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Resumo

Este trabalho descreve o desenvolvimento de uma simulagao computacional, desenvolvida
através do programa GROMACS. Mais especificamente, estudamos os resultados da simu-
lagdo computacional referente a evolugao do raio de giro da proteina Pectina Metilesterase
(PME) do tomate em funcao da pressao aplicada, mantendo a temperatura fixa. Foi
realizada uma descrigdo sobre os modelos fisicos utilizados pelo programa. Também foi
descrito, de forma suscinta, caracteristicas sobre sistemas e estruturas dos aminoacidos e
proteinas. As simula¢des computacionais consideraram uma temperatura de 26, 85°C e
pressoes aplicadas de 1 bar, 1kbar, 3 kbar, 5 kbar, 7 kbar, 9 kbar e 10 kbar. As simulagoes
trabalharam com um tempo de acdo da pressao de até 100 pico segundos. Os resultados
da simulacao computacional indicaram uma redugao nao linear do raio de giro da enzima
Pectina Metilesterase (PME) do tomate de acordo com o aumento da pressao aplicada,

mantendo temperatura fixa.

Palavras-chave: Proteinas. Gromacs. Raio de giro.



Abstract

This work describes a computer simulation developed by means of the GROMACS suit
of program. More specifically, we studied how the computational simulation evaluated
the evolution of the radius of gyrate of the Pectin Methylesterase (PME) protein of
tomato as a function of the applied pressure under a constant temperature. It was made
a description of the physical models used by the program. In addiction, it were briefly
described characteristics of amino acid, protein systems, and structures. The computational
simulations considered a temperature of 26.85°C and pressures applied of 1 bar, 1 kbar,
3 kbar, 5 kbar, 7 kbar, 9 kbar and 10 kbar. The simulations worked a pressure action
time of 100 peak seconds. The results of the simulation indicated a nonlinear reduction of
the radius of gyrate of the Pectin Methylesterase (PME) enzyme according to the rise in

pressure applied, considering a fixed temperature.

Keywords: Protein. Gromacs. Radius of gyrate.
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1 Introducao

Robert Hooke, em 1665, descobriu a célula através de um microscopio. Através de
estudos posteriores, revelou-se que a célula é a menor parte do ser vivo correspondendo a
unidade estrutural da matéria viva. Com o corpo humano possuindo cerca de 10 trilhoes
de células (1). Para que a célula consiga realizar suas fungdes como nutrigao, produgao
de energia e reproducao é necessario fontes, transformacao, armazenamento e eficiéncia
de energia. Os carboidratos, obtidos através dos alimentos, ¢ a primeira fonte de energia,
cessando os carboidratos a proxima fonte de energia é a energia dos lipideos, e a terceira
fonte de energia é as proteinas fornecendo algo em torno de 4kcal/grama. As atividades

celulares, cessam sem as proteinas, demonstrando sua importancia (1).

Sabe-se também que o componente mais abundante da célula é a agua (H20)
correspondendo aproximadamente a 70%, e o segundo mais abundante é a proteina
representando cerca de 15%. De fato a teoria da evolugdo de Charles Darwin sugere que
células que se desenvolveram com suporte de proteinas foram selecionadas e conseguiram

crescer, desenvolver e reproduzir (1).

O século XXI, nos revela que existe uma convergéncia interdisciplinar da fisica com
a biologia molecular devido ao sucesso inicial da descoberta da estrutura do DNA feita
pelo cientistas Crick, Watson e Wilkins a partir de difragdo de raios X (2, 1). Os sistemas
biolégicos dependem de interagoes de atomos e moléculas fazendo da fisica o "coragao
da pesquisa'. A pesquisa busca entender e desenvolver um banco de dados com cadeias
de aminodacidos e proteinas prevendo padroes de comportamento. Além disso, faz-se uso
de simulagao computacional para analisar suas caracteristicas e testar novos modelos

protéicos (2, 1).

Existem muitos diferentes tipos de proteinas, cada uma especializada em particulares
mecanismos biologicos. Essas proteinas apresentam caracteristicas complexas e sofisticadas,
sendo que suas fungoes, incluem aumento da velocidade das reagoes quimicas catalisadas
pelas enzimas (3). Participam no transporte de oxigénio, vitaminas, farmacos, lipideos,
ferro e cobre. Por exemplo, a proteina hemoglobina, que esta contida no sangue, transporta
oxigénio para os pulmoes (3). Os anticorpos formados por proteinas trabalham na protegao
contra substancias estranhas (antigenos). Horménios, como por exemplo, a eritropoietina é
uma proteina que atua no crescimento humano (3). Além disso, as proteinas podem possuir
caracteristicas estruturais constituindo a matéria-prima para a construcao dos tecidos da
pele e cabelos, como por exemplo, as proteinas colageno e a queratina, respectivamente
(3). Outras proteinas também participam na expansao e contra¢ao dos musculos, como

por exemplo, a proteina do sistema actina-miosina (3). Elementos quimicos podem ser
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armazenados em orgaos através de proteinas, como por exemplo, o ferro que é armazenado

no figado através da proteina ferritina (3).

1.1 Os aminoacidos compdem as proteinas

Os responsaveis por fornecer todo esse poder as proteinas sao as funcionalidades

de vinte e trés aminoacidos. Suas fungoes particulares bioldgicas sao listadas a seguir:

Aminoacidos Funcoes
Alanina (A) Reconhecimento das substéncias (4).
Fenilalanina (F) Sintese de dopamina,noradrenalina e adrenalina (5).
Valina (V) Correto dobramento das proteinas (6).
Leucina (L) Correto dobramento das proteinas (6).
Isoleucina (I) Correto dobramento das proteinas (6).
Prolina (P) Importante na sintese e estruturas de proteinas (7).
Metionina (M) Lipotrépica (participa da quebra de gordura) (8).
Serina (S) Importante na aceleragao das reagoes das enzimas (9).
Treonina (T) Importante no funcionamento do sistema digestivo (10).
Tirosina (Y) Poder de absovancia da luz ultravioleta (11).
Triptofano (W) Poder de absorvancia maxima da luz ultravioleta (11).
Cisteina (C) Importante antioxidante (12).
Asparagina (N) Importante no desenvolvimento e nas fungdes do cérebro (13).
Arginina (R) Manuntencao e cicatrizagao de feridas (14).
Glutamina (Q) Manuntencgao do sistema imunoldgico (15).
Lisina (K) Sintese de hormdnios, enzimas e anticorpos (16).
Histidina (H) Participa da catdlise dcido/base (17).
Glicina (G) Neurotransmissor inibitério (18).
Acido aspartatico (D) Neurotransmissor excitatorio (19).
Acido glutamico (E) Neurotransmissor do aprendizado e meméria (20).

Tabela 1 — Fungoes dos aminoacidos

Em todas as células do organismo estes aminoacidos participam da sintese proteica
(formacao de proteinas), sendo mais preciso, nas organelas encontradas no citoplasma e no

reticulo endoplasmatico rugoso chamado de ribossomos (1, 21).

1.2 Os aminoacidos sao encontrados em alimentos

Os aminoacidos nao essenciais sao sintetizados pelo organismo humano, e os
aminoacidos essenciais nao sao sintetizados, mas sim obtido dos alimentos de origem
animal ou vegetal (22). As proteinas podem ser metabolizadas em aminoédcidos que

permitem a sintetizagdo de outras proteinas (22). Segundo o conceito de pontuagao de
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aminodcidos corrigido pela digestibilidade protéica (PDCAAS), as proteinas que possuem
escore acima de 0.8 sao consideradas de alto valor biolégico, ou seja, possuem aminoacidos
essencias capazes de suprir as necessidades da dieta humana. A soja possui valor de 1.0,
mais alto que a carne de boi, que possui escore 0.92 (22). Portanto, os aminoécidos ditos
essenciais podem proceder de 1) origem vegetal: frutas, verduras, legumes, leguminosas,
em geral possuem baixo valor biolégico, com excessao da soja, mas em compensacao sao
ricos em fibra, vitamina C, acido fdlico (vitamina B9), magnésio, cobre e manganés (23).
Também podem proceder de 2) origem animal: obtidos em carnes, peixes, ovos, leite; em
geral possuem alto valor biolégico, ou seja muita variedade de aminoacidos essenciais, e
também sao ricos em ferro, cdlcio, zinco, riboflavina (vitamina Bs), vitamina A, vitamina

Bis e possui em geral baixa quantidade de fibras (23).

Essenciais Nao-Essenciais
Fenilalanina (F) | Acido aspartético (D).
Histidina (H) Acido glutamico (E)

Isoleucina (I) Alanina (A).
Leucina (L) Arginina (R).
Lisina (K) Asparigina (N).

Metionina (M) Cisteina (C).

Treonina (T) Glicina (G).

Triptofano (W) Glutamina (Q).
Valina (V) Prolina (P).
Serina (S).
Tirosina (Y).

Tabela 2 — Aminodcidos essenciais e ndo-essenciais (1).

E importante uma boa dieta alimentar para se evitar doencas relacionadas a
deficiéncia de proteinas ou aminoacidos. Em uma diéta diaria a ingestdo de proteina
deve representar cerca de (10 — 15%) do consumo total (24). Embora, o corpo humano
necessite apenas de aminoacidos dentro desta classe especifica para um bom funcionamento,
sao conhecidos centenas de outras variedades encontrados na natureza em cultura de

microorganismo, plantas, frutas e outros (25).

1.3 Cadeia lateral R caracteriza o aminoacido

Na natureza, encontramos os aminoacidos formados por substancias organicas
como carbono, hidrogénio, oxigénio, nitrogénio, enxofre, entre outros. Compondo sua
estrutura, que inclui um grupo amina (NHs) e um grupo carboxila (COOH) conectados por

um carbono central C,. Todos os aminoacidos possuem uma identidade que confere sua
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especificidade e é chamada de cadeia lateral R. A especificidade confere sua identificacao

com as suas respectivas fungoes bioldgicas (3).

Residuo ou cadeia lateral

cu\ f

|
H

Grupo amina Grupo carboxilico

Figura 1 — Estrutura do aminoécido. Figura adaptada da referéncia (2).

Portanto, os aminoacidos podem ser representados em uma configuracao tetraédrica
estando em geral diluidos no organismo em meio aquoso. Com isso, sofrem alteragdes na
sua estrutura quimica. Esta dependéncia com a caracteristica do meio é chamado de pH.
O pH mede a concentragio de fon hidrogénio (H") refletindo na acidez, neutralidade ou
alcalinidade da dgua. Uma solucao com pH<7 é acida, pH=7 é neutra ou pH>7 ¢é basica.
Portanto, quando o valor do pH=7, a concentrac¢ao de fon de hidrogénio (H") e fon de
hidroxila (OH™), possuem quantidades iguais. Logo, a carga liquida da solugao é nula,
por consequéncia a proteina tende a nao sofrer influéncias elétricas com o sitio de ligacao,
ou seja, as proteinas se ligam com substancias quimicas para diversas finalidades, sendo
assim em pH neutro a dgua tenderia a nao competir por meio de pontes de hidrogénio
pelo sitio de ligagao (1). A cadeia lateral ou residuo caracteriza os vinte tipos diferentes
de aminoacidos do qual nosso organismo necessita. Em um meio sanguineo (pH=7), os

grupos carboxila e amina estao ionizados formando um dipolo elétrico (1).

Figura 2 — Geometria tetraédrica dos aminoécidos. Figura adaptada da referéncia (3).
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O carbono «a assimétrico ligado a quatro diferentes ligantes, chama-se carbono
quiral. Louis Pasteur, em 1848, descobriu a isomeria espacial 6tica na qual compostos
quirais apresentam atividade ética (1). Compostos quirais sdo a imagem especular um do
outro desviam com um mesmo angulo o feixe de luz polarizado para a esquerda ou direita,

compostos quirais chamados por levigiros L ou dextrégiros D, respectivamente (1).

H H

NH,* ﬂ («olopy COO~ ﬂ

o d Uﬂrg.
C ¢

Figura 3 — Isomeria espacial dtica. Figura adaptada da referéncia (1).

Logo, os aminoacidos levégiros (L-aminodcidos) desviam a luz polarizada para a
esquerda, enquanto os aminodcidos dextrégiros (D-aminodcidos) desviam a luz polarizada

para a direita (1).

1.4 LigacOes peptidicas dos aminoacidos

Na natureza, em geral, encontra-se em minoria aminoéacidos eletricamente neutros,
com grupo amina desprotonado (-NHy) e o grupo carboxila protonado (-COOH). A maioria,
assumird uma forma ionizada, em que o grupo amina tera a forma protonada (-NH™3) e o
grupo carboxilico desprotonado (-COO™), este formato é denominado de zwitteriénico (

palavra de origem alema zwitter, significando "hibrido") (26).

Nas proteinas, os aminoacidos ficam conectados em sequéncia por ligagoes peptidicas.
Isto ocorre, por meio de reagoes quimicas da ligacao entre o grupo carboxila protonado
(C’O07) com o grupo amina protonada (NHT3), ¢ uma reagao de desidratacio molecular,
liberando uma molécula de dgua (H2O) e resultando na ligacao peptidica ou amida entre
o carbono C’ com o nitrogénio N, esta ligacao é abreviada por (C’-N) (2, 1, 11, 26).
Desta forma, tefa um grupo amina em uma extremidade chamado de N-terminal e na

extremidade oposta o grupo carboxilico denominado de C-terminal .
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Figura 4 — Aminoécidos nao ligados. Figura adaptada da referéncia (27).

Figura 5 — Reagao quimica. Figura adaptada da referéncia (27).

Ligagdo peptidica

Final Amina Final Carboxilico

Figura 6 — Ligagdo amida realizada com sucesso. Figura adaptada da referéncia (27).

Além disso, existe a isomeria espacial geométrica. Isso ocorre quando os ligantes de
maijor massa em nosso caso a cadeia lateral R, podem se situar lado a lado ou néo, classifi-
cados como cis (Z) ou trans (E), respectivamente. As ligagoes peptidicas na configuragao
trans (E) sdo predominantes nas proteinas, a razao cis/trans é aproximadamente 1/1000 a

cada mil configuracoes trans uma delas pode ocorrer na configuracao cis (Z2) (2, 1, 11).

A configuragao cis (Z) nao é abundante, pois podem ocorrer interagoes entre as
cadeias laterais (R), fazendo com que possam perder suas propriedades ou também nao
favorecendo no dobramento das proteinas. E importante ressaltar que uma cadeia de
aminoacidos unidos por ligagoes peptidicas, somente forma um proteina se exercer uma

fungao bioldgica (2, 1, 11).
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Existe uma classificagdo dos aminoacidos, indicando a polaridade da sua cadeia
lateral (R). Estao incluidos em grupos polares, conhecidos por possuirem afinidade com a

agua (HyO), enquanto os apolares (ndo polares) ndo possuem esta afinidade (2, 1, 11).

Logo, a consequéncia de existirem estes dois grupos distintos permite que as
proteinas exercam suas atividades em meio aquoso, afinal como somos compostos em
maioria por dgua (H,O). Portanto as estruturas das proteinas vao estar inteiramente

relacionados as caracteristicas das polaridades dos seus aminoacidos (2, 1, 11).
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1.5 Classicacao dos aminoacidos

NAO POLAR

| Lo “":” ak

8 Glicina Alanina Valina Leucina Isoleucina
= Gly/G Ala/A Val/V Leu/L Ile/1
.o -
L : -
g » 9 ﬁ v
T ; o ,‘mﬂ
e * : w& )
. 3 N - . 0 0
\ﬁ' : t'"i {5 E E
Metionina Fenilalanina Triptofano P"O""E
~ Met/M Phe/F Trp/W Pro/P

+‘;,,’.n g0 s +‘:,5.,6 3,0 - 3 b 3,0— *v:s” f-

CADEIAS LATERAIS NAO CARREGADAS

;
3¢ wa w7 BY W7 W7
S N A, A AR, S

Serina Treonina Cisteina Tirosina Asparagina  Glutamina

Ser/S Thr/T Cys/C Tyr/Y Asp/N GIn/Q

CADEIAS LATERAIS CARREGADAS

HIDROFILICO

Figura 7 — Classificagao dos aminoacidos. Figura adaptda da referéncia (28).

22
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2 Principios das proteinas

2.1 Plote de Ramachadran

Foi convencionado atribuir o conceito de blocos rigidos formando uma estrutura no
plano amida. A esse bloco deu-se o nome de unidade peptidica. Cada unidade peptidica
pode rotacionar sobre duas ligagoes: 1) ligagao entre o carbono alfa e o carbono do grupo
carboxila (C,-C’); rotacao por um angulo (¥), e 2) ligagdo entre o nitrogénio da amina
com o carbono alfa (N-C,); rotacao por um angulo (®). Cada unidade peptidica esta

associada a estes dois angulos de torcao representando os graus de liberdade das proteinas
(29).

pepitidico
123
=

Figura 8 — Plano amida do grupo peptidico. Figura adaptada da referéncia (29).
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Portanto os valores dos angulos de tor¢ao nos fornecem a “conformacao” da proteina.
As unidades peptidicas estao rotacionadas em torno do carbono a. G.N Ramachandran,
em 1963 foi o primeiro a descrever arranjos proteicos estaveis, descobriu que apenas certos
valores dos dngulos (¥,®) sao permitidos para cada proteina, e estes valores dos angulos
sao apresentados no grafico a seguir (29):

180 Hélice de polipropina
Hélice de colageno
Folha beta antiparalela
Volta beta tipo 2
@ —— Hélice alfa
Folha beta paralela
0 ]

@ — Hélice 3(10)

t e ale

W ( graus )

F Cadeia estendida

-180 T I I
-180 0 180
& ( graus )

Figura 9 — Grafico de Ramachandran. Figura adaptada da referéncia (29).

Certas rotagoes sao mais estaveis que outras; a regiao branca ¢ instavel. Nas regioes
vermelhas sao permitidas rotagoes, por nao implicar numa interferéncia estérica entre
os residuos R (cadeias laterais). Regides alaranjadas representam formacao de proteinas
sob condigoes de efeito estérico (pode ser de resisténcia ou atracdo a novas ligagoes). Os
valores zero de phi (®) e psi (V) definem a configuragao trans (29).
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2.2 Ligacdes nao covalentes podem estabilizar proteinas

Embora, ligagoes nao-covalentes sejam fracas, muitas delas favorecem o enove-

lamento criando um forte vinculo de ligagao entre as cadeias laterais dos aminoéacidos

(1).

Acido glutdmico

H o
L]

X Atragdes
CH, eletrostaticas

Valina

Lisina

Valina

Alanina

Figura 10 — Aspectos das ligacoes. Figura adaptada da referéncia (1)

As atragoes eletrostasticas existem entre cargas elétricas opostas. As ligagoes de
hidrogénio sao ligagoes entre o hidrogénio (H) com flior (F), nitrogénio (N) ou oxigénio
(O). Enquanto, as atragoes de van der Waals sdo caracterizadas por ligagoes entre dipolos

elétricos. Estes tipos de ligagoes ndo covalentes sdo as mais encontradas em proteinas (1).
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2.3 Caracteristicas conformacionais das proteinas

John Kendrew, em 1958, apresentou os primeiros resultados em cristalografia de
raios X da proteina mioglobina, revelando uma estrutura irregular. Posteriores estudos mos-
traram que o interior das proteinas continha aminoacidos com cadeias laterais hidrofobicas.

Isso implica que a proteina enovela em um conformagao compacta.

Figura 11 — Cristalografia de raios X da proteina mioglina. Figura adaptada da referéncia

(2).

Através de posteiores estudos, descobriu-se alguns principios do enovelamento das

proteinas listados a seguir (1, 2):

1) Compactar: a estabilidade esta ligada ao tamanho das proteinas, quanto menor,
entdao mais atomos estarao préximos um dos outros tornando a estrutura mais densa
reduzindo os espagos (voids), impedindo o efeito indesejado de moléculas de dgua no
interior (1, 2).

2) Encobrir os hidrofébicos: a grande maioria das proteinas flutuam na agua, a

tendéncia é manter o maximo de hidrofilicos na superficie enquanto os hidrofébicos estao
cobertos (1, 2).

3) Eliminar os atritos (clashes): cadeias laterais muitos préximas alteram a confor-

macao das proteinas, e por consequéncia, podendo se tornar inativa ou alterar sua funcao
(1, 2).
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2.4  Proteinas podem ser representadas de diferentes formas

Maneiras diferentes do desenho esquemaético das proteinas podem ser tteis para
analisar diferentes aspectos das estruturas; permitindo a analise sobre diferentes pontos de
vista, formando uma visdo mais completa. F apresentado a seguir algumas dessas maneiras

tais como cadeia principal, fitas, esqueleto e preenchimento espacial:

F Y k|

(A) Cadeia principal: Mostra a organizacao geral | g) Fitas: Forma simples de visualizar estruturas

da cadeia polipeptidica, uma forlma mais (.:Iara de secundarias, como hélices e folhas p.
comparar as estruturas de proteinas relacionadas.

)|

(C) Esqueleto: Destaca as cadeias laterais € a| (D) Preenchimento Espacial: Prové o mapa
sua proximidade relativa; util para a predicao | do contorno da proteina, fornece uma idéia
dos aminoacidos que podem estar relaciona- | da forma da proteina e mostra como a pro-
dos a atividade de proteina, particularmente | teina pode parecer para uma molécula pe-
se a proteina for uma enzima quena como a agua, ou para proteina.

Figura 12 — As diferentes formas de visualizar as proteinas. Figura adaptada da referéncia

(1)

A cadeia principal fornece uma idéia geral da cadeia polipeptidica podendo comparar
com outras estruturas, enquanto as fitas revelam estruturas secundarias como hélice a e
folha 5. Além disso, o esqueleto apresenta as cadeias laterais e suas distancias, utilizada

para prever a atividade da proteina, especialmente no caso das enzimas. O mapa de
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contorno da proteina é mostrada no preenchimento espacial e com isso pode-se saber quais

cadeias de aminoécidos estao expostas na sua superficie (1).

2.5 Dipolos favorecem a configuracao trans das proteinas

Conforme explicado no "Apéndice A", a energia potencial do dipolo elétrico U

quando estd sobre influéncia de um campo elétrico E pode ser escrito na forma (68):

U= ﬁﬁd} = —ﬁﬁ = —Fucosb, (2.1)

onde no caso do angulo § = m com U = uFE, ou seja, [ e E antiparalelos
representado um sistema de energia maxima. O grupo peptidico n configura um dipolo
77 ,.. Considera-se a analise do campo elétrico E, na direcio (—y) no eixo (+z) do grupo
peptidico n, gerado pelo dipolo 77,,. De forma, que atua um torque 7 sobre o dipolo 77, I
do grupo peptidico n+1, fazendo-o alinhar-se ao campo elétrico E,. Isto acontece, pois a

natureza tende a minimizar a energia.

Figura 13 — Configuragao trans. Figura adaptada da referéncia (29)

Entdo, agora o grupo peptidico n+1 com momento de dipolo 77, 41 gera um
outro campo elétrico En+1 sobre a dire¢do (y) no eixo (+z) do grupo peptidico n+2
(com momento de dipolo 7,,,,); de forma a alinhar o momento de dipolo 7, com o
campo elétrico EnH. Estes sucessivos alinhamentos dos grupos peptidicos resultarao na

configuragao trans predominante em proteinas (29).
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3 Estruturas das proteinas

Apenas algumas cadeias polipeptidicas sao tteis para a célula, para uma proteina
com quatro aminoacidos existem 20 x 20 x 20 x 20 = 160.000 possiveis cadeias polipetidicas.
Para uma proteina com N aminodcidos existem 20" (1). Em geral, as protefnas possuem
cerca de 300 aminoacidos. Isto representa 203%° possiveis cadeias polipeptidicas, apenas
uma pequena fragdo em estimativas de um bilhao apresentam enovelam em uma estrutura
estavel (1). Entao, o enovelamento final da proteina em um processo natural ¢ denominado
conformacao nativa, e podem assumir quatro possiveis estruturas: primarias, secundarias,

terciarias e quaternarias.

Primaria Secundaria Terciaria Quaternaria

B P A

\.‘\/

L F A B

il

\
~i-8-. .-

8 F T A

Figura 14 — Tipos de estruturas. Figura adaptada da referéncia (2).

De acordo com a selecao natural baseada na teoria da evolucao de Charles Darwin,
pode-se afirmar que apenas as proteinas que colaboraram para a sobrevivéncia da célula
foram selecionadas por tentativa e erro ao longo da evolucao bioldgica (1). Logo, o fato
de assumir uma determinada estrutura dependera de trés fatores: tipos de aminodacidos,

tamanho da cadeia polipeptidica configuracao espacial (2).

3.1 Estrutura primaria

A cadeia polipeptidica composta de aminoacidos em sequéncia conectados por
ligagoes peptidicas (C’-N) formam a estrutura primaria da proteina. E a estrutura mais

simples, sendo preservada em caso de enovelamento e posterior desnovelamento.
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Eadeizf B

Figura 15 — Insulina: duas estruturas primarias conectadas por ligacoes dissulfeto. Figura
adaptada da referéncia (3).

Cadeias laterais da cadeia polipeptidica que possuem atomos de enxofre (S), se
estiverem direcionadas formam ligagdo covalente entre os dtomos de enxofre (S). Esta
reagao libera dois dtomos de hidrogénio (Hs) ao meio, conhecida como ligagao dissulfeto
(S-S). E uma reacéo de oxidacdo, com perda de elétrons. Caso ocorra a reducdo, com ganho
de elétrons, a ligacao é desfeita. A orientacdo da cadeia polipeptidica, é convencionada

iniciando no terminal amina (terminal N) e terminando no terminal carboxila (terminal

C) (3).



Capitulo 3. Estruturas das proteinas 31

3.2 Estrutura secundaria

Cadeias polipeptidicas representando estruturas primarias diferentes, podem eno-
velar ou nao, podem ter fungao ou nao. Todavia, caso se enovelem e possuam diferentes
fungoes, todas possuirao diferentes estruturas tridimensionais (2). No entanto, a estrutura
primaria pode conter um setor favoravel e enovelar para estruturas mais estaveis, como

por exemplo as estruturas secundarias hélice-a ou folha-f.

3.2.1 Hélice «

Em 1951, Linus Pauling e Robert Corey propuseram uma estrutura secundaria, em
que a proteina se enovela em um espiral sustentada por ligacoes de hidrogénio paralelas ao
eixo da espiral. Chama-se hélice-a, e pode assumir duas conformagoes nativas, destra ou
canhota, de acordo com a orientacao do parafuso da cadeia polipeptidica. Exemplos: é a
estrutura dominante na proteina queratina-«, abundante na pele e tecidos e seu derivados,

como cabelo e unha (1).

Levogira Dextrogira

Figura 16 — Hélice-« : levdgira (canhota) e dextrégira (destra). Figura adaptada da refe-
réncia (1).

A conformacao dextrégira é predominante nas proteinas, possuem 3.6 cadeias
laterais R por volta de 360° localizados no exterior da estrutura, as pontes de hidrogénio
sdo responséaveis pela estabilizagdo com plote de Ramachandran (¢ = —57° 4 = —470)
(1, 2, 29).
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Figura 17 — a) diagrama idealizado, b) pontes de hidrogénio, ¢) desenho esquemético,
d) cadeira lateral R é projetada para fora da proteina. Figura adaptada da
referéncia (2).

Portanto, liga-se o grupo peptidico n, a partir de pontes de hidrogénio, com o grupo
peptidico n+4. Mais especificamente, o oxigénio do carbono (C’=0) do grupo peptidico n,
liga-se com o hidrogénio do nitrogénio (N-H) do grupo peptidico n+4. Entao, no processo
de enovelamento, multiplas pontes de hidrogénio se formam até que sua estrutura final
esteja estabilizada (1). Existem varios tipos de hélice-«, a seguir é apresentada algumas

. . . s . o
delas com as cadeias laterais dos aminoacidos representados a cada 100 :

citrato sintase dlvool desidrogenase troponina
lt2t3t45678‘?l0[l 1&2[§’ng567&9[0]] 1%3456?8910”
OeEOAOOE®EO® OPEeOEOOO®EO ®EeOOOCOee®O®

Figura 18 — Trés hélices espirais representando as proteinas citrate synthase, alcohol
dehydrogenase e troponin-C. Figura adaptada da referéncia (2).

onde a cor verde representa um aminoacido hidrofébico, a cor azul a cadeia lateral

hidrofilica e representa a cor vermelho para a cadeia lateral carregada. Entao, a primeira
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hélice é hidrofobica. A segunda é polar em um lado e hidrofébica em outro lado, e a

terceira é polar (1).

3.2.2 Folha 3

Um segundo padrao de enovelamento foi encontrado no principal componente da
seda, a proteina fibroina. Este padrao é caracterizado por representar uma estrutura rigida,
compondo o centro hidrofébico de varias proteinas e é formado por cadeias polipeptidicas
paralelas e relativamente proximas uma das outras. Representando um conjunto de
estruturas com orientagoes paralelas (todas as finalizagoes N-terminais de um mesmo lado)
ou antiraparalelas (todas as finalizagoes N-terminais em lados opostos). Tais estruturas
sdo chamadas de folhas-3 (1).

GV

Figura 19 — a) folha [ antiparalela, b) folha 3 paralela. Figura adaptada da referéncia (1).

As folhas-3 paralelas e folhas-3 antiparalelas sao estaveis e podem unir-se através

de pontes de hidrogénio (1).



Capitulo 3. Estruturas das proteinas 34

- Antiparalela

- Paralela

p—

Figura 20 — Tipos de folhas 3. Figura adaptada da referéncia (29).

Note que as sequéncias de aminoacidos das cadeias principais apresentam uma

oientagao definida dos terminais (N,C) :

Antiparalela N™
C=

Paralela

Figura 21 — Orientagao dos terminais (N,C) da folha . Figura adaptada da referéncia
(29).

Como exemplo, temos o complexo protéico com a sigla PDB 1rlb pois é encontrado
no banco de dados de proteinas conhecido como Protein Data Bank (PDB) e a sua
estrutura é uma folha-f antiparalela. Sua funcionalidade consiste em empacotar moléculas

apolares tal como o retinol no centro hidrofébico.
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\ Retinol

Figura 22 — Proteina PDB 1rlb. Figura adaptada da referéncia (29).

A barreira beta forma um cilindro fechado tendendo a nao permitir a entrada de

agua (H20), com a cadeia lateral hidrofébica alinhada ao interior da proteina.

3.2.3 Volta 8

Para que a folha-f fique conectada, é necessiario um arranjo chamado de voltas
[. Regioes de voltas nas folhas- possuem similares estruturas. Em um conjunto de 72
proteinas mostrou-se que a estrutura volta 3 ocorria com mais frequéncia quando é formada

apenas por duas cadeias laterais e podem ser encontradas em dois formatos diferentes.

Estrutura em grampo Estrutura em grampo
Tipo 1 Tipo 2

(a)
2=

28 4

Nimero 24
de regides
com laco

0 4 8 12 16 20 24

Numero de residuos na regido de laco

Figura 23 — Dois tipos regides volta 3 (tipo 1,tipo 2) por quantidade de aminodcidos.
Figura adaptada da referéncia (2)
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Em geral, sdo encontradas em dois tipos: tipo 1) o carbono representado na cor

vermelha projetado para fora e tipo 2) carbono projetado para dentro (2).

3.3 Estrutura terciaria

O dobramento e conformacao dos dominios esta associado a estrutura terciaria. Os
dominios enovelam independentemente na cadeia polipeptidica, em geral cada particular
dominio esté relacionado as funcoes, as quais podem ser encontradas em mais de uma

proteina (3).

1 Formacdo de
eslruliras secundariag

[

3 Formagio de um l

monémero protéico final

Figura 24 — Dominios da estrutura terciaria. Figura adaptada da referéncia (3).



Capitulo 3. Estruturas das proteinas 37

Sendo assim, a estrutura secundaria enovela em dominios, formando assim uma
unidade (mondémero) protéica (30). Cada dominio possui fungdes especificas, e pode
ser encontrado em diferentes proteinas. Os dominios encontrados em muitas proteinas
diferentes sdo conhecidos como mdédulos (2). Portanto, a seguir sao apresentados os tipos

de interacoes que cooperam para estabilizar os dominios:

Interacdes hidrofébicas Atracio eletrostatica

Ligacao de
hidrogénio
de cadeia lateral

Coordenacio de
helice el ions metdlicos Ligacao
dissulfeto

Figura 25 — Ligagoes que estabilizam a estrutura terciaria. Figura adaptada da referéncia

(3).

As caracteristicas fundamentais da estrutura terciaria nao inclui apenas as interagoes
entre as cadeias principais. Ela também inclui as interacoes entre as cadeias laterais R dos
aminoécidos, tais como: pontes dissulfeto, pontes de hidrogénio, interagoes hidrofébicas,
atracao eletrostatica, ligacoes coordenadas de ions metdlicos. Entao, as estruturas terciarias-
sao formadas a partir de estruturas secundarias, que possuem a caracteristica de dobrarem

sobre si mesmas.
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3.4 Estruturas quaternaria

As estruturas das proteinas com mais de uma cadeia polipeptida, que apresentam
um nivel mais alto de organizacao proteica, sao denominadas quartenarias. Dois ou mais
monodmeros (unidades) de dominios caracterizam uma estrutura quaternaria. Caso sejam
duas unidades é denominada “dimérica”, se forem trés, “trimétrica”, em caso de varias,
“multimérica”. Em geral, as subunidades quaternarias podem trabalhar independente-
mente ou cooperativamente: Por exemplo: a hemoglobina, forma um “tetrdmero” (quatro

monodmeros de dominios) trabalhando cooperativamente (3).

Grupo Heme (Fe)

Figura 26 — Estrutura quaternaria da hemoglobina. Figura adaptada da referéncia (3).

A hemoglobina tem duas hélice-a idénticas subunidades quaternarias, e duas
idénticas subunidades quaternarias de folha-3, sendo sua estrutura global (ay — fs). As
subunidades quaternarias sao mantidas compactadas pelas mesmas liga¢des que favorecem-
a estrutura terciaria: interagoes hidrofébicas, pontes de hidrogénio, pontes salinas e atragoes

eletrostaticas (3).
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Leu

YA
Estrutura primdria . by L

Figura 27 — Etapas do enovelamento da estrutura quaternéria. Figura adaptada da refe-

réncia (3).

Neste caso, a proteina é composta de sete aminoacidos alanina, tirosina, lisina,
histina, acido glutamico, leucina, histina unidos por ligacoes peptidicas representando a
estrutura primaria, a partir de entao enovela-se formando a estrutura secundaria e depois

na sua forma mais evoluida terciaria (monoémeros). Por final, a jun¢do de monoémeros

caracteriza uma estrutura quaternaria (3).
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4 Enzimas

4.1 Modo de acao das proteinas

Todas as proteinas ligam-se a outras moléculas. A substancia que se liga a proteina

é chamada de ligante. A regido aonde ocorre este processo, é chamada de sitio de ligacao

(1).

Ligages ndo-covalentes
\
N\

&

Ligante

) T

Sitio de
ligagao

Proteina

Figura 28 — Modo de agao das enzimas. Figura adaptada da referéncia (1).

As ligagoes sao do tipo nao covalente — ligacoes de hidrogénio, atracoes eletrostaticas

(Coulomb) e de van der Waals (ligagoes entre dipolos elétricos).

Cadeias laterais
de aminoacidos

Proteina ndo enovelada

l ENOVELAMENTO

Sitio de ligagao

Proteina enovelada

Figura 29 — Sitio de ligacao das proteinas, Figura adaptada da referéncia (1).
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A proteina enovelada cria uma fenda (cavidade) na sua superficie com as cadeias

laterais (radicais), fazendo a interagdo com seus ligantes. Este agrupamento de cadeias

laterais pode alterar sua reatividade.

H., 7
\CH-,_‘_
N; cH, Ligagdo de hidrogénio
XN/ H 10
H € . /
~./ H,
Csy % 0- 5
/" {CHy) s N
NH s e
~ + . \
e o M o B A
* " N N H g
NH, — CHy ™
* X f 2
L H\\\"-'-\' f H :\\O S~ »
* - @
'S ~C—N H N —N
is} ) - = g . n
“a, / A —N N -
- o
W 0O H-0 =
< “cH B
[ ] s == "
- CHy HsC \c - am
5 /N
CH, H
h‘“ !

Figura 30 — Sitio de ligagdo com substrato (1).

As interagoes das proteinas com seus ligantes formam fortes ligagdes de hidrogénio
e interacoes eletrostaticas, apenas se a proteina puder excluir as moléculas de agua do
seu sitio de ligagdo. E dificil de se imaginar tal mecanismo, entretanto para a molécula
de dgua individual é energicamente desfavoravel afastar-se da sua rede de ligagao (1). As

proteinas podem-se ligar para formar outras proteinas de trés maneiras.

Cordao
Superficie k.
/}\ -

y Hélice 2 —

— \

=~ Superficie 1
/ Superficie 2

o

- 1
/ - Hélice

{a) Superficie-Cordédo (8) Hélice-Hélice i€) Superficie-Superficie

Figura 31 — Unido de proteinas. Figura adaptada da referéncia (1).

Estas possibilidades de ligagdo permitem criar proteinas altamente evoluidas, como
por exemplo, anticorpos ou imunoglobulinas que sao proteinas produzidas pelo sistema

imunoldgico em resposta a moléculas estranhas presentes na superficie de micro-organismos

invasores (1).
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Sitio de ligagao

do antige!lo/ P Cadela pesada

4
Py

Antigeno—"
DominioVy

Cadeia leve

5nm

Figura 32 — Anticorpos sao enzimas. Figura adaptada da referéncia (1).

A molécula alvo (antigeno) no caso ¢ o invasor. O anticorpo reconhece e liga-se ao
invasor ou a molécula alvo (antigeno). Isto ocorre, devido a alta especificidade das enzimas.

O resultado, ¢ o antigeno sendo inativado ou marcado para ser aniquilado (1).

4.2 Caracteristicas

Nas células ocorrem reagoes as quais devido a sua complexidade, supdem-se serem
muito lentas nas temperaturas que se processam (em torno de 37°). Para surpresa, essas
reagoes sao rapidas, o que leva a concluir que existem substancia catalisadoras. Estas
substancias sao as conhecidas enzimas, formadas no interior das células, porém também

com capacidade de agao fora delas (11, 1).

Louis Pasteur (1822-1895) foi quem descobriu as enzimas, concluindo que a fer-
mentacao do agucar em alcool por levedura é catalisada por fermento e era inseparavel
das estruturas das células do levedo. Wilhelm Kiihne (1837-1900) foi quem denominou o
termo "enzima'para descrever esse fermento. Este termo passou a ser utilizado para as
proteinas com capacidade catalitica, enquanto o termo "fermento'referia-se a atividade

exercida por organismos vivos (11, 1).

O prémio Nobel de quimica de 1907 foi para Eduard Buchner, por descobrir que os
extratos de levedo tinham capacidade de fermentar o acticar em alcool e provou que as
enzimas envolvidas na fermentac¢ao continuavam funcionando mesmo quando removidas
das células (11, 1). Havia diavidas em relagao a natureza das enzimas. A resposta veio com

James Batcheller Sumner (1887-1955) que purificando e cristalizando as enzimas urease e
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catalase descobriu tratar-se de uma proteina. Este processo abriu a possibilidade de que as
estruturas moleculares pudessem ser analisadas por cristalografia de raios X, revelando as
estruturas atomicas. A primeira a ser examinada desta maneira foi a lisozima, encontrada
na saliva, lagrimas e na clara do ovo, e com a capacidade de destruir a parade celular de
bactérias (11, 1).

As enzimas ligam-se a um ou mais ligantes, chamados substratos, e os convertem
em um ou mais produtos quimicamente modificados, fazendo isso muitas vezes e de uma
maneira mais rapida. Aceleram reagoes, frequentemente por fatores de milhoes de vezes
ou mais, sem que elas proprias sejam modificadas. As enzimas modificam moléculas de
acordo com a necessidade do organismo. A alta especificidade significa que as proteinas

reagem com moléculas especificas ou grupos de moléculas especificas (11, 1).

Enzima Reacao Catalisada
Hidrolases Clivagem hidrolitca
Nucleases Clivagem de acidos nucleicos .
Proteases Clivagem de proteinas.
Sintases Sintese de proteinas.
Isomerases Rearranjo das ligacoes de uma molécula.
Polimerases Reacoes de polimerizacdo como a sintese de DNA e RNA.
Cinases Adicao de grupos fosfato a moléculas.
Fosfatases Remocao hidrolitica de grupos fosfato de uma molécula.
Oxido-redutases Reagbes para oxidar e reduzir moléculas..
ATPases Hidrélise de ATP.

Tabela 3 — Fungoes das enzimas (11, 1)

A catélise faz acelerar as reacoes quimicas. Algumas das mais importantes é a
hidrélise, ou seja, a quebra da ligacao quimica entre moléculas com adicao de agua. Ja
na clivagem a quebra da ligacdo quimica faz divisao da molécula, dando origem a outras
moléculas. Quando a clivagem ¢é hidrolitica, a quebra acontece somente na presenca de agua
e no caso de polissacarideos se denomina amilase (11, 1). A concentragao de substratos em
enzimas tem um influéncia na sua velocidade de reacao com “cinética do tipo michaeliano
ou hiperbélico”. A reacao enzimatica tem sua velocidade aumentada até um valor maximo,
quando isso ocorre todos os sitios de ligacao estao totalmente ocupados pelos substratos e

por isso o processo é limitado por um valor de velocida maxima V4, (11, 1).

A parte protéica de uma enzima é chamada de apoenzima, mas a parte nao protéica
é chamada de cofator e caso seja um composto organico é conhecido como coenzima. Um
importante exemplo ¢ a vitamina B, vital para atividade de varias enzimas por ligar-se

junto com o substrato no sitio ativo proporcionando um melhor funcionamento (11, 1).

Os fatores que influenciam na atividade enzimatica sdo a concentracdo da enzima e
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do substrato, temperatura e pH. Para o caso da concentragao de substratos, temperatura

e pH constantes, temos uma taxa de reacao linear de acordo com o aumento de enzimas.

=

Velocidade de reacao

~

Concentracao de enzima

Figura 33 — Velocidade da reagao em fungdo da concentragdo de enzima. Figura adaptada
da referéncia (3).

No caso da concentracao de enzimas, temperatura e pH constantes: temos um

comportamento hiperbdlico da taxa de reacdo em funcao da concentracao de susbtratos.

=

Velocidade de reacao

=

Concentrag¢ao de substrato

Figura 34 — Velocidade da reagao em fun¢ao da concentracao de substrato. Figura adaptada
da referéncia (3).

No caso dos substratos, enzimas e pH constantes, o efeito da temperatura na taxa

de reacao ¢ uma atividade maxima para o valores de temperatura em torno de 37°C:
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-

Velocidade de reacao

Temperatura (°C)

Figura 35 — Velocidade de reagdo em fun¢ao da temperatura. Figura adaptada da referéncia

(3).

E por dltimo para a situacao da concentragao de substratos, enzimas e temperatura
constantes. A taxa de reagdo quimica possui um valor maximo, préximo da neutralidade

com pH em torno de 7:

e

Velocidade de reagao

6 7 8
pH

U‘-

Figura 36 — Velocidade de reagao em fungao do pH. Figura adaptada da referéncia (3).

O modo de acao das enzimas pode também alterar sua conformacao e mudar os
parametros da cinética enzimatica. No modelo mais atual conhecido como encaixe induzido,

a enzima muda sua geometria de modo que o substrato possa encaixar-se no sitio ativo.
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E Substrato

+

Enzima \

Complexo E-S

Figura 37 — Modelo encaixe induzido. Figura adaptada da referéncia (3).

Para que as enzimas possam reagir quimicamente com as moléculas da solugao, é
necessario energia para que favorega o encontro e a colisdo entre elas, a qual é chamada de

energia de ativacao (3, 1).

Energia —————

Progresso da reacao ———

Figura 38 — Energia de ativacao para reagoes catalizadas e nao-catalizadas. Figura adap-
tada da referéncia (3).

Como pode-se perceber ha uma diminuicao da energia de ativagao na presenca de
enzimas (catélise) e isso favorece a ocorréncia da reagdo quimica (3, 1). As enzimas atuam

de maneira geral de trés modos:
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(A) A enzima liga duas moléculas  (B) A ligagdo do substrato & (C) A enzima distende a
de substrato e as arienta de enzima promove o malécula de substrato
forma precisa para permitir rearranjo dos elétrons do ligado, forcando-o a um
que a reagdo entre elas ocorra, substrato, criando cargas estado de transicdo que
parciais negativas e favorece a reagio.

positivas que favorecem

Figura 39 — Estratégias de atuacdo das enzimas. Figura adaptada da referéncia (1)

Em relagao a figura acima, temos a) alinhando os substratos de forma precisa, b)
estabilizando as cargas elétricas de tal forma a favorecer a reagao, c) aplicando forgas que
distorcem as ligagoes do substrato fazendo aumentar a cinematica enzimatica. As enzimas
evoluiram de forma a direcionar seus substratos por tuneis moleculares em multiplos sitios

de ligagao indicada pela faixa vermelha (1).

Sitio
ativo 3

Figura 40 — Visualizacdo em fitas de trés proteinas interligadas por um tunel. Figura
adaptada da referéncia (1)
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E importante lembrar que ocorre difusdo, ou seja, o transporte de matéria de
uma regiao de maior concentracao de susbtrato para uma regiao de menor concentragao
até atingir o equilibrio (1). Como tem uma grande quantidade de diferentes rea¢oes na
célula, hd um limite de metabdlitos (produtos do metabolismo de alguma molécula ou
substancia) que estd presente em concentracoes micromolares (10764 M) e as enzimas estao
presentes em concentragoes mais baixas (1). Com o objetivo de manter uma taxa metabdlica
rapida as células desenvolveram-se de modo a aproximar grupos de enzimas (complexo
multienzimatico), cada grupo realizando fungoes especificas, objetivando maximizar o
nimero de reac¢oes, podemos inferir que a natureza sempre utilizou o caminho que nés
denominamos de "revolucao industrial'(1). As células podem inibir as atividades das

enzimas. A molécula inibidora pode-se ligar a enzima de modo a diminuir a taxa de reacao.

E Substrato ﬁ Inibidor E Substrato o Inibidor

Sitio ativo Sitio ativo
s S
:_‘ ‘a

"1

Figura 41 — Inibigdo competitivo (esquerda) e ndo competitivo (direita). Figura adaptada
da referéncia (3).

A taxa é maxima quando a enzima nao possui inibidor. Seu valor é minimo, para o

caso de ligar a um inibidor ndo competitivo.

A

Sem inibidor 2

Imibédor competitivo

o
/

Inibidor ndo
competitivo

Taxa de reacao

>

Concentracao de substrato

Figura 42 — A cinética enzimatica. Figura adaptada da referéncia (3).
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Existem formas de regular atividades enzimaticas, uma molécula pode ativar ou

desativar uma determinada enzima.

INATIVA

Glicose
@

r

A

\/

ATIVA

Figura 43 — Moléculas podem ativar enzimas. Figura adaptada da referéncia (1).
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Figura 44 — Moléculas ativam ou desativam enzimas. Figura adaptada da referéncia (1).

Outro exemplo, é o controle por retroacao, ou conhecida por feedback:
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Percurso(s) original
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Figura 45 — Controle por feedback. Figura adaptada da referéncia (3).

Sendo assim, o produto final bloqueia a reacao inicial, interrompendo todo o
processo. E importante para a célula ter o controle das reagdes quimicas e poder interferir

no funcionamento das enzimas.
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Capitulo 5

A enzima: Pectina metilesterase

5.1 Substrato: Pectina

As paredes celulares, que envolvem as células vegetais, conferem caracteristicas
particulares a esses organismos. Essas paredes sao encarregadas de fornecer a forma e
a protegao dessas células (31, 32). Os constituintes da parede celular sdo polimeros de
celulose (constituidos por uma grande quantidade de moléculas de glicose), hemicelulose
(constituido por um grande quantidade de hexoses, pentoses e acidos urdnicos) e pectina
(constituidos em maioria por acidos galacturénicos metoxilados) (32). Em geral, os polis-
sacarideos (constituidos por carboidratos com fungao de fornecer energia ao seres vivos)
sao heterogéneos, como por exemplo a pectina, apresentando diversos agiicares em sua

composicao: galactose, arabinose e xilose (34).

A pectina é formada por uma cadeia central de 100 mondémeros a 1.000 mondémeros
de 4cido galacturénico (32). E importante destacar que a pectina possui cardter hidrofilico,
devido a presenca de grupos polares. Portanto, tem caracteristica de atrair as moléculas
de dgua (H,O), produzindo uma solucao viscosa (35). Nas frutas verdes estd contida a
protopectina que é a pectina na forma insoluvel e sua acao é similar a de uma "cola",
conectando as paredes celulares das diferentes células vegetais (34). Na fase de pleno
desenvolvimento das frutas a protopectina é abundante, contudo no processo é transformada
em pectina. A func@o da pectina é dar estrutura aos tecidos vegetais, firmeza e resisténcia

a compressao (32).
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Plasmodesmos Citosol

Figura 46 — Célula vegetal. Figura adaptada da referéncia (33) .

As pectinas estao no grupo das fibras diéticas. As fibras alimentares ou também
conhecida como fibras dietéticas sao classificadas em dois grupos: (1) insoliveis: celulose,
ligina, e a maioria das hemiceluloses- (2) soliveis: pectina, gomas, mucilagens e algumas
hemiceluloses (32). Comercialmente é produzido a pectina como um pé branco de cor
castanho claro, com aplicacbes em enchimentos de sobremesas, medicamentos, doces,

bebidas com leite e como fonte de fibra alimentar (39).

e
=

Figura 47 — Pectina. Figura adaptada da referéncia (38).

Principalmente extraida de cascas de frutas citricas, é usada em alimentos para
se obter acao geleificante, em especial geléias. Em geral, a pectina é manuseado como

geleificante e estabilizante na industria de alimentos (40).

Origem Pectina %

Batata 2,5
Tomate 3,0 .
Maca 5,0 a 7,0.

Beterraba 15,0 a 20,0.
Frutas citricas | 30,0 a 35,0.

Tabela 4 — Porcentagem de pectina nos tecidos vegetais (36).
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A pectina é formada principalmente por uma estrutura central de acidos galac-
turdnicos, altamente metoxilado (ATM), com no minimo 65% de grupos metoxilados
(COOHCHj3). Aproximadamente 80 % da produgao mundial desta modalidade é usada em

geleias e compotas (conservas) devido a seu poder geleificante (40, 36).

COOH COOCH3 COOCHS3;

G

COOCHS3; COOH

Figura 48 — Acidos galacturénicos conectados com grupos metoxilados (COOHCH3), des-
tacados em azul, formam a pectina. Figura adaptada da referéncia (41).

Os acidos galacturdnicos ligado em maioria ao grupo carboxilico (COOH), fica
conhecido por acido péctico (42). Enquanto, se os dcidos galacturonicos estiverem ligados
em maioria ao grupo metoxilado (COOHCHj3) ficam conhecidos por dcidos pectinios (42).
A cadeia principal fica interligada entre os monoémeros por meio de ligacoes glicosidicas «
(1—4)

Em relagao a suas aplicacoes, em um sentido quimico, a pectina esta incluida no
grupo das substancias pécticas: pectinas, acido péctico, acido pectinio e protopectina.
Além disso, as pectinas tem como caracteristica formar gél em meio 4cido e na presenca
de agucar, entretanto, para a pectina de baixa metoxilacao (BTM), ou seja, abaixo de 65%
de acidos galacturdnicos ligado ao grupo metoxilado, este efeito s6 ocorre na presenca de
{ons metélicos divalentes, como o Ca*" (42). Agora em relagao a fatores fisicos, o efeito da
diminui¢ao da temperatura até um ponto critico, abaixo desta temperatura as pectinas
de baixa metoxilagao (BTM), irdo geleificar quase que instantaneamente, enquanto as de
alta mexolagao (ATM), ainda dependera do fator do tempo necessario para chegar a tal

condigdo, além de que os géis serem termorerviseis (36).

5.2 Pectinases

Os termos enzimas pectinoliticas ou pectinases referem-se a agdo sobre as substan-
cias pécticas presentes nos tecidos vegetais (37). As pectinases tém aplicagoes industriais
na extracao e clarificacdo de sucos de frutas, na maceracao de vegetais e frutas, e também
na extragao de 6leos essenciais (37). Alguns seres vivos possuem a capacidade de produzir
pectinases, incluem plantas, bactérias, leveduras e fungos (42). A classificagdo das pecti-
nases é feita sobre a forma de atuacao nas substancias pécticas constituintes da parede

celular e da lamela média da célula vegetal.

Existem dois principais grupos os desesterificantes ou desmetoxilantoas: como

principal representante temos a pectina metilesterase agindo nos grupos metil éster
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(metoxilados), desesterificando ou desmetoxilando a pectina convertendo-a em &cido
péctico e liberando metanol (CH3OH.) através de um mecanismo de hidrélise, ou seja a
quebra de ligagao por meio de adi¢ao de dgua (Ho0). O outro grupo é das despolimerases:
podemos citar a pectina liase (PL) e poligacturonase com atividade sobre a cadeia de dcidos
galacturdnicos, despolimerizando as substancias pécticas por meio da quebra das ligacoes
glicosidicas a (1—4) da cadeia principal, este procedimento pode ser por hidrélise ou por
transeliminacdo ou conhecida também como [S-eliminacao. Além disso as despolimerases
sao subidividades conforme sua especifidade em relagao ao substrato de preferéncia (pectina,
acido péctico) e segundo padroes de locais de atuagio na cadeia principal poligalacturonica

que compoem as pectinas (37).

Enzima Modo de acao Substrato preferencial
Poligalacturonase (PG) Hidrolise de ligacoes glicosidicas Acido péctico
Pectina liase (PL) Trans-eliminacao ou [$-eliminagao Acido péctico
Pectina metil esterase (PME) | Desmetoxilagao de grupos metil Pectina.

Tabela 5 — Classificacdo das enzimas pecnoliticas ou pectinases (42).

Por causa da imensa diversidade de pectinas nas plantas, existem diferentes pec-
tinases com diversas maneiras de atuacao: as enzimas poligalacturonase (PG) e pectina
liase (PL) atuam na diminuigao da viscosidade, enquanto a enzima pectina metil esterase
(PME) tem pouco efeito sobre a viscosidade das solugoes, com agao sobre a pectina de
alta metoxilagdo (ATM) produzindo uma pectina de baixa metoxilagdo (BTM) a qual
sofre clivagem por meio da enzima poligalacturonase (PG) pois é seu subtrato preferencial.
A forma da atuacao das principais pectinases na pectina podem ser divididos em duas

etapas:

sedsdfass
do

PECTINA METILESTERASE (PME)
- POLIGALACTURONASE (PG)

é . Acido galacturénico o

@ Acido carboxilico db
a Grupo metil

Figura 49 — Formas de atuacao das pectinases. Figura adaptada da referéncia (43).
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Em resumo a pectina liase (PL), tem a fungao de quebrar a ligacdo dos acidos
pécticos resultando na quebra da pectina, enquanto, no caso da pectina metil esterase
(PME) possui a fungdo de quebrar as ligagdes do grupos metilicos (CH3) gerando o
substrato preferencial da enzima poligacturonase (PG). A quebra em torno de 2-3% de
ligacoes glicosidicas obtém cerca de 50% de reducao de viscosidade (32, 42). Algumas das
principais fung¢oes das enzimas pectinases estd na degradacao do seu substrato pectina
onde induz uma caracteristica visual de clarificagdo e age na diminui¢ao da viscosidade e

também atua na perda da turbidez (31, 32).

5.3 Aplicacoes da pectina metil esterase

As aplicagoes da enzima pectina metilesterase (PME) incluem amadurecimento
de frutas, clarificacdo e diminuicao da viscosidade e melhora da eficiéncia de filtracdo em
suco de frutas, tratamento preliminar de suco de uva utilizado na preparacao de vinhos, e
também na extracao da polpa do tomate, fermentagao de ché e chocolate, tratamento de
residuos vegetais, degomagem (a remocgao de fosfolipideos) de fibras na industria téxtil
e de papel, nutricao de animais e enriquecimento de proteinas nos alimentos infantis e
de oléo (31). Na fase de compressdao da fruta, as pectinas, por serem soliveis, passam
para o suco fazendo com que se torne mais viscoso, com pouca cor e aroma. As fases de

processamento de clarificagao e filtragao sdo mais dificies, dificultando o rendimento (34).

Para contornar isso, antes da prensagem adicionam-se preparagoes enzimaticas
especiais no mosto facilitando a futura extragao, aumentando consideralvemente o rendi-
mento do suco. O processo completo de despectinizagiao (degradacao da pectina) com o
uso de enzimas pectinases resulta em uma boa clarificacao e filtracdo do suco (34). Apds a
prensagem, é necessaria a despectinizagao dos sucos para se conseguir baixa viscosidade.
No caso dos sucos concentrados, a despectinizacao é obrigatéria para evitar a geleificacao

durante a concentragao (34).

As pesquisas da producgao de pectinases estao direcionadas para os fungos, uma
vez que as enzimas comerciais provém destes organismos com pH ideal dentro da faixa da
maioria dos sucos de frutas, em torno de 3,0-5,5 (42). Em geral, o fungo Aspergillus niger
é utilizado na industria, na qual é classificado como Generally Recognized as Safe (GRAS)
pelo érgao do governo dos Estados Unidos conhecido como Food and Drug Administrattion

(FDA) atuando no controle de qualidade de alimentos e medicamentos (42).
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5.4 Protein Data Bank (PDB)

Os primeiros resultados da estrutura cristalografica de raios X foram relatados
sobre a proteina mioglobina em 1958 por John Kendrew, e veio como um choque porque
esperava-se uma estrutura simples e bonita como a cadeia dupla da estrutura do DNA,
descoberta cinco anos antes por James Watson e Francis Crick. No entanto, mostrou-se ser

uma estrutura complexa e irregular, para o desapontando da comunidade cientifica (2).

Figura 50 — Estrutura cristalografica da mioglobina. Figura adaptada da referéncia (2).

Por meio desta técnica foi possivel criar bancos de dados em 3D de proteinas como o
Protein Data Bank (PDB), disponivel no endereco eletronico: <http://www.rcsb.org>. Es-
tes arquivos no formato PDB contém informacoes sobre as posi¢des de todos os aminoacidos

e de seus respectivos atomos (44, 45).

Figura 51 — Visualizacao da enzima pectina metilesterase no Pymol.
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As observagoes dos arquivos cristalograficos do Protein Data Bank (PDB) em forma

de fitas, permite obter informagoes sobre as estruturas secundarias da proteina de estudo.
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Figura 52 — A composicao da enzima pectina metilesterase do tomate, por variados tipos
diferentes de estruturas. Figura adaptada da referéncia (45).

Com as informacoes das estruturas de proteinas obtidos por meio do Protein Data
Bank (PDB) é possivel extrair informagoes e descobrir uma fungao biolégica, pode-se

também analisar suas propriedades por meio de simulagoes computacionais (44, 46, 1, 11, 2).

5.5 Influéncia da pressao nas atividade enzimatica

Na industria de alimentos a qualidade dos alimentos, em geral, é baseada nas
caracteristicas sensoriais e nutricionais, de forma a proporcionar beneficio a saude e vida
util dos produtos (47). As etapas de conservacao de alimentos mais utilizados para que
satisfaca esas condic¢oes incluem: pasteurizacao, esterilizagao, branqueamento, desidratacao
e secagem como forma de diminuir a atividade da agua, e também a refrigeragao e
congelagao (47). Os processos térmicos produzem alteragdes na qualidade dos alimentos,
sao exemplos: componentes vitaminicos, modificacdo da textura e da cor, podendo adquirir

sabores ou odores indesejaveis ("off-flavours”) (47, 48).
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Para superar essas dificuldades foi necessario desenvolver novos métodos tecno-
l6gicos. De modo que complementam ou substituam a manuntencao das caracteristicas
dos alimentos, de forma a reduzir a utilizagdo da energia térmica na conservacao e
processamento alimentar. Destaca-se em especial o mecanismo a alta pressoes hidrostati-
cas designado pelas nomenclaturas internacionais como high pressure processing (HHP)

(47, 48).

Significa em sujeitar o alimento sélido ou liquido, pré-embalado ou pés-embalado
a pressoes que podem variar entre 1 kbar-10 kbar. As pesquisas nesta afea aponta
uma preservacao no valor nutricional dos alimentos em relagao a aplicada a temperatura
ambiente possuindo um efeito minimo sob os compostos bioativos (nutrientes nao essenciais)

de varios frutos e vegetais comparado as técnicas usuais.

De uma maneira geral, pode-se resumir os diversos efeitos e objetivos: inativacao
microbiana, ativacdo/inativagdo enzimética, prolongamento da vida 1til do produto e
permanéncia das caracteristicas de sabor, valor nutriocional e cor (47, 48). Com o intuito
de investigar esta questao de altas pressoes sobre proteinas, foi realizada uma anélise do

raio de giro para diferentes pressoes.
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Capitulo 6

Simulacao computacional

6.1 Fundamentos

As simulag6es computacionais a partir da Dindmica Molecular (DM) e do Método
de Monte Carlo (MC) baseiam-se respectivamente nos principios da mecanica classica e
da fisica estatistica (44). A simulagao ajuda a compreender as propriedades de conjuntos
atomicos-moleculares representando sistemas fisicos, quimicos e bioldgicos formado por
aproximadamente 10% particulas e ndo envolvem reacoes quimicas ou transicoes entre
diferentes estados eletronicos no atomo (44). Estes sistemas sdo termodinamicos e sua
compreensao atomico molecular precisa de uma abordagem mecanica estatistica com
temperatura ambiente entre 100K e 800K. A ordem de grandeza da energia envolvida nos

fendmenos de interesse sao tipicas de interagbes entre atomos, fons e moléculas (44).

A simulacao computacional possui um numero de particulas que depende da
natureza do sistema, ou seja, cada proteina possui sua respectiva quantidade de aminoacidos
compostos por diversos dtomos. Sao tratados sistemas contendo entre 10® particulas e
10% particulas, e as condi¢des de equilibrio sdo obtidos em médias temporais sobre um
grande intervalo de tempo na escala atdomica aproximadamente entre 107! segundos e
10~® segundos. Algumas propriedades de energia de interacao e distribuicdo radial de
pares convergem rapidamente, entretanto, a pressao, tensao superficial e os coeficientes de

transporte requerem longas trajetérias de simulacdo para convergir (44).

O interessante da técnica de Dindmica Molecular (MD) e de Monte Carlo (MC) é
compatibilidade com os dados experimentais. Os resultados das investigagbes computacio-
nais produzem novos conhecimentos do nivel microscépico dos fendmenos observados em
laboratorio. Outra vantagem é a diversidade de sistemas que podem ser tratados por este
método, sistemas homogéneos: gases, fluidos supercriticos, liquidos, solu¢ées e misturas,
sistemas pouco ou nada homogéneos como interfaces, filmes de Langmuir-Blodgett, bio-
membranas, polimeros organicos e inorganicos, polissacarideos, lipidios, proteinas, acidos

nucléicos e seus complexos, passando por sistemas como zedlitos, argilas, solidos cristalinos
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e vitreos, e nanomateriais, entre outros (44).

Os atomos que formam as moléculas permanecem unidos por forcas associadas
aos potencias de interagao. Com o conjunto desses potenciais defini-se um "Campo de
Forca', descrevendo propriedades dinamicas e de equilibrio de um sistema molecular.
Por meio das equacoes de movimento de Newton calcula-se as propriedades do sistema,
fornecendo informagoes a nivel microscépico: posigoes e velocidades atomicas, a partir
destes dados, entao, a conexao a nivel macroscépico é feita pela mecanica estatistica,

gerando as propriedades observaveis (pressao, temperatura, energia, entre outras) (44).

Algoritmo de simulacao

1. Entrada das condicoes iniciais

Potencial de interacdo U como uma fungio das posicdes dos atomos
Posigies r de todos os dtomos do sistema
Velocidade v de todos os dtomos do sistema
I}

repetir 2,3,4 para a quantidade de etapas necessarias:

2. Computo das forcas

A forca em cada atomo
L
T

E computado calculando a forca entre pares de dtomos ndo ligados:

F;=%.F

Laq bij

Mais as forgas das interagdes ligadas
{podem depender de 1,2,3 ou 4 dtomos)

I}
3. Atualizacdo da configuracao

O movimento & simulado resolvendo as equactes de Newton

d*r;  F;
diz2 T
or
d?",‘ d‘t:'i Ft‘
—_— =y — = —
di di T
I}

4. Passo de saida

Escrever posicies, velocidades, energias, temperaturas, pressac, ...

Figura 53 — Etapas do programa GROMACS. Figura adaptada da referéncia (46).
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As posigoes dos atomos em uma dada proteina sao determinadas por técnicas de
medida estrutural e conformacional, como por exemplo a técnica de espalhamento de
raios X a baixos angulos (Small-angle X-ray scattering). Essa informacao estrutural é
catalogada num banco de dados sob forma de arquivos de texto. As informagoes estruturais
desses arquivos de proteinas sao os arquivos de entrada do GROMACS. Esse arquivo de
dados é encontrado na base de dados Protein Data Bank (PDB), disponivel no enderego
eletronico: <http://www.rcsb.org>. A estrutura foi montada com base em experiéncias
de cristalografia de raios X, ressonancia magnética e no espalhamento dindmico de luz
(DLS) (45). Existe um limite de validade para utilizar as forgas de Newton classicas, para
retratar o comportamento atomico. Por meio de um "teste de validade", fundamentado no

comprimento de onda térmico de Broglie (A):

(6.1)

27h? 1/2
[kaT] ’

onde m é a massa atomica, T' a temperatura do sistema, e h é a constante de
Planck (h = h/2m), é possivel aplicar a dindmica molecular quando A << a, sendo a
a separagao média entre os atomos vizinhos (44, 49). Em temperaturas suficientemente
baixas, as determinagoes da dindmica molecular falham (49). Por conta desse limite, nossas

simulagoes foram realizadas com temperatura de 300 K.

6.2 Configuracao inicial

Numa configuragao inicial de particulas interagentes as posicoes e velocidades sao
dispostas em uma "caixa de simulacao'e passam a movimentar-se sob acdo de potenciais
de interagao intramoleculares e intermoleculares (44). Considerando um sistema fisico
constituido de N particulas (dtomos ou moléculas) identificado por 3N coordenadas de
posigao e 3N coordenadas de velocidade (46). A configuracao inicial é dada a partir destas

6N variaveis iniciais das moléculas, posicionando-se em principio em sitios pré estabelecidos.
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Figura 54 — Representacao do sistema. Figura adaptada da referéncia (46).

Ti = [Ty 2] 5 0= [V, Uy Vil (6.2)

Adota-se a rede cubica de face centrada (fcc) como a caixa de simulagao de
comprimento L. Assim, as particulas ocupam os vértices e o meio das faces de um cubo
chamado de célula unitaria, cada particula no vértice é compartilhada por oito células

unitarias, enquanto a particula da face é compartilhada por duas células unitarias:

L

Figura 55 — Caixa de simulacao (fcc). Figura adaptada da referéncia (46).

(1/8 dtomos).8 4 (1/2 atomos).6 = 4 atomos. (6.3)

Entao, a densidade de particulas é p = % Sabendo que o niimero de particulas
¢é quatro e €2 é o volume dado pelo comprimento das arestas L elevado ao cubo, temos

p= % (46). As posigoes das quatro particulas sdo :



Capitulo 6. Simulag¢ao computacional 63

(0,0,0); (0,1/2,1/2): (1/2,0,1/2): (1/2,1/2,0). (6.4)

Para a construcao da rede cristalina, as posicoes das demais particulas sdo obtidas
pela translagao das células unitarias ao longo das trés diregoes (x,y, z) (46). Portanto, o

numero total de particulas na simulacao é:

Nparticulas = Moew- w11z (6.5)

onde Nypey, Nz, Ny, M=, Sa0 0 nimero de particulas na célula unitaria, e a quantidade
de repetigoes das células nas trés diregoes, respectivamente (46). A cada passo de integragao
das equagoes de movimento teremos que ter as coordenadas das particulas dentro da caixa,

isto significa dizer:

Q
Q

Fa
/

I

-

T

7
= {
: \

Figura 56 — Condigoes de contorno. Figura adaptada da referéncia (49).

Dado as posigoes e velocidades de todas as particulas em um instante tqy, pode-se
obter as forcas resultantes em cada particula, devido as intera¢oes com as demais, e entao
determinar posicoes e velocidades em um instante posterior to+dt, através das equagoes

de movimentos Newtonianas. As novas posi¢oes sao utilizadas para o calculo das novas
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forcas e dai obter as posicoes e velocidades em ty+2dt. Este procedimento é realizado

recursivamente, gerando trajetérias moleculares para todo o sistema (44).

A escolha do passo de integracao dt precisa ser feita de tal forma que a energia
total do sistema seja uma constante durante todo o intervalo de tempo da simulacao.
Esta escolha é baseada em um conhecimento ja estabelecido, caracteristico de algum
sistema fisico. A escolha deve ser feita resultando em estabilidade do sistema. E importante
ressaltar, como as equagoes de movimento sao integradas via discretizagao em formas
de série de Taylor, a energia total nao serd exatamente constante, no entanto, tera uma
pequena flutuacdo a qual deve ser menor ou da ordem de 10~* durante todo o tempo de

simulagao (44).

6.3 Campo de forca OPLS/AA

Na descricao das interagoes dos sistemas moleculares, assume-se dois tipos de
potenciais ou campos de forca, importantes para a descri¢do correta do sistema: inter-
moleculares e intramoleculares. Entre os mais conhecidos campos de forca, destacam-se
o Optimized Potentials for Liquid Simulation (OPLS), com métodos apropriados para
proteinas, lipidios, sacarideos e diversas outras moléculas organicas. Seus parametros foram
divididos em &tomos agrupados OPLS-UA (United-Atom), considerando, por exemplo o
grupo metil (CHj) como sendo um tnico sitio. Agora o OPLS-ALL (All atom) descreve

todos os atomos do sistema (44).

Em um modelo de potencial intermolecular que representa a interagao entre os
atomos 7 e j, consiste da soma das interagoes entre par de atomos de moléculas distintas
descritas por um termo de Lennard-Jones acrescido ao termo correspondente as interagoes
eletrostéaticas (44):

Uinter-molecular = Z Z UCouloumb(Tij) + Z Z UYL ennard-Jones (rij)- (6.7)

i=1 j<i i=1 j<i

O potencial de Coulomb é

44,
Y
4:71'607"2']‘

Uctouloumb(7is) = (6.8)

onde g; e g; correspondem as cargas parciais localizadas nos seus respectivos sitios,

e r;; ¢ a separacao entre os atomos ¢ e j de moléculas distintas.
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Ucoulomb (1)

Figura 57 — Comportamento do potencial de Coulomb, plotado no Gnuplot.

O potencial de Lennard-Jones é

12 6
Oij ;4
ULennard-Jones (i) = 4€i; [(#) - <J> ] : (6.9)

12 T T T T T T

10 - n

ULennard-Jones (1)

Figura 58 — Comportamento do potencial de Lennard-Jones, plotado no Gnuplot.

Para o potencial de Lennard-Jones, o minimo de energia corresponde a € e o valor de
sigma o representa a distancia entre os &tomos em que o potencial de Lennard-Jones é nulo

D1 ennard—Jones(0) = 0. Para calcular a interagdo entre os atomos de moléculas distintas é
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necessario o uso de alguma regra de combinacao para os coeficientes de Lennard-Jones. O

campo de forca OPLS adota o critério geométrico para ambos os pardmetros (44):

€ij = \/€ii€jj ; 0ij = \/0ii0jj, (6.10)

onde €; , €5, 0;, 0;; sao os parametros de energia e diametro, respectivamente
(44). As interagbes de carater intramoleculares descrevem as deformagoes moleculares, e

podem ser subdivididas nas seguintes contribui¢oes (44):

Uintra-molecular = ) Uliga(;éuo+ > Uviblra(;éojL ) UtorQEEOQ (6.11)

ligagdes angulos diedros

O potencial de ligagao (Uligagao) descreve estiramentos de uma ligacao quimica,
enquanto, o potencial de vibracao (Uvibra(;éo) e o potencial de torcao (Utorgéo) corres-
pondem, respectivamente, as descrigoes das deformacoes angulares e das deformagoes dos

angulos diedros, obtidos por meio das seguintes variaveis:

(a) (b) ()

Figura 59 — Varidveis dos potenciais intra-moleculares. Figura adaptada da referéncia (50).

O termo de estiramento é descrito por um potencial harmonico. A distancia entre
os dois atomos é b, agora a distancia de equilibrio da ligacao ¢é by e a constante de forca é

K3; o potencial de ligagao é (44).

1
Uligagéo(b) = §Kb(b —bo)”. (6.12)
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Uligagéo(b)

Figura 60 — Comportamento do potencial de ligacao, plotado no Gnuplot.

O termo referente a deformacao esta relacionado a vibracao, e também é um
potencial harmoénico: onde 6 é o angulo entre trés atomos ligados, e 6y o angulo de

equilibrio da ligagdo, e Ky uma constante de forga(44):

1
Uyibragio(6) = 5Ko(0 = 60)%, (6.13)

Uvibragﬁo (9)

Figura 61 — Comportamento do potencial de vibracao, plotado no Gnuplot.

O potencial de torgao é continuo em todo o intervalo [0, 27]. Pode ser representado
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por uma expansao em série de Fourier truncada. A expansao comumente empregada nos

campos de forgas é (44):

Urorgao(@) = Up + (1 + cos(9)] + [0+ cos(26)] + L1+ cos(30)], (614

2.5

Utorgé o (9)
N

=
v

[e2]

Figura 62 — Comportamento do potencial de torcao, plotado no Gnuplot.

onde Uy, Uy, Uy, Uz sao os coeficientes de Fourier da série. O valor do angulo de
torcao ou diedral é ¢. Para descrever as interagoes em sistemas moleculares é descrita

CO1mo:

U= Uinter—molecular + Uintra—molecular (6.15)

O potencial entre duas moléculas é descrito como uma soma de interagoes entre
cada par de atomos ou sitios de interacao, e que estas interacoes dependem apenas da
distancia que separa estes sitios. Nos casos em que os movimentos internos das moléculas
sao importantes, adiciona-se a este potencial as interacoes intramoleculares, relacionadas a
deformagao da geometria molecular (44). Os potencias intermoleculares e intramoleculares

fornecem a descrigao do estado do sistema (44).

6.4 Equacoes de movimento

Devido a complexidade da energia potencial ser funcao das posigoes de todas as

particulas do sistema, ndo ha solugao analitica para o problema. Uma forma de contornar
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este problema é por aproximacgoes das posi¢oes e velocidades das particulas em expansao
de Taylor da fungao x(t + At) em torno de t (51):
dx AN Y AN

Para gerar as trajetorias das particulas, é importante ressaltar que a configuracao
é decomposta em estdgios separados em intervalos de tempo de integragao dt (44). A forga
total de cada particula é computada como uma soma vetorial de suas interagdoes com
outras particulas. Entao, é obtida as aceleragoes na qual sao combinadas com as posi¢oes
e velocidades no tempo t, obtendo-as posteriormente em t + dt,t + 2dt,t + 30t e assim por
adiante (44, 51):

7i(t + 0t) = 73(t) + 03 (t) ot + ;a:-(t)ét? + éli-(t)ét?’ + ... (6.17)
. . . T, oo 1o 4

Para encontrar as posigdes das particulas, fazemos a soma das equacoes (6.17) e
(6.18). Temos (44, 51):

Fi(t + 0t) = 273 (t) — 73(t — 6t) + a@(t)ot* = 27 (t) — 73 (t — 6t) + F"—(t)&? (6.19)

m;

Agora para determinar a velocidades das particulas devemos subtrairmos as equa-
goes (6.17) e (6.18). Sendo assim (44, 51):

m@>:7ﬂt+5wi%ﬁ@——&) 6.20)

A partir da equagao (6.20), temos 7;(t —0t) = r;(t+0t) —20;(t)dt. Logo, substituindo
na equagao (6.19), chegamos na equagao da evolugao da posicao (52, 53):
1
7i(t + 6t) = 75(t) + 03 ()0t + 5@(15)5152. (6.21)
Para determinar a evolucao da velocidade, temos t — t 4 dt na equagao (6.20):

L E(E+26t) — ()
Gi(t) = o . (6.22)

Precisamos determinar 7;(t + 2dt). Implementando entdo ¢t — ¢ + §t na equagao
(6.19). Teremos 7;(t + 26t) = 27;(t + 6t) — 73(t) + @;(t + 5t)5t%. Agora substituindo na
equagao (6.22):



Capitulo 6. Simulag¢ao computacional 70

= — 7 1
ri(t + 52 nlt) it + ot)dt. (6.23)

0;(t + ot) =

Com base na evolugao da posigao, equagao (6.21). Substituimos na equagao (6.23),

temos a equagdo da evolugao temporal da velocidade (52, 53):

0i(t 4 ot) = 1i(t) + ;[@(t + dt) + a;(t)]ot. (6.24)

O valor de dt pode ser aproximado em um valor menor que a metade do tempo
de colisao entre particulas e a determinacgao deste valor é por meio da conservagao da
energia (44). As vantagens siao: 1) E possivel utilizar tempo igual a zero, 2) a velocidade
nao obitda a partir da razao entre nimeros pequenos, 3) posicao e velocidade sao avaliados

no mesmo tempo. As desvantagens, é que exige o calculo das aceleragoes duas vezes (52).

6.5 Dinamica molecular do Potencial de Lennard-Jones

As simulagoes de dindmica molecular classicas se concentram nas equacoes de

movimento de Newton para particulas (d&tomos) que compoem o sistema em estudo (46):

— = Fy(F, 7, ), i=1,2,. N (6.25)

7; € o vetor posicao da particula 7, e as forcas atuando sobre cada particula i é F;.
Nos casos em que o trabalho é independente da trajetoria, as forcas, ditas conservativas,

derivam da energia potencial U (7, 7, ..., 7y ) (46):

F(7y, oy oy TN) = —=NVa U7, T, oo Ty (6.26)

Esta representacao acarreta na conservacao da energia total, ou seja, a quantidade
de energia cinética mais o potencial mantém-se Eyi = Feinstica + U. O potencial pode ser

apresentado, no caso mais simples, como uma soma de pares de interacao (46):

N N
i=1i<j
r;; € distancia entre os dois dtomos da ligagao, e a condicao ¢ < j é para evitar
contagem dupla das energias U(7;;) = U(7};). As forcas atuando nas particulas do sitema
sao (46):

g N - g dU T T_’;
F=Xfy fy= -2l T

b
por drij  rij

(6.28)
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Ti; = T; — T; € o vetor posi¢ao ligando as particulas 7 e j. As fungoes energias
potenciais ou potenciais de interacao intra-moleculares e inter-moleculares constituem um
passo para a descricdo do sistema de interesse. Estes potenciais determinam as forcas que
atuam nos atomos e como sera sua evolug¢ao no tempo, gerando trajetérias para analise.

Por exemplo a partir do potencial de Lennard-Jones (46):

oro=|(E) ()

Agora derivando o potencial em relagao a coordenada radial para encontrar a forga:

B P 1 13 1 7
fij = _E(I)(Tw)fw = —4e |:—120'12 <T> + 60'6 (7”) ] fij? (630)
1) )

. 1 13 1 . 1 7
fij = 486 |:O'12 (T) - 506 (T) ] fij; (631)
ij ij

iz o . ~ P
lembrando que o vetor unitério ¢ escrito na forma 7;; = ~2, segue-se (54):
ij

- 48¢ o 1 1/(o s
= — | — —— | — oy .32
fo=p [(%‘) 2 (%’) ]” (6:32)

Para o argbnio os parametros do potencial sao :

m=06,6.102g; e€=1,66.10""erg; o =3,4.10"%cm (6.33)

Em simulacdo computacional com o potencial de Lennard-Jones, é conveniente

trabalhar com grandezas adimensionais (46):

L N YA Ca (6:34)
g € €

A partir da forca em cada atomo dada pela equacao 6.32, é possivel calcular a forca

total sobre todos os atomos do sistema fazendo a soma sobre os indices i e j, com i@ # j.

dzﬁ N N N N 1 14 1 8 .
DI ML R DI [(r) N <2r’ ) ]T’iw (6.35)

i A i i#g ij

Para poupar tempo computacional, o potencial de Lennard-Jones é truncado na
distancia limite de r. = 2.5, j4 que as contribui¢oes sdo pequenas refletindo em um
potencial de curto alcance (46). As tabelas abaixo mostram o esquema para o cdlculo de

forcas- A parte mais trabalhosa para o programa de dindmica molecular é o computo da
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forcas e por isso é a parte que mais demanda tempo computacional, para minimizar esse

efeito ¢ a criac@o de tabelas ou matrizes (46):

i/k 1 2 3 [ ] N1
T | @D | @2 | @03 || OGND | @N)
2 | 1) | 22 | @3) || @GN | &N
31 1) | 32 | B3 || BNI) | BN
N-1 | (N-1,1) | (N-1,2) | (N-1,3) | ... | (N-I,N-1) | (N-1,N)
N | (N1 | (N2) | (N3) | .| (NN-D) | (NN

Tabela 6 — Matriz com todos os pares de interacaos. Figura adaptada da referéncia (46)

Por meio da terceira lei de Newton, a forca que a particula ¢ exerce na particula k
é igual em intensidade e direcdo, mas de sentido contrario, a forga que k alica em i, logo,

serd necessario calcular somente uma parte, reduzindo o esfor¢o da simulagao (46):

ik 1 2 3 | N N
1 (1,0 (1,2) 1,3y || AN1) | (AN
2 | -(1,2) | (22 23) |..| @N1) | 2N)
3| -(1,3) | -(23) | (3.3) BN-1) | 3N)
4 [-(ILN-1) | -(2N-1) [ -3 N-1) | ... | (N-LN-1) | (N-1,N)
5 | -(LN) | -2N) | -BN) | .| -(N-I,N) | (NN

Tabela 7 — Matriz com todos os pares de interagaos. Figura adaptada da referéncia (46)

Portanto, com isso é feito uma otimizacao, resultando na reducao do esforgo
computacional, pois somente o tridngulo superior sera calculado. Com os valores da forca
em cada particula pode-se calcular a evolucao das posigoes e velocidades do sistema
estudado (46).

6.6 Ensembles

A identificacado do valor dos parametros, como por exemplo o niimero de particulas,
volume, e energia, definem o macroestado do sistema. No ambito molecular, existe um
grande nimero de possibilidades que o macroestado (N,V,E) pode ser obtido. J. Willard
Gibbs (1839 — 1903) definiu o ensemble como o conjunto de copias do sistema, cada uma
representando uma possivel configuracao que o sistema pode estar com os mesmos estados
macroscopicos, i.e., energia E, pressao P e temperatura T, mas com diferentes valores de

estados microscopicos (55, 56). Resumindo, podemos também dizer que o ensemble é a
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distribui¢ao de probabilidade do sistema (55, 56). Para determinarmos as propriedades
mensuraveis de um fenémeno, corpo ou substancia, devemos computar o valor médio ou

valor esperado de uma certa grandeza fisica f medida em laboratério:

1 T
< Zta= lime oo~ / F(t)dt. (6.36)
0

E uma média temporal sobre um tempo grande 7 (55, 46). Para sistemas em
equilibrio termodindmico (equilibrio térmico, equilibrio mecénico, equilibrio radioativo e
equilibrio quimico) pode-se usar a hipotese ergddica proposta por Boltzmann supondo que
a média temporal das fungoes termodinamicas sao substituidas por médias de ensemble
(44, 55). Seja entao uma variavel aleatéria @ assumindo valores entre a e b. O termo da
diferencial p(x)dx pode ser entendida como a probabilidade de que a varidvel = esteja

entre valores z e x + dux:

/b p(x)dx = 1. (6.37)

A funcao f(x) referente a um conjunto variaveis aleatoérias representando a evolucao

de um sistema com valor esperado dado a seguir:

< 1) >= [ f@pla)dr (6.39)
onde a densidade probabilidade p(x) é conhecida por distribuigao de probabilidades(55,

46). Em um sistema fisico, pardmetros macroscopicos sdo mantidos constantes, como por
exemplo o nimero de particulas N, a pressao P, o volume V, a temperatura T ou o
potencial quimico da substancia p (55, 44). O conjunto destas grandezas fisicas cons-
tantes numa amostra sdo conhecidos como ensemble microcandénico (NVE): o nimero
de particulas, volume e energia sdo constantes (55, 44). No ensemble canénco (NVT): o
nimero de particulas, volume e temperatura sao constantes (55, 44). No ensemble das
pressoes (NPT): o niimero de particulas, temperatura e pressao sao constantes (55, 44).
No ensemble microcanénico (NVE) o nimero de particulas, volume e energia sdo cons-
tantes (55, 44). Conforme explicado no "Apéndice B", o conjunto dos microestados do
sistema ¢é representado por {2 ocupando regioes do espago de fase (55, 44). A equagao
de estado é uma funcdo que conecta possiveis variaveis do sistema com propriedades
termodindmicas, e podem ser definidos através de potencias termodindmicos (energia livre
disponivel para realizar trabalho), por exemplo: energia interna U=U(S,V,N), energia
interna magnética U=U(S,M,N), energia livre de Helmholtz F=F(T,V,N), energia livre de
Helmholtz magnética F=F(T,M,N), energia livre de Gibbs G=G(T,P,N), energia livre de
Gibbs magnética G=G(T,H,N) (57, 55). A conexao das equagoes de estado (pardmetros)
com a fisica estatistica é feita no limite termodinamico por meio da fun¢ao de particao do

sistema (55).
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6.7 Meétodo de Monte Carlo

O método de Monte Carlo (MC) estd sendo amplamente utilizado nas simulagoes
computacionais para o calculo de propriedades termodinamicas do sistema fisico, possibili-
tando obter o valor esperado das média dos ensembles de uma grandeza fisica, fazendo
médias aritméticas sobre as configuragoes selecionadas, com a vantagem de reducao do
tempo de simulagao. Mais detalhadamente, isso se da por meio da amostragem seletiva
(importance sampling), este método consiste em amostrar o espago de configuragoes base-
ado na distribui¢ao de Boltzmann. Considere que temos a fungao integranda f(x), sobre o

intervalo de integracao:

b
1= [ f@)de = (b= a) < f(@) > (6.39)

O valor esperado em um dado intervalo [a, b] é (46, 55):

< f(z) >= /abp(a:) flo)de, 1= /  p(x)de, (6.40)

p(z) é uma distribuigdo de probabilidade arbitraria, portanto a area sob a curva é
chamada de quadratura, e pode ser estimada fazendo médias sobre amostras aleatérias de
pontos no intervalo [z,y] com z € [a,b] e y €[f(a), f(b)]. O valor médio < f(z) > é aferido

como média aritmética (46, 55),

< 1) > PO ) (6.41)

=1

No caso de amostrarmos a funcao f(z) de acordo com a distribuigao de probabilidade

p(z), seu valor esperado se torna uma média aritmética dos valores amostrados (46, 55):

N
< S@) B 3 (), (642
=1

N configuragoes geradas no equilibrio {z} = x1, x5, x3, .., 2. O Hamiltoniano H é
um funcao destas coordenadas H({z}) (46, 55). Entao,

/ Fla)ePHEDg | N
/ o~ BH((2)) g N;f (643)

Em fisica estatistica, amostragem seletiva quer dizer escolher configuracoes do
sistema que satisfacam a distribuicao de probabilidade de Gibbs, a qual é proporcional

ao fator de Boltzmann e~ H{#H/BT Tsto significa dizer, a probabilidade que um sistema
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esteja em equilibrio a temperatura T | com energia H({z}) . O resultado é vélido para

fungoes de mais uma variavel (46, 55).

6.8 Ensemble NVE

No ensemble microcénico ou NVE, o niimero de particulas (N), o volume (V) e a
energia (E) sdo mantidos constantes no sistema, correspondendo a um processo adiabdtico,
ou seja, sem trocas de calor. As trajetorias da dindmica molecular microcanonica é vista
como as trocas de energia cinética e potencial, mantendo a energia total constante (44).

Com isso podemos escrever as equacoes de Newton na forma:

. - du;
Fi - — FiU(rlaT'Q? "'7TN> = mldiz (644>
d;
b = L 6.45
Gi=— (6.45)

A forga F’l que atua em cada particula do sistema pode ser calculada como o
gradiente negativo de U(r). Para cada passo de simulagao dt, cada posigao e velocidade da
particula pode ser determinado por um método simplético, como por exemplo, o algoritmo
de Verlet. A evolugao temporal da equac¢ao da posi¢ao representa uma trajetoria. Dadas as
posigoes iniciais (ex.: conhecimento tedrico) e as velocidades (ex.: aleatérias Gaussianas)
ou nulas (deixar o sistema evoluir), pode-se calcular todas as posigoes e velocidade futuras
(58).

6.9 Ensemble NVT

No ensemble canénico ou NVT, o nimero de particulas N, o volume V e a tem-
peratura T sdo mantidos constantes. Esta é a etapa de termalizacao, é a fase de ajustes
para que corresponda ao estado termodinamico de interesse. Neste ensemble, a energia
total ndo é conservada (44). H4 um banho térmico de energia térmico capaz de fornecer
ou retirar energia cinética das moléculas do sistema. A temperatura pode permanecer
inalteravel por varios métodos, o mais simples é pelo "reescalonamento de velocidades". O

método é multiplicar as velocidades atdmicas por um fator v (44):

3 = /T /T3, (6.46)

a cada passo de simulagao ou em intervalos peridédicos, de maneira que a temperatura
T ¢é aproximada da temperatura desejada T%¢/%% (44). E possivel encontrar a funcio

temperatura fazendo uso do ensemble candnico, calculando o valor esperado da energia
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cinética do sistema com N particulas (46). Pode-se definir a densidade de probabilidade

por meio da distribui¢do canonica de Gibbs (46, 55):

p(p,q) = ;exp{—BH (¢.p)} + Z= / exp{—BH(q,p)}dqdp, (6.47)

a funcao de particdo Z é o fator de normalizacao. E importante ressaltar que o
hamiltoniano H do sistema é igual a soma da energia cinétia F.;neica € da energia potencial

U, portanto H = Einerica + U (46, 55). A energia cinética de uma particula é Eenetica:

‘,2

E. .. = L _r
cinética — FTNU = .
2 m

(6.48)

DO

Para calcular o valor esperado da energia sem nenhum potencial de interagao, o

momento linear é vetorialmente escrito no espaco tridimensional como:

—

P =m0 = m(vat + vy) + v.k). (6.49)

O valor esperado é:

<ﬂ@>:LU@mump (6.50)

A fungao de interesse é a energia cinética f = Epetica:

/ Ecinética €$p( - 5Ecinética ) didﬁ

(6.51)
/ exp(—B Ecinetica)dqdp

< Ecinétiea >=

Como nao temos o Hamiltoniano H em func¢ao das coordenadas da posicao ¢, as
integrais anulam-se. Portanto, ha trés integragoes iguais relacionadas as trés diregoes do
espaco tridimensional (z,y, z). E como o valor de cada uma delas é igual, neste caso o

resultado ¢ o mesmo de multiplicar por trés o valor da integral escolhido, por exemplo, na

direcio x (46, 55):
[l

fomlollle

< Ecinética >=3

logo,

3
< Ecz'nética >= 5kBT’ (653)
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pois, as integrais valem:

B2 7T o0 (B2 1 m
[Me (212 g — /m : [mp2e (57l de = /[25]3_ (6.54)

Por meio da teoria de Monte Carlo (MC), a energia cinética é (46, 55):

1
< Elinstica >= N Z Ecinéticai- (655)

Logo, reescrevendo a temperatura na seguinte maneira:

1Y 3
=S mt} = =NkgT, (6.56)
2 =~ 2
obtém-se (44):
1 X,
T = 7 6.57
Ty 2 (6.57)

onde k; é a constante de Boltzmann, e N é o nimero de particulas, e m; e v;
sdo respectivamente a massa e a velocidade da particula ¢ (44). Conclui-se entao, que a
temperatura do sistema estd associado a velocidades das particulas (44). E a soma vetorial

das velocidades deve ser um vetor nulo, evitando assim o deslocamento da caixa (44).

6.10 Ensemble NPT

No ensemble das pressoes ou NPT, o niimero de particulas N, a pressao P e a
temperatura T sdo mantidas constantes. A energia total ndo é conservada por causa da
troca de calor com o reservatério térmico e ha a realizagdo de trabalho por pistao externo
(ambos ficticios) (44). A temperatura é mantida pelo reescalonamento das velocidades, e
em relacao a pressao o método é bem parecido, o processo é multiplicar 4s dimensoes da

caixa de simulacao por um fator :

y= 3/P(t)/pdesejada7 (658)

a cada passo de simulagao ou em intervalos periddicos, de maneira que a pressao
P(t) aproxime-se da pressdo desejada P9¢*¢/4de ¢ alcancando-a, mantenha-se com este
valor durante toda a simulac¢do. A deduc¢ao da pressao do sistema em um determinado
instante de tempo pode ser acompanhada no "Apéndice C', e é determinada por meio do

teorema do virial (59, 60):
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P(t)

_ NET 1 <

v +W ZZﬁg(t)E](t)> (6.59)

i=1j<i

Para manter este ensemble é necessario o uso de dois acoplamentos temperatura
e pressao. Sendo assim, a pressao esta interligada a temperatura, resultando em uma
acumulagao de erro ou incerteza nesta propriedade (44). Alterando o volume da caixa de
simulacao, alteram-se as distancias, e consequentemente as forgas, mantendo o controle

sobre a pressao exercida (44).

6.11 Raio de giro

A determinacgao do raio de giro é baseado na andalise do momento de inércia I,
representando a inércia de rotagao, ou seja, quanto maior for seu valor mais dificil sera

gird-lo ou alterar sua rotagao (53).

[= / r2dm. (6.60)

Em simulagado computacional a integral é aproximada por uma soma (53):

I=> rim,. (6.61)

Considerando a massa da proteina concentrada a uma distancia R, (53):

| 1
I=Rg> mi=RM— Ry =/ (6.62)
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O raio de giro ou raio de giragao é escrito como (53):

(6.63)

Com sua componente na dire¢do x (53):

Sird, +ri)m;
m; )

(6.64)

Rg,x =

O célculo do raio de giro (Rg) nos fornece uma informacgao aproximada do raio de

massa (Rm) da proteina em estudo.

Figura 63 — Raio de giro da proteina. Figura adaptada da referéncia (62).

Na figura 63, algumas medidas descritivas de diferentes proteinas sdo observadas:
raio de rotagao (Rr), raio hidrodindmico (RH), raio de giro (Rg ) e o raio de massa (Rm)
(62).
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Capitulo 7

Resultados das simulacoes

A simulacdo no GROMACS esta descrita de forma detalhada nos "Apéncies D e
E". Os graficos abaixo refletem os resultados da simulagdo na PME do tomate para uma
temperatura constante de 300 K. As pressoes assumem diferentes valores a partir de 1 bar

a 10 kbar, o tempo de atuacao da pressao de até 100 ps.

A figura 64 mostra o grafico da evolucao do raio de giro da PME do tomate em

funcao do tempo para uma pressao aplicada de 1 bar.

23m T T T T T a

2,25 — —
g

E 22 ul
50
[~

2,15 — _

2,1 I \ I \ I \ I \ I u

0 1000 2000 3000 4000 5000
Time (ps)

Figura 64 — Raio de giro da PME com pressao de 1 bar.

A regido de tempos maiores que 4500 ps representa uma regiao onde a simulagao
computacional apresenta respostas envolvendo tempos maiores que os envolvidos em
processos atdomicos (da ordem de 100 ps). Portanto, analisando graficamente a envoltéria

que limita as oscilagoes das simulagoes, podemos definir um intervalo grafico de confianga
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associado ao valor mais provavel do raio de giro. No grafico sinalizamos essa regiao para
auxiliar o leitor. Considerando essa envoltoria, definimos graficamente o valor médio e a

incerteza associada a essa simulagdo, a saber: 2.208(8) nm.

A figura 65 mostra o grafico da evolugao do raio de giro da PME do tomate em

funcao do tempo para uma pressao aplicada de 1 kbar.

2,23m—— | | | a

0

22 —

217 — —

2,16k L \ L \ L \ L | ! a
0 1000 2000 3000 4000 5000

Time (ps)

Figura 65 — Raio de giro da PME com pressao de 1 kbar.

Novamente, neste caso, a regiao de tempos maiores que 4500 ps representa uma
regiao onde a simulacao computacional apresenta respostas envolvendo tempos maiores
que os envolvidos em processos atomicos (da ordem de 100ps). Analisando graficamente a
envoltéria que limita as oscilagdes das simulacoes, podemos definir um intervalo grafico de
confianga associado ao valor mais provavel do raio de giro. No grafico sinalizamos essa
regiao para auxiliar o leitor. Considerando essa envoltéria, definimos graficamente o valor

médio e a incerteza associada a essa simulacao, a saber: 2.210(5) nm.

A figura 66 mostra o grafico da evolugao do raio de giro da PME do tomate em

funcao do tempo para uma pressao aplicada de 3 kbar.
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Figura 66 — Raio de giro da PME com pressao de 3 kbar.

Como ja descrito, a regiao de tempos maiores que 4500 ps representa a regiao
de interesse. Portanto, analisando graficamente a envoltéria que limita as oscilagoes
das simulac¢oes, podemos definir um intervalo grafico de confianga associado ao valor
mais provavel do raio de giro. No grafico sinalizamos essa regiao para auxiliar o leitor.
Considerando essa envoltéria, definimos graficamente o valor médio e a incerteza associada

a essa simulagdo, a saber: 2.195(8) nm.

A figura 67 mostra o grafico da evolugao do raio de giro da PME do tomate em

funcado do tempo para uma pressao aplicada de 5 kbar.
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Figura 67 — Raio de giro da PME com pressao de 5 kbar.

Analisando graficamente a envoltéria que limita as oscilagoes das simulagoes (para
tempos maiores que 4500 ps), podemos definir um intervalo grafico de confianga associado
ao valor mais provavel do raio de giro. Considerando essa envoltéria, definimos graficamente

o valor médio e a incerteza associada a essa simulagdo, a saber: 2.190(8) nm.

A figura 68 mostra o grafico da evolucao do raio de giro da PME do tomate em

funcao do tempo para uma pressao aplicada de 7 kbar.
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Figura 68 — Raio de giro da PME com pressao de 7 kbar.
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A regiao de interesse é a de tempos maiores que 4500 ps. Analisando graficamente
a envoltoéria que limita as oscilagoes das simulagoes, podemos definir um intervalo grafico
de confianga associado ao valor mais provavel do raio de giro. No grafico sinalizamos essa
regiao para auxiliar o leitor. Considerando essa envoltéria, definimos graficamente o valor

médio e a incerteza associada a essa simulacao, a saber: 2.182(6) nm.

A figura 69 mostra o grafico da evolugao do raio de giro da PME do tomate em

funcao do tempo para uma pressao aplicada de 9 kbar.
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Figura 69 — Raio de giro da PME com pressao de 9 kbar.

A regiao de interesse é a de tempos maiores que 4500 ps. Analisando graficamente
a envoltoria que limita as oscilagoes das simulagoes, podemos definir um intervalo grafico
de confianga associado ao valor mais provavel do raio de giro. No grafico sinalizamos essa
regiao para auxiliar o leitor. Considerando essa envoltéria, definimos graficamente o valor

médio e a incerteza associada a essa simulagao, a saber: 2.171(6) nm.

A figura 70 mostra o grafico da evolugao do raio de giro da PME do tomate em

funcao do tempo para uma pressao aplicada de 10 kbar.
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Figura 70 — Raio de giro da PME com pressao de 10 kbar.

A regido de interesse é a de tempos maiores que 4500 ps. Analisando graficamente
a envoltéria que limita as oscilagoes das simulagoes, podemos definir um intervalo grafico
de confianca associado ao valor mais provavel do raio de giro. No grafico sinalizamos essa
regiao para auxiliar o leitor. Considerando essa envoltéria, definimos graficamente o valor

médio e a incerteza associada a essa simulacao, a saber: 2.161(5) nm.

Como comentario geral em relagdo as pressdes em proteinas podemos dizer que
elas apresentam diferentes niveis de resisténcia. Em geral, pressoes relativamente baixas
em torno 1 kbar-2 kbar possibilitam estimular a ativacao de algumas enzimas, enquanto
em pressoes maiores em torno de 4 kbar-10 kbar tem como caracteristica inativagao
(47). A perda e inativazagao da atividade enzimatica podem estar associadas aos grupos:
1) completa e irreversivelmente inativada; 2) completa e reversivelmente inativada; (3)
incompleta e irreversivelmente inativada ; (4) incompleta e reversivelmente inativada (47).
No processamento a alta pressao (HHP), o alimento é armazenado em uma resistente
embalagem plastica a qual ndo se rompe e é lacrada a vacuo (48). O alimento embalado é
disposto dentro de um vaso de pressao preenchido por um fluido permitindo a aplicagao da
pressao que pode variar em torno de 1 kbar-10 kbar. Em geral, os equipamentos de HPP
utilizam como fluido de trabalho a dgua HoO (48). A pressurizacgao leva poucos minutos e
causa pouco aquecimento térmico no alimento. Terminado o tratamento é de imediato

despressurizado e o alimento pode ser removido do equipamento (48).



Capitulo 8. Conclusao 86

Capitulo 8

Conclusao

A partir dos resultados do raio de giro da Pectina Metilesterase (PME) do tomate
gerados pelo GROMACS para as pressoes: 1 bar, 1 kbar, 3 kbar, 5kbar, 7 kbar, 9kbar e 10
kbar foi realizada uma avaliacao grafica da incerteza e do valor médio entre as barras no

tempo de simulacao t>4500 ps.
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Figura 71 — Evolucao do raio de giro da PME de acordo com os aumentos da pressao.

Verificamos na figura 71 uma tendéncia de reducao do raio de giro da PME do tomate
com o aumento da pressao. Como esse é um resultado oriundo da simulagao computacional,
considerando o campo de forga escolhido, faz-se necessario averiguar se esse comportamento
se verifica experimentalmente. Nao encontramos na literatura resultados associados a
PME do tomate sob pressao. Em uma avaliacao preliminar, podemos dizer que o grupo de
fisica aplicada da UFES teve sucesso em implementar e utilizar o programa GROMACS.
Nossa proposta é dar continuidade a este estudo aumentando o tempo de simulagao

computacional para simular tempos de pressao aplicada da ordem de milisegundos. Além
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disso, temos trabalhado no sentido de implementar uma célula de pressao capaz de realizar

os experimentos na PME do tomate.
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Capitulo 9

Perspectivas Futuras

Como expectitativas futuras na continuagao desta pesquisa experimental, um
aspecto fundamental da pesquisa foi a obten¢ao do raio de giro da enzima Pectina Metiles-
terase (PME) por meio dos resultados das simulagbes computacionais com Gromacs, e
a partir dos resultados computacionais nossa missao ¢ poder compara-las aos resultados
obtidos em laboratoério, mais precisamente, por meio da técnica de espalhamento a baixo
dngulo (SASX) é possivel obter o valor do raio de giro (Rg). No espalhamento a baixo
angulo (SAXS), feixes de raios X com comprimentos de onda com valores entre (A : 0.5 —
2.0 Angstron ) atravessam a amostra e interagem com os elétrons do material, fazendo-os
alterarem seus niveis enérgicos. Ao voltar ao seu estado de equilibrio emitem radiacao
secundaria. A radiacao espalhada e as ondas eletromagnéticas secundarias espalhadas
interferem umas com as outras, cancelando-se completamente em algumas diregoes (inter-
feréncia destrutiva). Para dngulos pequenos a intensidade alcanga seu maximo quando

26 ~ 0°, onde todas as ondas estdo em fase (interferéncia construtiva) (63, 64).
Feixe de elétrons

Detector

7 /////////////////////4__,ET_‘;
Monocromador ; s
. 81/ 2 Na
% l_i - L 5
-0 A
- ) W | 77777777 7777777 77777774 |
l Feixe de RX Sistemna de
Colimagéo Porta amostra l
Octopolo magnético L
Caminho de Vacuo
S A
T Beam stopper

Sistema no vacuo

Figura 72 — Espalhamento de raios X do Laboratorio Nacional de Luz Sincroton. Figura
adaptada da referéncia (64).

No espalhamento de raios X, emprega-se técnicas analiticas e nao destrutivas para
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analisar a forma e o tamanho de particulas tdo pequenas que nao podem ser vistas a olho

nu (dimensoes nanométricas; 1nm = 107%m), como por exemplo, as proteinas.(63, 64).

Em um sistema de particula idénticas, baixa polidispersao e baixa anisometria e

esfericamente simétrico, temos a intensidade da curva de SAXS, dada por (64):

sen(qr)
qr

I(q) = kn, < F?(q) > {1 + 4mnp /[g(r) —1] r?dt} = kn,P(q)S(q), (9.1)

onde k£ é uma constante relacionada ao experimento que pode ser obtida através

dos resultados do SAXS de uma amostra, e a densidade numérica das particulas é n,.

Agora P(q) =< F?*(q) >, é conhecido como fator de forma da particula espalhadora na

am

A
onda da radiacdo que incide e o dngulo de espalhamento é 26. A funcao de distribuigao

qual F(q) é a amplitude de espalhamento com ¢ = “Fsenf, sendo A o comprimento de
radial é g(r), que é entendida como a probabilidade de encontrar uma particula distante de
um raio r do centro de uma particula de referéncia e chama-se de fungao de interferéncia
entre particulas espalhadoras S(q) = 1+ 4mnp [[g(r) — 1]%&‘”7“2(17’ (64).

No caso de sistemas nao interagentes S(q) ~ 1, pode-se obter o raio de giro através

da lei de Guinier dado por um fung¢do exponencial (64):

—¢2Rg?

I(qg—0)=TI(0)"7". (9.2)

Esta relagao é valida quando ¢Rg < 1 e I(0) pode ser escrito como (64):

1(0) = kn,Ap*V?, (9.3)

onde Ap = pparticula — Pmeio, € @ diferenca da densidade eletronica das particulas
em relagdo ao meio e o volume das particulas espalhadoras é V. Uma outra maneira
de escrevermos a intensidade de espalhamento, é através da funcao de distribuicao de
distancias, p(r) (64). Esta fungao estd relacionada com a probabilidade de encontrarmos
dois centros espalhadores distantes de r da particula em estudo. Esta funcao pode ser

escrita como (64):

p(r) = 2;2 / I(q)grsen(qr)dq; P(q) = 4 / p(r)’sen((g)/qrr. (9.4)

Através da funcao distribuicao de distancias p(r), é possivel obter o valor do raio
de giro (Rg) da proteina (64):

Rg2 — M (9.5)

2 p(r)dr
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A funcao de distribuigao espacial p(r), é obtida através da transformada inversa de

Fourier da curva de espalhamento experimental da intensidade I(q) (64).

A partir da analise da figura 71, vemos que o desafio é encontrar a resposta
para questao da inativagao, ou seja, a possibilidade da proteina desnovelar perdendo
funcionalidade ou nao desvonelar e manter as suas propriedades bioldgicas (47). Sera
necessario medidas experimentais do raio de giro da Pectina Metilesterase (PME) por meio
de técnicas de espalhamento a baixo angulos (SAXS), possibilitando comparar com os
dados tedricos da simulacao afim de averiguar a confiabiliadade no programa GROMACS
(64).
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APENDICE A

Configuracao das Proteinas

A.1 Momento do dipolo elétrico do grupo peptidico

No século VI a.C, Tales de Mileto foi quem descobriu os fendomenos elétricos, através
de uma seiva de arvore solidificada que representa uma resina amarela conhecida como
ambar, quando atritado com pele de animais possui a capacidade de atrair sementes ou
fragmentos de palha (65). Em 1600, William Gilbert menciona outros corpos que podem
ser eletrizados por atrito citando os materiais como vidro, enxofre e o lacre (65). Em
1729, Stephen Gray, descobriu que cargas elétricas podia se deslocar em diferentes tipos
de materiais, os bons isolantes ambar, quartzo, vidro, agua destilada, ar seco, borracha e
plastico tendem suas cargas a permanecer retidas, enquanto bons condutores como metal,
agua em solugao com acidos, bases ou sais, corpo humano, terra tendem suas cargas a ser

transmitidas com mais facilidade que os isolantes (65).

Em 1733, Charles du Fay, estudando objetos eletrizados a partir do atrito do tecido
como o ambar e vidro, ao ser aproximados ambar com ambar se repeliam e ambar com
vidro se atraiam. Posteriormente, Benjamin Franklin classificou os corpos eletrizados
possuindo “carga positiva” ou“carga negativa”, entao interpretou a experiéncia de Charles
du Fay como a conhecido principio da atragao e repulsao das cargas: cargas de mesmo

sinal se repelem, enquanto de sinais contrarios se atraem (65).

Por meio dos seus estudo com balanca de tor¢ao. No ano de 1775, Charles-Augustin
Coulomb, pode enunciar a forga eletrostatica (lei das cargas em repouso). Expressando
a lei de Coulomb em uma linguagem mateméatica de vetores, representando uma forga
proporcional ao produto das cargas e inversamente proporcional ao quadrado da distancia

entre elas, entdo a forga elétrica entre as cargas q e q' é (65),

F=¢g—2L ¢ (A1)

)
4megr?

onde gy ¢ a constante chamada de permissividade do espaco livre, e r é a distancia
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entre as duas cargas com vetor unitario # = 7 /r representando a direcio da forca Feo
sentido é dado pelo produto das cargas q e q’. Logo, uma forca elétrica sobre uma carga
possui a direcao do vetor unitario 7. Podemos determinar sua reagao. E se da em sentido
oposto, e com a mesma magnitude, sobre a outra a carga de acordo com a lei da acao e
reacao de Newton. Entdo, um corpo que aplica uma forca recebera de volta a mesma forga,
contudo em sentido contrario. Cada carga possui intrinsecamente um campo elétrico, que

sinaliza a possibilidade de interacao elétrica com as cargas da vizinhanca:

F=¢E , E=—1_1y (A.2)

Y
4drregr?

onde o campo elétrico E estd na mesma direcdo do campo elétrico e o sentido é
determinado pelo sinal da carga elétrica, portanto para ter uma forca elétrica necessita
ter duas cargas (65). Entao, Michael Faraday (1791-1867), para facilitar no entendimento
dos fendmenos eletromagnéticos sugeriu o conceito de linhas de for¢a do campo elétrico
e magnético indicando sua dire¢ao sendo tangente aos pontos da linha, com sentido da

orientacao das linhas e com magnitude proporcional a concentragao das linhas (65).

Figura 73 — Linhas de dipolo elétrico. Figura adaptada da referéncia (66).

Em 1909, houve uma importante descoberta da carga elementar realizada por
Robert A. Milikan e Harvey Fletcher, a partir do experimento da goticula de éleo. Foi
verificado que cargas elétricas sao quantizadas. Ou seja, sempre com valores multiplos

inteiros elementar, interpretada como a carga do elétron e, dada por:

e=1,602.10"C, (A.3)

onde C é a grandeza de carga Coulomb no sistema internacional (65). O momento
de dipolo elétrico 77, é o responsével pela estabilizacio da hélice-ar e folha-3. Isto permite

que ocorra as pontes de hidrogénio. O dipolo é formado por duas cargas sinais opostos. Em
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um sistema de cargas, os dipolos representam a direcdo e o sentido em que a molécula esta
orientada e sua magnitude o poder de interagdo com a vizinhanga (2). O grupo peptidico
localizado no plano amida da cadeia polipeptidica, possui um dipolo resultante responsavel
pela estabilizagao de algumas proteinas. Portanto, é de muita importancia entendermos
seu comportamento, entao o grupo peptidico estd localizado no sistema de coordenadas
cartesianas (x,y) com o sentido positivo (x) para a esquerda e o sentido positivo (y) para

baixo, numa escala de picometros 1072 m:

(182,-87,0)
HEH+0.18

Figura 74 — Dipolo elétrico do grupo peptidico ji. Figura adaptada da referéncia (67).

onde a molécula de hidrogénio com carga (0,18¢), fica localizada no plano com as
coordenadas (182,-87). Para a molécula de nitrogénio com carga (-0,36e), esta localizada
em (132,0). No caso da molécula de carbono (0,45¢), se encontra na origem do sistema de
coordenadas (0,0). Finalmente, a molécula de oxigénio com carga (-0,38¢), é localizada
em (-62,107). Em relacdo ao par de cargas elétricas ¢ e -q, embora sua carga total seja
nula, formam um sistema chamado de dipolo responséaveis por interagoes elétricas com a
vizinhanca fornecendo o mecanismo de enovelamento ou estabilizacdo das proteinas. O

dipolo 77, é a soma dos dipolos individuais do sistema (67):

7 =qd, (A.4)

onde o vetor posicao 7, com origem na carga negativa e apontando para a carga

positiva, onde ¢ é carga liquida (65). A magnitude do dipolo elétrico ji na dire¢ao (x):

e = (—0,36€).(132pm)+(0, 45¢e).(0pm)+(0, 18¢).(182pm)+(—0, 38¢).(—62, 0pm) (A.5)

logo,
e = 8.8e pm = 8.8.(1,602.107C) (10~ *m), (A.6)

portanto a magnitude do momento de dipolo elétrico p, :

te = 1,4.107%°Cm. (A.7)
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Agora em relagdo ao dipolo, sua magnitude na diregao (y), é dado por:

py = (=0, 36€).(0pm) + (0, 45¢).(0pm) + (0, 18¢).(—87pm) + (—0, 38¢).(107pm) (A.8)

portanto,

fy = —56e pm = —56.(1,602.10~°C) (10~ "*m), (A.9)

Entao a magnitude do momento de dipolo elétrico p,, :

ty = —9,0.107*Cm. (A.10)

A grandeza fisica para representar os dipolos é o Debye, com uma unidade corres-

pondendo 1D=3,335.1073°Cm. O momento de dipolo pode ser escrito como:

i = (fha, fy) = ptat + 1y = [(0,42D), (—2,7D)] = 0,42Di + (—2,7D)j. (A.11)

Célculo da magnitude do dipolo elétrico p é:

= \J12 + 2 = /(0,42D) + (—2,7D)? (A.12)

a magnitude do momento de dipolo resultante p pode ser aproximado para o valor:

p=2,7D. (A.13)

Note que o dipolo (p,) na direcao (x) tem magnitude bem inferior ao dipolo (u,)
em relacdo a dire¢ao (y). Temos uma influéncia bem fraca do dipolo (), na magnitude
do dipolo resultante p. Pois, o valor do momento do dipolo é u = /0 + uf, =2,7D. Logo,
por este motivo muitas vezes u, é ignorado em muitos livros textos, sendo o momento de

dipolo resultante representando por ¥ = ,uy3 (67).

A.2 Energia do dipolo elétrico

Note que o tamanho do grupo peptidico e as distancias entre os grupos peptidicos
sao da ordem de Angstron (107'%m). Sendo assim, nao ¢ apropriado usar a aproximacao
por meio da expansao de taylor do tipo r»l (distdncias do brago do dipolo muito maior que
as distancias de estudo), pois neste caso as distancias inter-moleculares dos aminoécidos
sdo aproximadamente as distancias intra-moleculares (ver as figuras 8 e 13). Para descobrir

como o dipolo interage com outras cargas, precisamos conhecer o seu campo elétrico:
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Figura 75 — Diagrama da atuac¢ao do campo elétrico. Figura adaptada da referéncia (71).

Se o campo elétrico indica a presenca de cargas, entao para o caso do dipolo o
o , . =
campo elétrico resultante é a soma do campo elétrico da carga q (E;), com o campo

elétrico da carga -q (ﬁ ) . Entao, o campo elétrico resultante (E;), ¢ dado por:

B, =FEL+E =(E.E)+(E,E)=(Ei+Ej) +(Ei+Ej. (A.14)

Portanto, de acordo com o sistema de coordenadas cartesianas (x,y):

E; — (Esenf, —Ecos,0)+(—FE'senf, —E'cos, 0) = (Esenfi—Ecost j)+(—E'senfi—E'cosf ) ,

(A.15)
onde os moddulos dos vetores unitarios (‘f‘ = |r’| = 1) e os médulos das cargas
(lg] = |—q| = q). Como as cargas estao a mesma distancia do ponto de estudo situado no
eixo x (r =71’), o médulo do vetor campo elétrico é:
= = q
B =|E|=F, =B = . (A.16)

41eg lazQ + (g)zl

sy = . - . = B
O campo elétrico resultante E, se soma na diregao (y) pois (£',,E,) possuem o
mesmo moédulo e sentido, todavia devido (E’,,FE,) terem o mesmo mddulo e sentidos
diferentes na diregao (x) cancelam-se por questoes de simetria, sua representagao vetorial
é:

E = —Ecosf ] — E'cost ] = —2Ecos ] ,= (0, —2Eco0s,0), (A.17)
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onde,

d/2
cost = ; ) (A.18)
Va2 +(5)?
A magnitude do momento de dipolo é = qd,
E = - s J. (A.19)

N

Areq [ﬁ - (5)21

onde o campo resultante E;, é dado em termo do médulo do dipolo 77 e estd
no sentido para baixo na diregao (y) (65). Agora iremos analisar a situagdo de minima
energia do dipolo. Para isso, vamos levar em consideracao alguns conceitos da mecanica.
Primeiramente, a energia representa uma capacidade de realizar trabalho. Para entendermos
como a forca elétrica é dita conservativa, ou seja, seu trabalho independe do caminho

escolhido, langamos mao do teorema trabalho-energia potencial:

AU = -wE, /AB Far. (A.20)

O trabalho de uma forca 7 que atua sobre um corpo da posicao inicial A até a

posicdo final B. A forca elétrica atuando sobre o deslocamento diferencial d7 = dr#:

P P
AU:—WﬁP:—A ?ﬁ:—/ ¢—2 d'r:[q’ 1 1—{(1’ a 1=q’¢p—qwm

A 4megr? dmegrp ATegr o
(A.21)

Implicitamente as energias sao calculas em relacdo ao ponto de referéncia A no

infinito PR(o00). Logo, a energia no ponto P é:

AU = — JE(%HP = Up — Upp(oo) = [q’ a ] —0, (A.22)

4megrp

Como AU = Up, temos que Upg(so) = 0. Portanto:

Up = —sz(oo)%p =4q = q"p, (A.23)

onde a energia potencial Up, pode ser decomposta no produto de dois termos. O
termo ligado a fatores do campo elétrico e outro que depende da carga de teste q. Para
o termo que depende exclusivamente de fatores ligados ao campo elétrico, chama-se de
diferenca de potencial elétrico 1 (d.d.p). Sendo assim, para o caso do dipolo temos duas

cargas. Para a carga de teste positiva ¢’ = ¢ (U = g1, ) e para a carga de teste negativa
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¢ = —q (U- = —qy_). Entao, a energia total do sistema é a soma das energias dos pares
de cargas (68):
U=Us +U-=qy —qb- = q[p — -] = g, (A.24)

onde a partir do sistema cartesiano de eixos pode-se escrever ¥_ = (x,y,z) e
vy = Y(xr + Az, y + Ay, z + Az). Deve-se notar que as componentes do vetor 7, sao
(Ax, Ay, Az). Pode-se escrever esta igualdade do "calculo diferencial e integral" (68):

NN N

— A2
Ay = 8x v 8x 87; (A4.25)
O gradiente de uma fungao é (68):
ﬁwza—@bg—i-%j-l—a—wl% ; 3:AI2+Ay3+AZ]%, (A.26)
Ox ox 0z
logo,
U=q0=qVed)=TVv. (A.27)
E importante lembrar agora teorema do trabalho-energia infinetesimal dU = —dW

ddp = —¢ Eds, (A.28)

d é o vetor infinitesimal da trajetoria, logo temos (68):

_ % 0 L O
Bom =gy i By= =g i Bam = (A.29)

Podemos entao concluir que o campo elétrico nas trés diregoes é dado igual a menos
o gradiente do potencial elétrico, E = —ﬁ@b. Com isso, a energia potencial U em funcao

do campo elétrico E (68):

U= ﬁﬁl[) = —ﬁﬁ = —Fucosb, (A.30)

onde no caso do angulo § = 7 com U = uFE, ou seja, [ e E antiparalelos
representado um sistema de energia méaxima. No entanto, a natureza tende a estados de
menor energia possivel, sobre o ponto de vista do dipolo buscamos um torque que em que

o sistema de menor energia é § = 0" com U = —uF, ou seja, [ e E paralelos E (68).
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APENDICE B

Ensembles

B.1 Parametros extensivos e intensivos

Grandezas extensivas: Sao variaveis de estado que dependem do tamanho ou da
quantidade de massa do sistema. Se o sistema é subdivido em vérias partes, entdo o valor
total da grandeza extensiva é igual a soma dos valores das partes individuas. Exemplos:

Energia, volume, entropia (55, 69).

Grandezas intensivas: Sao variaveis de estado que independem do tamanho ou da
quantidade de massa do sistema. Se o sistema ¢é subdivido em vérias partes entao o valor
total da grandeza intesiva ¢ igual os valores das partes individuas. Exemplos: Temperatura,
pressao, densidade, potencial quimico, calor especifico, coeficiente de expansao térmica,

compressibilidade isotérmica (55, 69).
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B.2 Ensemble Microcanonico

Um sistema fisico formado por dois fluidos simples(ausente de campos externos:
elétricos, magnéticos ou gravitacional) separados por uma parede adibatica,fixa e imper-
meavel. Sendo seu estado microscdpico representado por uma energia E; volume V e niimero
de particulas N, e podendo estar vinculado a um conjunto de X; de vinculos internos.
Isto é, uma caracterizagao das propriedades termodinamicas. O primeiro postulado ou
o postulado fundamental da mecénica estatistica de equilibrio(valem os postulados da
termodinamica), define o ensemble microcanénico: os estados microscopicos acessiveis a
um sistema fechado em equilibrio sao igualmente provaveis. Como consequéncia do primeiro
postulado ¢é de a probabilidade de achar o sistema aos vinculos é proporcional ao nimero
de estados microscépico Q(E, V, N; X;) (55, 69):

P(X;) x QE,V,N; X;). (B.1)

Sendo assim, o segundo postulado da mecanica estatistica de equilibrio é definicao

da entropia reproduzindo a conexao do ensemble microcanénico com a termodinamica:

S(E,V,N) = kglnQ(E,V,N). (B.2)

A entropia S é dada entao pelo logaritmo do niimero de microestados (55, 69). No
entanto, essa conexao deve ser feita no limite termodinamico, ou seja, para E,V,N— oo,
com densidades fixas,E/N = u, V/N = v, onde u e v sdo constantes (55, 69).

B.3 Ensemble Canonico

No caso de um sistema termodinamico simples em contato com um reservatorio
térmico através de uma parede diatérmica, mas fixa e impermeavel. No caso do sistema
composto isolado, com energia total Eg, os postulados fundamentais da mecéanica estatistica
de equilibrio podem ser utilizados. A probabilidade P; de encontrar o sistema S num

determinado estado microscopico j é dado por (55, 69),

IDJ- = CQR<E0 - Ej), (BS)

c ¢ uma constante de normalizacao, E; é a energia do sistema S no particular estado
microscépico j e Qg(E) é o nimero de estados microscopicos acessiveis ao reservatério R

com energia E, onde pode-se mostrar:
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 cap(—BE))
’ > el’p(_ﬁEJ‘)’

(B.4)

onde # = ,C%T O conjunto de microestados j associados a esta distribuicao de
probabilidades acessiveis ao sistema S, em contato com um reservatorio térmico a tempe-
ratura T, definem o ensemble canonico. Logo, se define a funcao de particao a partir da

normalizacao da probabilidade P;

Z =Y eap(~BE)), (B.5)

¢ uma soma dos fatores de Boltzmann exp(—FE;) dos estados microscépicos

acessiveis ao sistema. A partir de entdo podemos determinar a energia livre de Helmholtz

F,

F=F(T,V,N) - —;an(T, V. N), (B.6)

se fizermos o limite termodindmico temos,

_BF(T,v) = lim ]1VznZ(T, VN, (B.7)

V
‘/,N—>OO;N:U

onde a energia livre de Helmholtz por particula é f. Entropia por particula s e a

energia por particula u, vao ser dados por:

_ o . 19
S=—ar U= Naﬁan. (B.8)

A conexao entre o ensemble candnico e a termodinamica é realizado no limite

termodinamico, na qual é exprimido pela energia livre de Helmholtz por particula (55, 69).
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APENDICE C

Pressao do sistema

Em relacdo a pressao do sistema, faremos uso do teorema do virial. Definimos
primeiro a quantidade fisica virial G. Esta expressao tem origem do Latim, vis significa

"for¢a" ou "energia' e foi denominada por Rudolf Clausius (1822-1888) (70):

N

onde ¢; e p; sao fungoes limitadas no tempo, logo, o virial G também esta delimitado.

O numerador ¢ limitado mas o denominador cresce indefinidamente, entao (70):

dG , 1 mdG , 1
<dt> = lzmT_mo;/O %dt = l’tmr—mo;(G(T) —G(0)) = 0. (C.2)

A partir deste resultado do teorema do viral, podemos trabalhar o valor esperado
do virial (59, 60):

(- (4] (B (g m) e 55
)

=1 =1

K(p) é a energia cinética em fun¢ao do momento e f;(q) é a forga total aginda na

particula i, logo:

— — —

Fz((l) = Ent(Qi) + Fext(%’)- (C‘4)

— —

A a soma das forgas internas Fj,;(g;) com as forgas externas F,.:(q;), e a derivada

parcial é 9, = 9/0x (59, 60). Com suporte do teorema do virial podemos escrever:
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<‘f§> =2< K(p) >+ <Z@E(Q)> =2<K(p)> +<Zq’ Fiun(a +Fm(%)w -
(C.5)

Aplicando a propriedade de valor esperado da soma, é a soma dos valores esperados:

(%) =2 < K0) > + (L afula)) + (Nafutw)) =0 (©5)

i=1

A forga externa, esta associada hé uma pressao sobre o sistema (59, 60):

— —

<§: eact qz > =N <(71'Femt(QI)> = 3N <q_ia:’F€Z‘t<Q1x)> =3N < Wewt > (C7>

O valor esperado do trabalho externo, pode ser obtido fazendo uso do método de
Monte Carlo, portanto (46):

1 1
< Wext >= N ZWextm = Nwext- (CS)
E o trabalho sobre o sistema ¢é representado por We,; = —pV (21), temos:
N —
<Z q_;Fext(ql)> =3N < Wext >= 3N(Wemt/N> = —3pV (Cg)

Podemos relacionar o valor esperado da energia cinética do sistema com sua

respectiva temperatura (59, 60):

3
< K >= 5NI@BT. (C.10)

Portanto, segue-se:

<C§> 2 (‘;’Nk;bT) + <ilﬁﬁmt(q@')> _3PV =0, (C.11)

Em um dado instante da simulagdo, a pressao do sistema é (59, 60, 61):

Nk, 1 /X -
P = — 1 Finie(qi) ) . C.12
ot (Safu) (12

Sendo assim,



APENDICE C. Pressao do sistema 104

N N N N N N
Zq_;Fmt(%> = Z ;. Fij = (ZZ(ZFZJ + ZZ Ji ji) . (C.13)

—

Mas, pela terceira lei de Newton ﬁz’j = —Fj:

N N N N . N N .
Z@Fint(q@') = ZZ@'FM’ —ZZCI}FZJ = ZZ@ _@)sz ) (0-14)
i=1 i=1j<i i=1 j<i i=1 j<i
onde a particula i em relacao a particula j, possui vetor posicao ¢; = G — ¢;.
Portanto, em um dado instante da simulagdo a pressao pode ser obtida através do teorema

do virial. Lembrando, uma forca conservativa possui trabalho independente do caminho.

A coordenada generalizada é dada em funcao da distancia g;; = 75, (59, 60, 61):

p(t):Nka 1 <

BT ZZﬁj<t>F‘ij<t>>, (©15)

i=1 j<i

onde V ¢é o volume, N o niimero de particulas, T a temperatura do sistema, kg ¢é a

constante de Boltzmann. Os vetores posicio e forca, sao 7; e Fi;(t), respectivamente (44).
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APENDICE D

Algoritmo da simulacao

O Gromacs é um pacote de simulagao computacional baseado principalmente em
Dindmica Molecular (MD) e Monte Carlo (MC), foi utilizado neste trabalho a versao 5.1.4.
E recomendado trabalhar na plataforma Linux, por questdes de melhores perfomace de
processamento e sem problemas de compatibilidade. As proteinas utilizadas no estudo sao
obtidas através do banco digital "Protein Data Bank (PDB)". Nosso objetivo é obter o

"raio de giro", da enzima pectina metilesterase do tomate (1xg2).

Segue-se entao o algoritmo de simulagao. O download da estrutura protéica, portanto
sera necessario visitar o depdsito oficial de modelos de proteinas na internet, o site do
Research Collaboratory for Structural Bioinformatics (RCSB) (http://www.rcsb.org/). No
nosso caso corresponde ao arquivo 1xg2.pdb e servird como um arquivo de entrada "input’
para o Gromacs. Seguiremos o seguinte tutorial:

http://www.bevanlab.biochem.vt.edu/Pages/Personal /justin/gmx-tutorials/lysozyme/index.html

Primeiro acessa o diretério de instalacao, portanto entre em "build" e agora cria
uma pasta por exemplo "PME", neste caso se referindo a proteina pectina metil esterase.
Salve o arquivo 1xg2.pdb na pasta "PME", além disso crie cinco arquivos de texto vazios

non non non

com o seguintes nomes: 'ions.mdp","minim.mdp","nvt.mdp","npt.mdp" e "'md.mdp". O

conteudo destes arquivos podem ser encontrados no "Apéndice E" desta dissertacao.

D.0.1 Etapas

Através de um programa auxiliar PYMOL, clique na opc¢ao ”S” na parte inferior
direita, isso posibilita apagar os ligantes. Agora clique nas moléculas de agua Hy0 estando
abreviadas do niimero zero e pode ser econtrada passando a barra na parte superior, com
o botao direto escolha a opcao REMOVE e salve as alteragoes. Por meio deste tutorial
vamos dar inicio a nossa simulacao com Gromacs:

http://www.bevanlab.biochem.vt.edu/Pages/Personal /justin/gmx-tutorials/lysozyme/index.html

Entre na pasta "PME" por meio do terminal do Linux e digite:
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gmx pdb2gmx -f 1xg2.pdb -0 1xg2_ processed.gro -water spce

onde -f e -0 significam o arquivo entrada e saida, respectivamente. Sera apresentado
algumas op¢oes de campo de forga, digite "15" para selecionar a op¢ao OPLS-AA /L, este
campo é um ajuste nos coeficientes de Fourier torsional do campo de forca OPLS-AA de
forma a otimizar os resultados da simulagao. O comando editconf ira criar a "caixa de

simulagao" para depositarmos a proteina
gmx editconf -f 1xg2_ processed.gro -o 1xg2_ newbox.gro -c -d 1.0 -bt cubic

onde se utiliza a caixa cubica de face centrada. O comando solvate trabalhara no

processo de salvatagao do sistema
gmx solvate -cp 1xg2_newbox.gro -cs spc216.gro -o 1xg2_solv.gro -p topol.top

onde ¢ adicionado o modelo de dgua "Simple Point Charge Water (SPC)" (angulo
da ligacao HyO é calculado como 109.47°) a caixa de simula¢ao. Com a descri¢ao atomica
realizada, por meio do comando genion na qual aleatoriamente substitui as moléculas de
solvente por fons monoatdomicos e fara a neutralizacao das cargas do sistema para isso

selecione "13":

gmx genion -s ions.tpr -o 1xg2_ solv__ions.gro -p topol.top -neutral

onde a opcao "SOL" é para incorporar os ions sem alterar a estrutura da proteina.
No genion, a estrutura/estado de entrada (-s) é o arquivo "ions.tpr" e o arquivo de saida (-0)
é representado por "lxg2 solv_ions.gro" e processamos a topologia (-p) para a remog¢ao
de moléculas de agua e a adi¢ao de ions. O comando grompp 1é o arquivo de topologia
molecular (contém informagoes sobre o nuimeros e tipos de moléculas), verifica a sua

validade
gmx grompp -f minim.mdp -¢ 1AKI_ solv__ions.gro -p topol.top -o em.tpr

E imporante salientar também que se expande a descricao molecular para uma

descricao atomica. O comando mdrum é o programa de dindmica molecular
gmx mdrun -v -deffnm em

O usamos neste caso para realizar a minimizacao da energia (EM). Para analisarmos

o resultado usaremos o seguinte comando:
gmx energy -f em.edr -o potential.xvg

E digite "10 0", isto é, apresenta a média da energa do sistema e pode ser vizu-
alidado com um outro programa auxiliar conhecido como Grace. Dindmica de restri¢ao
da temperatura, ¢ o pentltimo passo para a principal simulacao, a proteina tem sua

movimentagao restringida e é feita a otimizacao da distribuigdo do solvente envolvido.

gmx grompp -f nvt.mdp -c em.gro -p topol.top -o nvt.tpr
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E tende a entrar em equilibrio padrao bioquimico de relaxamento de 10ps, portanto
¢é aconselhavel rodarmos a simulagdo com uma ordem de magnitude superior, para o nosso
caso (nsteps x dt) = 50000 x 0,002 = 100 ps. Para realizar o processamento do ensemble
NVT,

gmx mdrun -deffnm nvt

E parte da equilibrazacdo da temperatura. Agora, para gerarmos o grafico da

temperatura, segue-se:
gmx energy -f nvt.edr -o temperature.xvg

E digite "15 0", o arquivo pode ser visualizado através do Grace. Seguimos entao

com a dinamica de restricao da pressao
gmx grompp -f npt.mdp -c nvt.gro -t nvt.cpt -p topol.top -o npt.tpr

De maneira analogo ao da temperatura é feita otimizacao do solvente. Em relacao

ao processamento do ensemble NPT, fazemos:
gmx mdrun -deffnm npt

Sendo a ultima etapa da fase de equilibrazacao do sistema. Podemos entdo deter-

minar a pressao:
gmx energy -f npt.edr -o pressure.xvg

E digite "16 0", gera o arquivo que pode ser visualizado pelo Grace. E para

determinar a densidade:
gmx energy -f npt.edr -o density.xvg

E digite "22 0", para gerar o arquivo de visualizacio. E a parte da dindmica
molecular, na qual gerard os dados que serao utilizados neste trabalho. Antes disso, vamos
comentar um pouco sobre este processo. E necessério que a estrutura protéica ja esteja e
uma lista de vizinhancas é feita, entao as forcas comecam a serem computadas e entao as
posicoes e velocidades sao atualizadas. Caso necessario, uma agitagao é realizada de forma

a restringir certos comprimentos e angulos das ligagoes.
gmx grompp -f md.mdp -c npt.gro -t npt.cpt -p topol.top -o md_ 0__1.tpr
gmx mdrun -deffnm md_ 0_ 1

No final do processo é gerado arquivos que salvam a trajetéria contendo as coorde-
nadas da posicao e velocidade de todos os atomos ao longo do tempo. Além disso guarda
os valores de energia, pressao , temperatura. O comando trjconv é usado como ferramenta

de andlise pos-processamento com a finalidade de corrigir erros:
gmx trjconv -s md_ 0_ 1.tpr -f md_ 0__1.xtc -o md_ 0__1_ noPBC.xtc -pbc mol -ur compact

Digite "0" caso seja necesséario retirar coordenadas, corrigir a periodicidade ou
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alterar a trajetoria do sistema. A partir desta "trajetoria corrigida', serd feita mais analises,

segue entao:
gmx rms -s md_ 0__1.tpr -f md_0_1_noPBC.xtc -o rmsd.xvg -tu ns
gmx rms -s em.tpr -f md_ 0_1_noPBC.xtc -o rmsd__xtal.xvg -tu ns

Digite "4" no sentido de avaliar a estabilidade estrutural por meio do pacote RMSD.

Obtencao do raio de giro por meio do comando:
gmx gyrate -s md_ 0__1.tpr -f md_ 0_1_ noPBC.xtc -o gyrate.xvg

Sera gerado um arquivo de saida (output) gyrate.xvg, ou seja, seu formato é
"xvg". Todas as imagens neste padrao podem ser visualizados no programa GRACE.
E importante destacar que os resultados podem variar dependendo das escolhas da
temperatura e pressao encontrados nos arquivos de parametro. Se numa proxima simulagao
necessitar, por exemplo, mudar o valor da pressao é necessario corrigir este valor nos

arquivos 'npt.mdp" e "md.mdp".
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APENDICE E

Para realizar a simulacao computacional deve-se em primeiro lugar deve-se se cria
cinco documentos vazios com os nomes: "ions.mdp", "minim.mdp", "nvt.mdp", "npt.mdp" e
"'md.mdp". Estes documentos acomodarao respectivos valores dos parametros da dinamica

molecular, segue-se abaixo as respectivas informacoes para cada arquivo.

E.1 ions.mdp

; ions.mdp - used as input into grompp to generate ions.tpr

; Parameters describing what to do, when to stop and what to save

integrator = steep ; Algorithm (steep = steepest descent minimization)

emtol = 1000.0 ; Stop minimization when the maximum force < 1000.0 kJ/mol/nm
emstep = 0.01 ; Energy step size

nsteps = 5000 ; Maximum number of (minimization) steps to perform

; Parameters describing how to find the neighbors of each atom and how to calculate the
interactions

nstlist = 1 : Frequency to update the neighbor list and long range forces
cutoff-scheme = Verlet

ns_type = grid ; Method to determine neighbor list (simple, grid)

coulombtype = PME ; Treatment of long range electrostatic interactions

rcoulomb = 1.0 ; Short-range electrostatic cut-off

rvdw = 1.0 ; Short-range Van der Waals cut-off

pbc = xyz ; Periodic Boundary Conditions (yes/no)

E.2 minim.mdp

; minim.mdp - used as input into grompp to generate em.tpr
integrator = steep ; Algorithm (steep = steepest descent minimization)

emtol = 1000.0 ; Stop minimization when the maximum force < 1000.0 kJ/mol/nm
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emstep = 0.01 ; Energy step size

nsteps = 50000 ; Maximum number of (minimization) steps to perform

; Parameters describing how to find the neighbors of each atom and how to calculate the
interactions

nstlist = 1 : Frequency to update the neighbor list and long range forces
cutoff-scheme = Verlet

ns_type = grid ; Method to determine neighbor list (simple, grid)
coulombtype = PME ; Treatment of long range electrostatic interactions
rcoulomb = 1.0 ; Short-range electrostatic cut-off

rvdw = 1.0 ; Short-range Van der Waals cut-off

pbc = xyz ; Periodic Boundary Conditions (yes/no)

E.3 nvt.mdp

title = OPLS Protein equilibration
define = -DPOSRES ; position restrain the protein

; Run parameters

integrator = md ; leap-frog integrator

nsteps = 50000 : 2 * 50000 = 100 ps

dt = 0.002 ;2 fs

; Output control

nstxout = 500 ; save coordinates every 1.0 ps

nstvout = 500 ; save velocities every 1.0 ps

nstenergy = 500 ; save energies every 1.0 ps

nstlog = 500 ; update log file every 1.0 ps

; Bond parameters

continuation = no ; first dynamics run

constraint__algorithm = lincs ; holonomic constraints

constraints = all-bonds ; all bonds (even heavy atom-H bonds) constrained
lincs_iter =1 ; accuracy of LINCS

lincs_order = 4 ; also related to accuracy

; Neighborsearching

cutoff-scheme = Verlet ns_ type = grid ; search neighboring grid cells
nstlist = 10 ; 20 fs, largely irrelevant with Verlet

rcoulomb = 1.0 ; short-range electrostatic cutoff (in nm)

rvdw = 1.0 ; short-range van der Waals cutoff (in nm)

; Electrostatics

coulombtype = PME ; Particle Mesh Ewald for long-range electrostatics
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pme_order = 4 ; cubic interpolation
fourierspacing = 0.16 ; grid spacing for FF'T
; Temperature coupling is on

tcoupl = V-rescale ; modified Berendsen thermostat

tc-grps = Protein Non-Protein ; two coupling groups - more accurate
tau_t = 0.1 0.1 ; time constant, in ps
ref t = 300 300 ; reference temperature, one for each group, in K

; Pressure coupling is off

pcoupl = no ; no pressure coupling in NVT

; Periodic boundary conditions

pbc = xyz ; 3-D PBC

; Dispersion correction

DispCorr = EnerPres ; account for cut-off vdW scheme

; Velocity generation

gen_vel = yes ; assign velocities from Maxwell distribution
gen_temp = 300 ; temperature for Maxwell distribution
gen_seed = -1 ; generate a random seed

E.4 npt.mdp

title = OPLS Protein NPT equilibration
define = -DPOSRES ; position restrain the protein

; Run parameters

integrator = md ; leap-frog integrator

nsteps = 50000 : 2 * 50000 = 100 ps

dt = 0.002 ;2 fs

; Output control

nstxout = 500 ; save coordinates every 1.0 ps
nstvout = 500 ; save velocities every 1.0 ps
nstenergy = 500 ; save energies every 1.0 ps

nstlog = 500 ; update log file every 1.0 ps

; Bond parameters

continuation = yes ; Restarting after NVT
constraint__algorithm = lincs ; holonomic constraints
constraints = all-bonds ; all bonds (even heavy atom-H bonds) constrained
lincs_iter =1 ; accuracy of LINCS

lincs order = 4 ; also related to accuracy

; Neighborsearching

111
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cutoff-scheme = Verlet

ns_ type = grid ; search neighboring grid cells

nstlist = 10 ; 20 fs, largely irrelevant with Verlet scheme

rcoulomb = 1.0 ; short-range electrostatic cutoff (in nm)

rvdw = 1.0 ; short-range van der Waals cutoff (in nm)

; Electrostatics

coulombtype = PME ; Particle Mesh Ewald for long-range electrostatics
pme_order = 4 ; cubic interpolation

fourierspacing = 0.16 ; grid spacing for FFT

; Temperature coupling is on

tcoupl = V-rescale ; modified Berendsen thermostat

tc-grps = Protein Non-Protein ; two coupling groups - more accurate
tau_t = 0.1 0.1 ; time constant, in ps

ref _t = 300 300 ; reference temperature, one for each group, in K

; Pressure coupling is on

pcoupl = Parrinello-Rahman ; Pressure coupling on in NPT
pcoupltype = isotropic ; uniform scaling of box vectors
tau_p = 2.0 ; time constant, in ps

ref p = 1000.0 ; reference pressure, in bar

compressibility = 4.5e-5 ; isothermal compressibility of water, bar=1
refcoord_scaling = com

; Periodic boundary conditions

pbc = xyz ; 3-D PBC

; Dispersion correction

DispCorr = EnerPres ; account for cut-off vdW scheme

; Velocity generation

gen_vel = no ; Velocity generation is off

E5 md.mdp

title = OPLS Protein MD simulation ; Run parameters

integrator = md ; leap-frog integrator

nsteps = 2500000 ;2 * 2500000 = 5000 ps (5 ns)
dt = 0.002 ;2 fs

; Output control

nstxout = 5000 ; save coordinates every 10.0 ps
nstvout = 5000 ; save velocities every 10.0 ps

nstenergy = 5000 ; save energies every 10.0 ps
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nstlog = 5000 ; update log file every 10.0 ps

nstxout-compressed = 5000 ; save compressed coordinates every 10.0 ps
; nstxout-compressed replaces nstxtcout

compressed-x-grps = System ; replaces xtc-grps

; Bond parameters

continuation = yes ; Restarting after NPT

constraint__ algorithm = lincs ; holonomic constraints

constraints = all-bonds ; all bonds (even heavy atom-H bonds) constrained
lincs_iter =1 ; accuracy of LINCS

lincs_order = 4 ; also related to accuracy

; Neighborsearching

cutoff-scheme = Verlet

ns_type = grid ; search neighboring grid cells

nstlist = 10 ; 20 fs, largely irrelevant with Verlet scheme

rcoulomb = 1.0 ; short-range electrostatic cutoff (in nm)

rvdw = 1.0 ; short-range van der Waals cutoff (in nm)

; Electrostatics coulombtype = PME ; Particle Mesh Ewald for long-range electrostatics

pme_order = 4 ; cubic interpolation

fourierspacing = 0.16 ; grid spacing for FFT

; Temperature coupling is on

tcoupl = V-rescale ; modified Berendsen thermostat

tc-grps = Protein Non-Protein ; two coupling groups - more accurate
tau_t = 0.1 0.1 ; time constant, in ps

ref _t = 300 300 ; reference temperature, one for each group, in K

; Pressure coupling is on

pcoupl = Parrinello-Rahman ; Pressure coupling on in NPT
pcoupltype = isotropic ; uniform scaling of box vectors
tau_p = 2.0 ; time constant, in ps

ref p = 1000.0 ; reference pressure, in bar

compressibility = 4.5e-5 ; isothermal compressibility of water, bar=1
; Periodic boundary conditions pbc = xyz ; 3-D PBC

; Dispersion correction

DispCorr = EnerPres ; account for cut-off vdW scheme

; Velocity generation

gen_ vel = no ; Velocity generation is off
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