ mol™1,
Figura 48a. Comparando estes perfis com o perfil da Figura 48b, referente a dissociacao
da sequéncia T3Aj3, se pode ver que os trés perfis sao muito semelhantes. Esta grande
variagdo entre os minimos locais, para uma mesma sequéncia, inviabiliza o uso destes
perfis para a comparagao com os valores referentes a outras sequéncias. Portanto, este
novo conjunto de parametros também nao foi adequado para realizarmos a dissociagao,

uma vez que este nao produz simulagoes reprodutiveis.

Devido a nao encontrarmos um conjunto de parametros adequado para realizarmos
a metadinamica de dissociacao da molécula de Hoechst, utilizando como variavel coletiva

a distancia como descrita na secao 3.4, nao foi possivel avaliarmos, neste trabalho, se a
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Figura 45: Molécula de Hoechst semi-dissociada durante a metadindmica de dissociagao
com a sequéncia AsT5 e os seguintes parametros para a metadindmica: w=0,30 kJ mol !,
76=2 ps e s=0,050 nm. Legenda: Adenina - azul; Timina - vermelho; Guanina - verde; e
Citosina - ciano.

metadinamica ¢ capaz de discriminar os valores de energia livre de dissociagao da molécula
de Hoechst de diferentes sequéncias de DNA. Esta impossibilidade nao se da pelo método
da metadinamica em si, uma vez que os resultados encontrados para a netropsina na

subsecao 4.3.1, tanto para a dissociagao como para a associa¢ao, foram muito satisfatérios.

Uma vez que a molécula de Hoechst ficou acoplada ao sulco menor pela sua ex-
tremidade com o anel piperazinico, se pode pensar que o nitrogénio do anel piperazinico,
que possui carga 1+, esta interagindo com os grupos fosfatos, de carga 1-. A Figura 49
(P4gina 83) mostra o gréafico da distancia minima entre o d4tomo de nitrogénio e seu res-
pectivo hidrogénio, do anel piperazinico do Hoechst, e os &tomos de oxigénio e o 4tomo de
fosforo dos grupos fosfato do DNA. O raio atomico dos atomos N, H, O e P sdo 0,071 nm,
0,031 nm, 0,066 nm e 0,107 nm, respectivamente.(CORDERO et al., 2008) Desta forma,
as distancias minimas entre N-P, N-O, H-P e H-O sao 0,178 nm, 0,137 nm, 0,138 nm e
0,097 nm, respectivamente. Se pode ver na Figura 49a que a distancia minima entre os
dois grupos citados acima, para a sequéncia A3T3, é de aproximadamente 0,2 nm para
a simulacao que nao dissociou. Este valor é préximo da distancia N-P, o que indica que
estes dois grupos estao interagindo por uma interacao eletrostatica forte. Se pode ver
na Figura 49a que a linha verde, correspondente a metadindmica que nao dissociou, que
a distancia mimina se mantém em aproximadamente 0,2 nm durante toda a simulacao.

Entretanto, mesmo que as metadinamicas que dissociaram, linhas vermelha e preta, se
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(a) (b)

Figura 46: Dupla fita de DNA desestruturada ao final de uma metadinamica de dis-
sociacao da molécula de Hoechst com os seguintes parametros para a metadindmica
w=0,30 kJ mol™!, 7¢=2 ps e s=0,050 nm. a) A3Ts. b) T3A3. Legenda: Adenina - azul;
Timina - vermelho; Guanina - verde; e Citosina - ciano.
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Figura 47: Distancia do centro de massas da molécula de Hoechst em relacao ao
eixo do DNA (4 residuos centrais), com os seguintes pardmetros para a metadindmica
w=0,50 kJ mol™!, 76=2 ps e s=0,050 nm. a) A3Ts. b) T3A3

aproximem esporadicamente do valor de 0,2 nm, estas assumem valores de distancia bem
maiores durante a dissociagao. A Figura 49b mostra uma distancia minima média, para a
sequéncia T3Aj3, de aproximadamente 0,4 nm. Porém, podemos ver para as metadindmicas
que nao dissociaram, linhas azul e vermelha, que ha uma tendéncia na aproximagao entre
os dois grupos. Notavelmente, para a metadindmica correspondente a linha azul ha um

decréscimo do valor da distancia minima entre os atomos carregados do anel piperazinico
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Figura 48: Perfis de energia livre de dissociacdo para a molécula de Hoechst com os
seguintes parametros para a metadindmica w=0,50 kJ mol™!, 7¢=2 ps e s=0,050 nm. a)

e os fosfatos de 0,6 nm para aproximadamente 0,2 nm. A proximidade destes grupos de
cargas opostas, mesmo que nao haja a formagao de um par i6nico com contato direto,
poderia ser, em parte, a explicagdo da pouca propensao do Hoechst em dissociar do sulco
menor do DNA.
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Figura 49: Distancia minima entre o nitrogénio do anel piperazinico e seu atomo de
hidrogénio da molécula de Hoechst e os grupos forsfato do DNA, para as metadindmicas
com os seguintes parametros: w=0,50 kJ mol™!, 76=2 ps e s=0,050 nm. a) A3Ts. b)
T3A3

Além da formacao de uma interacao eletrostatica, de forma a explicar estes resul-
tados, de certa forma, negativos, podemos conjectuar que a variavel coletiva, em outras
palavras, a coordenada de reacao, escolhida nao é a mais adequada para descrever a disso-
ciagdo da molécula de Hoechst do sulco menor do DNA, de forma que a variavel coletiva
escolhida pode nao reproduzir todos os movimentos necessarios que contribuem para o

processo de dissociacao considerado. Assim, é possivel que adicionando variaveis coletivas
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a usada neste trabalho, ou mesmo utilizando outro conjunto de coordenadas de reacao, o

processo de dissociagao se dé de forma reprodutivel.

O Hoechst é uma molécula formada por anéis planos e de pouca flexibilidade, sendo
estes dois anéis benzimidinicos e um anel fendlico, interligados por ligagoes do tipo sigma.
Isto confere a molécula de Hoechst uma menor flexibilidade em relacao a flexibilidade que
a molécula de netropsina possui. Desta forma, é possivel que para o processo de dissocia¢ao
do Hoechst ocorrer seja necesséario que a prépria molécula de DNA sofra alguma alteracgao
conformacional. Levando em conta as limita¢des conformacionais impostas pelo campo de
forgas utilizado, uma vez que este ja foi testado amplamente para a molécula de DNA, a
adicao de uma variavel coletiva que leve em conta a interacao entre ligante e DNA possa

levar a uma boa descrigao do processo de dissociacgao.
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Conclusao

Em busca de se obter informagoes acerca da interacao entre ligante e substrato,
seja a energia de interagao ou o mecanismo a nivel molecular, diversas metodologias
de simulagao foram desenvolvidas. Dentre estes métodos, a metadinamica é um método

relativamente novo.

Este trabalho teve como objetivo verificar a utilizacao desta nova metodologia
na descricao do processo de dissociagdo e associacao de duas moléculas, Netropsina e
Hoechst 33258, do sulco menor da molécula de DNA. Em relacao a netropsina, buscou-
se relacionar os dados experimentais de energia livre para a associagdo como os perfis
energéticos obtidos pelas simulagoes de metadinamica de dissociagao e associagao. Para a
molécula de Hoechst, buscou-se verificar se a metadinamica, dada uma variavel coletiva,
poderia fornecer as energias de dissociacao, em funcao de diferentes sequéncias, coerentes

com dados experimentais.

Os resultados obtidos na subsec¢ao 4.3.1, tanto para a dissociagdo como para a asso-
ciacao da Netropsina, mostraram uma boa concordancia com os valores de energia obtidos
experimentalmente e publicados por Lewis et al. (2011). Além de uma boa concordancia
dos perfis de energia, os mecanismos de dissociacao e associagao obtidos também estao de
acordo com a proposta mecanistica destes processos. Com as simula¢des de metadindmica
obteve-se dois minimos locais nos perfis de energia livre correspondentes aos complexos
I e IT obtidos experimentalmente. Estas simulagoes mostraram, também, que ha o apri-
sionamento de uma a duas moléculas de agua entre o DNA e a Netropsina durante a
transformacao 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 nao tenha sido possivel obter os perfis de energia livre para o processo
de dissociacao da molécula de Hoechst, devido a nao termos encontrado um conjunto de
parametros adequado para realizar as simula¢oes de metadinamica com a variavel coletiva
utilizada neste trabalho, esta impossibilidade nao pesa contra o método em si. Porém, os
dados obtidos na subsecao 4.3.2 evidenciam a dependéncia da coordenada de reacao que

o método possui.

Desta forma, pode-se concluir que, escolhidas as variaveis coletivas e o conjunto
de parametros corretos, a metadinamica é uma ferramenta poderosa para a investigacao,
tanto das energias de ligacdo como dos mecanismos envolvidos nos processos de associagao

e dissociagao de ligantes ao sulco menor da molécula de DNA.
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APENDICE A — Variaveis Coletivas Utiliza-

das

A.1 Distancia

Seja S o conjunto de todos os atomos pertencentes ao sistema com n, atomos.
Seja A = {x1,29,....,xn,} € B = {y1,y2, ..., Yn, }, cOM n, € n, atomos, respectivamente,
dois subcontuntos distintos de S, de forma que A,B C S e AN B = () . Seja @ o vetor
com origem no centro de massas do conjunto A, (a)aep com D = {1,2,3},e extremidade

no centro de massas do conjunto B, (by)aep. Sendo que:

1 Na Na
(Ga)aep = —— ijxa,j onde My = ij (A.1)

My j=1 j=1

1 Na ny
(ba)aep = 7 Z MiYar, onde Mp = Z my (A.2)

B =1 k=1

e, desta forma:

U= (b1 — a1)17+ (bQ - CLQ)}‘F (bg - ag)E (A3)

Seja H = {z1, 29, ..., 2, } um conjunto de n; adtomos distinto de S, de forma que
HcSeHNA=HnNB=1. Seja (ha)aecp as coordenadas do centro de massas deste

conjunto, com (hy)aen:

1 Nh ny
(ha)OcED = M Z MpZa,p onde My = Z my (A4>
H p=1 p=1

A distancia, d, do centro de massas do conjunto H perpendicular ao eixo formado

pelos centros de massas dos conjuntos A e B pode ser calculada 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:

U= (h1 — al)f—l— (hg — ag)j—i‘ (hg - ag)];; (A5)

Segundo a Figura 50, temos:

— —

T=01+0y, = 0Uy3=10—1; (A6)
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M

jo2

Figura 50: Sistema de vetores para o calculo da distancia

e como 07 || @, temos:

n=au (A.7)
Como vy L u, temos que:
vy-u=0 (A.8)

e desta forma, colocando a Equacao A.7 na Equacao A.6, e o resultado desta na Equa-
¢ao A.8 temos:

(F—v;) 4 =0

—

(F—ai) d= (77 —a(@ @) =0 (A.9)

Utilizando o fato de que @ - @ = ||i||?, se pode rearranjar a Equacao A.9 para se

obter o valor de « e, com ele obter v7:

—

V1 =

i (A.10)
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e assim, podemos definir o vetor v3 com o auxilio da Equacao A.6:

. (0- @)

2 =U—

i (A.11)

De posse da equacao para se calcular v3, se pode definir a distancia d como o

modulo do vetor vy, d? = ||vs]|?:

- J Iz - T (A12)

[

A.1.1 Forcas

De posse da Equacao A.12 podemos calcular a expressao para a forga atuando no

sentido 8 no l-ésimo dtomo do conjunto genérico C' = {q, g2, ..., ¢, } COMO:

od 0 (7 - )2
— = —— 7|2 - —= A.13
94,1 &JWJ I ]2 (A13)

aplicando as regras de derivagao implicita, obtemos:

9d — 1 1 9 ||17||2 . (66)2
dqs; 2 ddgs, 22|
od _1ifo)E)r o @ @)
dqsy 2 d| Ogsy  Oqpy |ull?
od 11[a|? [ﬁ L1 1 a(ﬁ-ﬁ)T
- = — T S — A14
O4ss 2 d{ 005, ) 4 T T T Oas, (814

de forma que C' € {A, B, H}.

Desta forma, para se calcular a forca atuando no [-ésimo atomo no sentido § do
aT> o 1
Oz, Ozgy |ul?

conjunto A devemos calcular, segundo a Equacao A.14, trés derivadas:

aész. De posse da Equacao A.5, Equacao A.1 e Equacao A.4, temos:
) 3 ) 3 1 Nh 1 Na 2
01 = Y (ha =0 = X |5 Do mptan = 5p Somizas|  (A5)
a=1 a=1 H p=1 A j=1

e, entao:
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2
olv> o 23: 1 i 1 i:
= MpZa, m;Te
Oxgs  Oxgy ;= (Mu gz 7" Majz 7™
ol o 1 | o :
= — ) MpZap— —— > MiTq,;
6:135,1 0$57l a—1 M p;l prep M ]Zl J J
0 1 X 1 Qe
— O (a — L _
(hs aﬁ)@mm [M pglmpzﬁp Vi ]Zlmjxﬁyl
il my
= —2ug—— A.16
8ZE5J UBMA ( )

onde vg = (hg — ag) é a componente na direcao 5 do vetor v.

Com as definicoes de v e @ em Equacao A.5 e Equacao A.3 temos que o produto

escalar entre estes dois vetores é dado por:

3
2EEDY {(ha = ta)(ba = aa) (A.17)
a=1
e com 1sso:
= 2 S o
O _ o5, 20 D)
axﬂl 81‘[371
oG- @ 02
=9 he — ag)(by, .
5, (v u>8x5,l QZ:l {( ao)(bo — a )]
(v - w)? Lo d (bg — ap) 9 (hs — ag)
Tomg, AT @) (s —ag) = o (b —ap) Al
Oz, (U- 1) [( 5 — ag) Dt + (bs — ag) D2 (A.18)
com as duas derivads parciais igual a:
8 (hﬁ — aﬁ) 1 Ja B my
0zg, 3x55 me’zﬁp M, jzlmyxﬁ,y YR (A.19)

0 (bg—a ) 1 oy
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Desta forma, colocando a Equacao A.19 e a Equacao A.20 na Equacao A.18, e usando

uma notagao semelhante a Equacao A.16 temos:

o - ) _
al‘l&l

my

—2(0- 1) (vg + ug)— .

(A.21)

onde vz = (hg — ag) e ug = (bg — ag) é a componente na diregdo S dos vetores U e 1,

respectivamente.
Para se calcular =2— —_ temos:
Oxg g |||l
0 1 1 0 || ||2
— - - — U
Ozgy [|U]]? (l1a][*)? Oz,

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

. 3 3 1 ngy
[d])* =) (ba —aa)’ =D e > Mok — Zmﬂa,y (A.22)
a=1 a=1 B g=1
de forma que:
3
’ —1’2:_ —*122 J > (b = aa)?
Oy ||l (Il?)? Oz s, s
8 1 __2([)5—@5) 8 (b _a)
dogall@l® — (lal?)? dwse "
com o auxilio de Equacao A.22, esta se torna:
8 1 2(()5 — CLg)
e R T P LIS W
e, portanto:
0o 1 2ug My

S5 = = A .23
S G2~ (1) Ma (4.23)

onde ug = (bg — ag) ¢ a componente na diregao 5 do vetor 4.

De posse da Equacao A.16, Equacao A.21 e Equacao A.23, se pode calcular a forga
atuando na direcao [ no [-ésimo atomo do conjunto A, conforme a Equacao A.14:

od 1my +ws + up) (U-0) | (V- W)
= —=———4q —V v ug) — v — =
dug,  dMy)| 7|V | |

} Vie{1,2,3)  (A.24)



APENDICE A. Varidveis Coletivas Utilizadas 103

Para se calcular a for¢ca atuando no [-ésimo atomo no sentido S do conjunto B
algl? o 1 A(v-@)?
yp,1? Oyp, ||ul? Oyg,1

devemos calcular, segundo a Equacao A.14, trés derivadas:

Segundo a Equacio A.15, ||7]|*> é uma fungao dos conjuntos H e A, de forma que,

consequentemente, sao fungdes de (24)aep € (Ta)aep, portanto:

o||v]I*

=0 A.25
D, (A.25)

De forma analoga a Equacao A.18, temos:

(v - u)? 9 (b — ag) 9 (hg — ap)
=2(0-%)|(hg —a + (bg — ag) ——— A .26
o (U~ @) | (hg — ap) Do (bs — as) Do (A.26)
com as duas derivads parciais igual a:
0 (hﬁ — CLﬂ) 1 Qe
MyZ — m:xg: | =0 A.27
aym (91/51 Z p<Bp M, ]Z::l JB.d ( )
0 (bﬁ — ag) 1 Qe my
m — m:xg: | = — A28
Oys. 89,81 Z kYBk M, ]; 38,3 My ( )

Portanto, se utilizando a Equacao A.27 e a Equacao A.27 com a Equacao A.26,

temos:

(v - ﬁ)2
ayﬁ,l

my

= 2(17 )Uﬁ MB

(A.29)

onde vg = (hg — ag) é a componente na dire¢ao 5 do vetor v.

Para se calcular temos:

HUH2

0 1 L9 e
— - - — (4
Ays, ||l ([[2]1%)2 Oyg.

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

o 1 1 9 &

- = — = bOé - a/()é 2
By TP~ AP 9ygas 2 b — o)

0 1 2(bs — a 0
—_ _ ( 5_» 5) (bﬁ _ ag)

Ay, ||l® (al*)* dys.
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com o auxilio da Equacao A.22, esta se torna:

8 1 2([)5 — ag)

a2 > mrYygr — —— ) M;Tg,
Ayp,1 |ll? (1E)12)? Dys. MBZ B, Z iTB.j

e, portanto:

0o 1 2ug My
= — (A.30)
Oysu llall* — ([[ll*)? Ma

onde ug = (bg — ag) ¢ a componente na diregao  do vetor 4.

Desta forma, a forca atuando no /-ésimo atomo no sentido S do conjunto B, se-
gundo a Equagdao A.14, é dada com o auxilio das equagoes (A.25), (A.29) e (A.30):

(ﬁélﬁ)] } VB e{1,2,3} (A.31)

+u

od _1m ]  (7-1)
R R E

onde ug = (bg — ag) e vy = (hg — ag) sdo as componentes na dire¢do § dos vetores i e ¥,
respectivamente.

E, entao, para se calcular a forca atuando no [-ésimo atomo no sentido 5 do

el 0 1
0z3, ) Ozg, ||d|?

conjunto H se deve calcular, conforme (A.14), as seguintes trés derivadas:
A(v-i)*

o A definicao de ||7]|* esta na Equacao A.15 e com ela se pode calcular alzzllj :
%‘Z’f = 2(hg — ap) ajm (hs — ap)
88|Z|,|12 =2(hs — ag 8551 Z MpZpp — Z e
agljf ~ 2, ]\n;; (A.32)

onde vz = hg — ag ¢ a componente na diregao 3 do vetor v.

0
82 ||u|

¢ao A.22 nao é funcao do conjunto H e, portanto, nao é fungao de z, de forma que:

A préxima derivada a se calcular é T Porém ||@]|?, como definido na Equa-
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o 1 1 %) 1 o
AT HUH2 == (ba — aa)2
Oz [lall>  ([[ull*)? Ozs, (12]|*)* 025, azzjl
e, portanto:
0 1
—— =0 A.33
9241 TP A3)
E, por fim, devemos calcular 8527'22:
= \2 T
(V- @) s ﬁ)a(v )
82571 825’1
Da Equacao A.17 temos a definigao de (¥ - @, e portanto:
(V- u)? o
—— =2(U-u ho — ao)(by — ag
P G e DA )(be — )]
(v - i0)? . O(bs — ap) O(hs — ag)
— 97 - ha — b — A.34
e (¥~ @) [( 68— ag) o T (bs — as) e (A.34)
que possui as seguintes derivadas:
O(bg —ag) _ 1 &
— x5 | =0 A.35
825,1 825 l Z ele A Jz::l Al ( )
8<h5 — a5> 1] Qe my
xgi | = — A.36
025, 5%[ Zmpzxsp P ;mﬂm M, (A.36)
Portanto, as equagoes (A.34), (A.35) e (A.36) levam a:
o(v - )* my
—— =2(v A.37
5 = 2T Dus (A37)

onde ug = (bg — ag) é a componente na diregao 3 do vetor 4.

De posse das equagoes (A.32), (A.33) e (A.37), podemos calcular, segundo a Equa-

¢ao A.14, a forca atuando no [-ésimo atomo no sentido 5 do conjunto H:

od 1m (7 - @)
azﬁl dMH [ Vg — UB—Sig || ”2 ] VG e {1,2,3} (A38)

onde ug = (bg — ag) e vg = (hg — ag) sdo as componentes na direcdo 3 dos vetores i e .
respectivamente.
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APENDICE B - Interacdes de Coulomb de

Longo Alcance

Conforme mencionado no Capitulo 2, os sistemas biologicos possuem diversas esca-
las. De pequenas moléculas a grandes polimeros como o DNA e as proteinas. Um sistema
que seja apropriado para o estudo destas moléculas devem conter, também, diversas ou-
tras moléculas, como moléculas de dgua e ions, de forma a simular o ambiente fisiologico
no qual elas sao ativas. Desta forma, um sistema biolégico tipico conta com centenas a

centenas de milhares de atomos.

Mesmo como o avan¢o da capacidade computacional, atualmente as simulacoes
computacionais ainda estao limitadas a um pequeno nimero de sistemas. Sistemas estes
com alguns varios milhares de dtomos. Para um sistema tridimensional tipico, uma rede
ctibica de 1000 atomos, a proporcao dos atomos que estao na superficie é de quase 50%
destes.(FRENKEL; SMIT, 1996) Para evitar efeitos de superficie, se recorre as chamadas
condicoes de contorno periodicas, i.e. o sistema é cercado por imagens organizadas peri-
odicamente de si mesmo. A energia potencial deste sistema é, entao, uma soma que leva

em conta a interacao do sistema com o periodo entre as imagens:

1 N N

Viotal = 5 ZZZZZQX’I‘Z,] + l’lL,Qi,QjD (Bl)

1=1j=1 ngy nj

onde N é o niimero total de particulas do sistema, (n},n;,n7) = n é o indice do vetor da
caixa, r; ; = r; —r; ¢ a distancia entre as particulas ¢ e j, €2; e {; sao os angulos de Euler

destas particulas. O asterisco indica que quando n = 0, os termos ¢ = 7 sao omitidos.

No entanto, de forma a se poupar esforco computacional e aumentar a performance
de célculo, as interagoes de curto alcance nao sao consideradas entre todos os pares de
atomos do sistema. Para estas interacoes, apenas sao considerados aqueles pares cujo
espagamento ¢é inferior a um raio de corte R.. Se este raio de corte for menor do que a
metade do comprimento do menor lado do sistema, para um dado dtomo, apenas sera
calculado a interacao deste com o atomo de menor distancia, ou seja, com sua imagem
peridédica mais proxima. O erro que ocorre através do processo de truncar as interacoes
em R, pode ser descrito por uma contribuicdo de cauda, de forma que a energia potencial

pode ser expressa como:

N N 00
V;otal = ;Z Z ¢c(ri7j) + ]\;p/T ¢(T)47rr2d7‘ (B2>

i=1j=1
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onde:

N 0
Vowuda = Tp/ o(r) 4rr2dr (B.3)

¢ o denominado potencial de cauda.

E facil ver que este potencial V_.,,q4, diverge quando a interacao diminui mais

lentamente do que 3. Pois, e.g. se ¢(r) = Ar~™ onde A > 0 e m € N, temos:

N %s)
chauda = TP/ Ar™™ 47'('7’2(17'

= 2ANp /OO 2 dr

o0

2AN pr—m+3

p——— com m # 3

Tc

logo, para todo m < 3, Vi,uia = 00, Ou seja, diverge. Deste modo, se o potencial ¢ satisfaz
|o(r, 2, Q)| < Alr| 7 (B.4)

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

Consequentemente, as interacoes cujo potencial decai mais lentamente do que 773,

ou seja, nao satisfazem a Equacao B.4, como intea¢des de Coulomb entre duas cargas ou
dipolos, devem ter todas as imagens peridédicas incluidas no calculo de Vjyq € nao serem

substituidas por um potencial de cauda.

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

* N N

1 "
‘/coul = 5 Z Z 4 (B5)

n j=1;=1 I7ijm

que é condicionalmente convergente, ou seja, depende da ordem na soma', ndao podemos
usar potenciais de cauda para aliviar a carga computacional, e, portanto, devemos buscar

outra alternativa.

O método da soma de Fwald foi introduzido em 1921 (EWALD, 1921) de forma

a lidar com interagoes de longo alcance entre particulas e todas as suas infinitas imagens

1 *

Em outras palavras, V., depende de como os valores de nJ, n, e n} tendem ao infinito. Também,
se a carga do sitema é diferente de zero, V.., pode tender a mais ou menos infinito.(ESSMANN; L.;
BERKOWITZ, 1995)
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periédicas.(TOUKMAJI; BOARD, 1996) Neste método, a Equacao B.5 é decomposta

numa soma de duas séries que convergem rapidamente, mais uma constante:

‘/coul = Vdir + V;"ec + % (B6)

onde Vg, é a soma sobre o espago real (direto), V... é a soma sobre o espago reciproco

(imaginario ou de Fourier) e V é um termo de corregao, conhecido como auto-termo.
O potencial no espaco real é dado por:(TOUKMAJI; BOARD, 1996)

/

erfc (Blr; —r;+n
i=1j=1 rj —r; + 1

« N'

1
Vdi'r - 5 zn:

onde o asterisco indica que quando n = 0, os termos i = j sdo omitidos. erfc(z) é a fungao
de erro complementar, definida por: erfe(z) =1 — (2//7) [ e du

O potencial no espaco reciproco é dado por:
1 _2k2/ 32
Vio = o 3 SPET I 51 i1 (B

27rVk7£0 k2

onde k = (4,7, k) é o vetor no espago reciproco, V' é o volume da caixa de simulagdo, e o

fator de estrutura, S(k), é dado por:

N
quexp 2nik-r)j)

S(—=k) = gexp(2r i k- 1;)

i=1
O termo de correcao ¢ dado por:

_ b
‘/corr - _ﬁ qu (Bg)

B.1 Paramtero

O pardmetro /3 tem fundamental importancia no método introduzido por (EWALD,
1921). Ele determina o balango entre o espaco real e reciproco das cargas do sistema. O
programa GROMACS estabelece o valor de § através da magniture do erro nas forgas eler-
trostaticas no processo de soma no espago real e no espaco reciproco. Desta forma, se

estimarmos o erro por:

(B.10)

A
N2 A
]:
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o erro na estimagao das forgas no espago real é dado por:(PETERSEN, 1995)

2 2 2,.2
AF g, ~ Llexp _F CC (B.11)
(Nr.V)2 Vs

onde V' é o volume da caixa de simulagdo, r. é o raio de corte utilizado e

N/
Q= Z q;
i=1
. E o erro na estimacao das forgas no espaco reciproco é dado por:(PETERSEN, 1995)
20?3 T2 K?
AF,.. ~ 5 < — ) B.12
e -1 (B.12)

Portanto, uma vez que determinamos o erro maximo desejado na estimacao das

forcas, o valor de 3 é encontrado resolvendo as equagoes (B.11) e (B.12).
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