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Resumo

Utilizando simulacao de dinamica molecular estudamos as propriedades termodi-
namicas da dgua em um sistema com macromoléculas hidrofébicas e hidrofilicas. Em
um primeiro momento utilizamos um sistema com uma proteina imersa em agua. Os
dois modelos atomisticos utilizados foram o modelo SPC/E e o modelo TIP4P-2005
e a proteina utilizada foi a toxina oriunda do escorpiao brasileiro, TS-Kappa. Ob-
servamos para o sistema bulk e para o sistema com a proteina hidratada um maximo
valor de densidade. Porém, analisando a densidade préximo a superficie da proteina,
o comportamento andmalo nao estd mais presente. Para baixas temperaturas densi-
dade da agua proximo a proteina é maior do que no bulk. Nossos resultados mostram
que o numero de ligacoes de hidrogénio entre as moléculas de 4gua na camada de
hidratagao da proteina, ¢ menor que o nimero de ligacoes de hidrogénio para o sis-
tema puro. A agua na primeira camada de hidratacao conecta-se com a superficie
da proteina, além de ligar-se com outras moléculas de dgua vizinhas. medida que a
temperatura diminui as moléculas de dgua tornam-se mais estruturadas proximo a
regiao hidrofilica, e a densidade da 4gua nessa regiao ¢ maior do que a densidade da
agua na regiao hidrofébica. Os resultados para a difusao nos mostram que a 4gua
diminui sua mobilidade na superficie da proteina, indicando uma maior conexao com
sua superficie. Com o objetivo de estudar o comportamento da 4gua em um sistema
com interacoes hidrofilicas e hidrofébicas, usamos um modelo minimo com duas pla-
cas paralelas imersas em um fluido do tipo-agua. Nossos resultados indicam que a
densidade da dgua aumenta com a diminuicao da temperatura e a agua torna-se
mais estruturada a medida que a temperatura diminui.

Palavras-chave: Anomalia na densidade, Camada de hidratacao da proteina |,
Proteina TS-Kappa.



Abstract

Using a molecular dynamics simulation we studied the thermodynamic properties
of water in a system with a hydrophilic and hydrophobic macromolecule. At first, we
used a system with a protein immersed in water. The models used were the SPC/E
and the TIP4P-2005 water model and the chosen protein was the Brazilian scorpion
toxin TS-Kappa. For bulk system and the protein hydrated system, the maximum
value of density is present. However, the density of water near to the protein surface,
the anomalous behavior is no longer verified. At lower temperatures the density of
water near to protein surface is higher than the bulk. Our results show that the
number of hydrogen bonds between water molecules in the hydration shell is lower
than the number of hydrogen bonds in bulk water. The water in the first hydration
shell connect with the hydrophilic protein surface besides the hydrogen bonds with
other water molecules. As the temperature is decreased the water is more structured
near the hydrophilic amino acid and the density in this region is higher than the
density of water in the hydrophobic region. The diffusion values of water shows
that hydration water is more connected with the protein surface, so the diffusion
coefficient decreases in this region. In order to investigate the behavior of water
in a hydrophobic and a hydrophilic system, we used a simple model of parallel
plates immersed in a water-like fluid. Our results suggests the density of water
increases with the decrease of temperature and the water is more structured as the
temperatures is decreased.

Keywords: Density anomaly, Hydration shell of protein and TS-Kappa protein.
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Capitulo 1

Introducao

As proteinas sao biomoléculas responsaveis por diversas func¢oes metabdlicas de
todos os seres vivos. Atuam por exemplo na digestao celular e processos apoptoticos
em forma de enzimas, estruturagao celular, comunicacao celular, entre outras pro-
priedades. Em geral, as diversas fun¢oes que as proteinas possuem estao associadas
a grande variedade estrutural desse conjunto de biomoléculas, bem como a processos
fisico-quimicos associados a uma sequéncia especifica de aminoacidos que formam a
proteina [1].

Diferente de outros heteropolimeros, as proteinas se diferenciam de outras molécu-
las biologicas pelo fato de possuirem conformacoes bastante caracteristicas. Essas
estruturas conformacionais sao consequéncias de processos de enrolamento, conheci-
dos também por folding de proteinas. As estruturas das proteinas estao diretamente
relacionadas as fungoes dessas biomoléculas. Na interacao com o solvente, por exem-
plo, a dgua é capaz de alterar a conformacao de uma proteina e, por sua vez, alterar
a funcao metabolica da mesma.

O processo de folding possui grande importancia na funcionalidade das proteinas,
pois, erros nestes processos sao causas fundamentais para o surgimento de doencgas.
Doencas como Alzheimer, fibrose cistica e doenga da "vaca louca'sao exemplos rela-
cionados a uma mé formacao das proteinas, o que ressalta a importancia de seu
estudo e a compreensao dos processos que a envolvem.

Para calculos teodricos, como dinamica molecular por exemplo, existe uma gama
de sequéncias de proteinas ja catalogadas. Atualmente algo da ordem de 10° pro-
tefnas ja possuem sua estrutura catalogada no repositorio de estruturas proteicas
Protein Data Bank-PDB [2]. O banco de dados PDB armazena estruturas tridi-
mensionais de proteinas, DNA, RNA e demais macromoléculas biologicas. Além
de ter essas estruturas catalogadas, o PDB ainda armazena as estruturas de li-
gantes que se unem a essas macromoléculas. Esses ligantes podem ser os DNA’s,
RNA’s e, até, as proprias proteinas, desde que sejam estruturas com baixa massa
molecular. As estruturas sao obtidas experimentalmente das mais diversas formas
e sao depositadas nesse repositorio diariamente por cientistas de todo o mundo. As
técnicas experimentais mais utilizadas sao de cristalografia por raios X, X-Ray, e,
principalmente, a ressonancia magnética nuclear, NMR, sigla em inglés para Nu-
clear Magnetic Resonance. Em cada um desses experimentos, parametros como



temperatura e o PH do meio dependem para cada um dos sistemas estudados.

O niamero de estruturas catalogadas no PDB tende a crescer significativamente
com o avanco das técnicas experimentais e computacionais, visto que, cada dia mais,
técnicas de sequenciamento tém sido desenvolvidas. Um dos métodos mais utilizados
para obter essas estruturas de proteinas é o chamado Swiss-Model, que mesmo sendo
bastante eficiente, ainda depende de um certo grau da identidade sequencial dos
aminoacidos da proteina alvo e das proteinas com estruturas ja conhecidas.

Ainda de acordo com a importancia do mapeamento das proteinas e seus proces-
s0s, 0 organismo humano para manter-se em pleno funcionamento, utiliza-se de um
sistema termorregulador. Tal sistema mantém a temperatura do corpo em, aproxi-
madamente, 37°C. Essa busca pela manutencao da temperatura do corpo humano
é de fundamental importancia, pois é possivel observar casos de morte celular em
temperaturas de, aproximadamente 42°C. Para efeitos de aumento de temperatura,
é possivel observar a ocorréncia da inibicao da sintese proteica, além de morte celular

13].

Outra molécula biolégica, aparentemente simples, mas que apresenta propriedades
fundamentais para a manutencao da vida, é a agua.

Considerada um solvente fundamental para a vida a agua participa da maioria
dos processos biologicos [4], como por exemplo, o transporte, digestao e metabolismo
de nutrientes e regulacao da temperatura corporal.

Sendo, com isso, um dos mais importantes objetos de estudo, juntamente com
o efeito de interacdo com proteinas, na secdo seguinte segue uma breve descri¢ao
de suas propriedades e a apresentacao de alguns modelos que procuram melhor
descrever esse fluido.

1.1 Propriedades da Agua

A 4gua é uma das principais substancias encontradas na Terra, sendo de ex-
trema necessidade para a existéncia de vida. Essa substancia esta relacionada ao
resfriamento, a estabilidade e também ao equilibrio de temperatura corporal, por
exemplo.

Este fluido pertence a um grupo de materiais que apresentam comportamento
diferente do usual, quando comparada com demais liquidos. Esse comportamento
é dito andmalo. O que faz com que alguma substancia seja incluida nesse grupo é
que essas apresentem um comportamento nao convencional em relacao a suas pro-
priedades termodinamicas, dinamicas e estruturais, como por exemplo o aumento
na densidade da dgua quando aumenta-se a temperatura do sistema a pressao cons-
tante. Outra dessas caracteristicas ¢ o aumento do coeficiente de difusao quando se
aumenta a densidade [5, 6] & pressdo constante.

A 4gua é também um dos tnicos liquidos que pode ser encontrado nas fases
solida, liquida e gasosa em condigGes ambientes na natureza |7] e também presente
na maioria dos processos biolégicos. Um papel importante da dgua é que ela favorece
os processos de eliminacgao de residuos metabolicos, através do qual as células podem
se comunicar e o oxigénio e nutrientes podem ser trazidos para os nossos tecidos [8].



Uma molécula de dgua possui uma estrutura bastante simples, sendo constituida
basicamente, por dois &tomos de hidrogénio e um dtomo de oxigénio. Duas moléculas
de dgua podem formar entre si uma ligacao que é caracterizada pela interacao de
hidrogénio com um outro elemento altamente eletronegativo, nesse caso o atomo de
oxigénio. KEssa ligagdo é conhecida como ligagao de hidrogénio. As moléculas de
agua se arranjam de tal forma que cada uma pode realizar até quatro ligacoes de
hidrogénio, onde as distancias e os angulos sao mostrados na figura 1.1 .
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Figura 1.1: Representacdo da estrutura tetraédrica da agua. E possivel também
observar as ligacoes de hidrogénio e os angulos formados entre as moléculas de dgua

19]

A Agua possui uma estrutura tetraédrica devido as ligacoes de hidrogénio entre
os atomos de oxigénio de uma molécula e os 4tomos de hidrogénio de uma molécula
vizinha. Os atomos de hidrogénio de duas moléculas compartilham elétrons de sua
camada mais externa com o atomo de oxigénio da molécula de dgua central. Ja
os atomos de hidrogénio da molécula central compartilham seus elétrons com os
atomos de oxigénio das moléculas vizinhas. Ou seja, a molécula de agua no centro
da figura 1.1 realiza quatro ligagoes de hidrogénio: duas como aceitadora e duas
como doadora.

Com o aumento da temperatura a estrutura tetraédrica se distorce, fazendo com
que as ligacoes de hidrogénio se rompam, ocasionando a aproximacao das moléculas
vizinhas, gerando, com isso, um comportamento anémalo desse sistema. Porém, esse
arranjo estrutural - estrutura tetraédrica - nao é a tinica forma presente na agua. Sob
determinadas circunstancias ¢ possivel observar aglomerados de moléculas de dgua,
assumindo diferentes geometrias. Essas outras geometrias, podem ser visualizadas
na figura 1.2.

Dentre as geometrias que as moléculas de dgua podem assumir, os tetrameros
sao fundamentais para compreender o comportamento andémalo da agua. Essas
estruturas apresentam dois arranjos diferentes: um mais denso, onde os tetrameros
estao mais proximos uns dos outros, interagindo via interacao de curto alcance do
tipo van der Waals e outro arranjo que é formado por estruturas menos densas, mais
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Figura 1.2: Arranjos octaédricos representando dois tipos de estruturas formado por
moléculas de dgua. Em A esta representada a estrutura de maior aproximacao dos
tetrameros. Em B esta representada a estrutura menos densa [9)].

organizadas, com os tetrametros mais afastados, com as moléculas interagindo entre
si via ligacoes de hidrogénio.

Essas duas configuragoes podem ser descritas por um potencial entre tetrameros
com dois minimos. Um dos minimos ¢ um minimo local responséavel por maximizar as
interacoes de van der Waals em detrimento das ligacoes de hidrogénio. J4 o minimo
global é responsavel por maximizar as ligagoes de hidrogénio, priorizando distan-
cias maiores entre os tetrameros. A localizacao e os valores assumidos para esses
minimos potenciais sao de extrema importancia para se verificar o comportamento
anomalo, a partir do surgimento de um carater competitivo. O que torna a agua
bastante atraente comparada com outros liquidos sao algumas de suas propriedades,
principalmente suas propriedades anomalas.

Essas caracteristicas da dgua podem ser representadas por um diagrama de fases
bastante informativo, onde é possivel observar uma gama de estruturas em coexis-
téncia, com propriedades bastante distintas, como mostra a figura 1.3.

E possivel observar nesse diagrama trés fases bem caracteristicas: uma estrutura
solida, uma liquida e outra gasosa, separadas por linhas que representam uma tran-
sicao de fase de primeira ordem. Essas trés linhas se unem em um ponto triplo a
temperatura de T' = 273, 16 K e pressao de P = 611,69 Pa. Para valores maiores de
temperatura e pressao, a linha de coexisténcia vapor-liquido termina em um ponto
de temperatura 7' = 674K e pressao P = 2,30x 107 Pa, sendo esse ponto conhecido
como ponto critico. Ja acima desse ponto, representado pela linha tracejada, é
possivel observar uma transicao continua.

No diagrama da figura 1.3 é também possivel observar que para pontos com-
preendidos em temperaturas menores que T = 200K a 4gua é encontrada na fase
solida para todas as pressoes em analise. Em regioes em torno de 1GPa e em tem-
peraturas proximas de T' = 200K, é possivel observar as estruturas conhecidas como
gelo 11 e gelo III. Essa é uma regiao de bastante interesse devido & sua proximidade
com o chamado segundo ponto critico .

'Ponto critico hipotético, representado pela sigla PCLL, que significa Ponto critico liquido-
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Figura 1.3: Representacao qualitativa do diagrama de fases da agua pura [9]. Figura
extraida de [10]

Esse suposto segundo ponto critico é de suma importancia para a interpretagao
da origem das propriedades anomalas da dgua. Acredita-se que a transicao de fase
entre um liquido de alta densidade (LAD) e outro liquido de baixa densidade (LBD),
que deve ocorrer em uma regiao metaestavel, proxima das estruturas de gelo II e
gelo 111, possa explicar a origem desse comportamento. A separacao entre as fases
de LBD e LAD é representada por uma transicao de fase de primeira ordem e
terminam no chamado segundo ponto critico.

O acesso a regiao do chamado segundo ponto critico é, ainda, restrita experi-
mentalmente. Assim é de suma importancia realizar estudos utilizando simulacgoes
computacionais para que o acesso a essa regiao seja obtido [11, 12|, o que pos-
sibilita ampliar o conhecimento sobre o comportamento nao convencional da agua.
Esses estudos computacionais tém contribuido para ratificar a existéncia do segundo
ponto critico, indicando que a provavel localizacao desse estd em aproximadamente
T =220K e P =100Pa [13].

De acordo com a figura 1.4 é possivel observar que a regiao onde é proposto
existirem as duas fases liquidas metaestaveis esta localizada entre a temperatura 7},
que representa a temperatura de cristalizacao espontanea, e Ty que representa a
temperatura de cristalizagao do gelo ctibico. Ao redor dessa regiao nao é possivel
obter informacodes acerca da agua liquida. Essa regiao é conhecida como "Terra de
Ninguém", porém o seu termo em inglés é o mais popular, e conhecido por No man’s
land.

A partir de um resfriamento abrupto, quenched, é possivel ter acesso a regides

liquido.
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Figura 1.4: Figura que representa a No man’s land. Também ¢é possivel observar a
regidao onde se encontra o chamado segundo ponto critico [14|. Figura extraida de
[10]

com duas fases amorfas metaestaveis, onde o resfriamento abrupto faz com que o
sistema nao tenha tempo para se cristalizar. Essas fases amorfas (de alta densidade e
de baixa densidade) coexistem a partir de uma transicao de fase de primeira ordem.

De acordo com a figura 1.4 é possivel observar que a fase AAD-Amorfa de Alta
Densidade se transforma continuamente na fase LAD, enquanto que a fase ABD-
Amorfa de Baixa Densidade, apresenta uma fase viscosa separando essa regiao da
regido LBD. E possivel observar também que a linha de primeira ordem cruza
por essas regides terminando no segundo ponto critico. A hipdtese da presenca de
duas fases liquidas e de um segundo ponto critico ajudaria a explicar a existéncia
de outras anomalias da agua.

De acordo com o trabalho de Kell et al. [15], ilustrado na figura 1.5 é possivel
observar que & pressao constante, ao aumentar-se a temperatura de um sistema a
densidade da 4gua também aumenta, ocorrendo um méximo em 4°C' e uma posterior
diminuicao. Isso ocorre devido a quebra das ligacoes de hidrogénio, que faz com
que as moléculas de agua vizinhas se aproximem, fazendo com que a dgua a essa
temperatura apresente um maximo na densidade, acarretando um comportamento
andmalo na densidade. Ja para liquidos ditos normais, o esperado ¢ que a densidade



diminua com o aumento da temperatura, quando a pressao ¢ mantida constante.
A figura 1.5 representa os dados experimentais para o diagrama densidade versus
temperatura para a pressao de P = latm. A figura ilustra que entre 7" = 0°C e
T = 4°C' a agua apresenta um comportamento anémalo na densidade. O ponto
T = 4°C é conhecido como temperatura de maxima densidade. A TMD nao é a
mesma para em todas as situagoes. Para diferentes pressoes este ponto ocorre para
diferentes temperaturas.
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Figura 1.5: Dados experimentais para a agua bulk. Observa-se o maximo valor na
densidade a pressao ambiente.
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Figura 1.6: Representacao dos dados experimentais do comportamento anémalo da
difusao da agua bulk e também da temperatura de maxima densidade, representada
pelos circulos nao preenchidos [16].

Outra grandeza que apresenta um comportamento anomalo é a difusao da agua.
Quando aumenta-se a pressao do sistema é possivel observar que a difusao aumenta,
quando o esperado era que essa diminuisse. E possivel observar na figura 1.6, dados
experimentais da difusao da dgua para uma regiao de pressao e temperatura, onde
os circulos nao preenchidos representam a temperatura de maxima densidade.
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Figura 1.7: Em (a) é mostrado o resultado experimental para a agua bulk. E possivel
observar a linha de TMD e o méaximo na difusao [18]. Em (b) é apresentado o
diagrama P versus T. Adaptado de [19].

A figura 1.7 (a) representa os dados experimentais da TMD e a linha corres-
pondente ao maximo na difusdo. Para realizar uma anélise tebrica desse mesmo
comportamento, utilizou-se o modelo de agua SPC/E [17| (melhor detalhado no
apéndice A). A vantagem de utilizar um modelo teorico é que torna-se possivel aces-
sar regioes de pressao negativa e, com isso, um minimo na difusao, que nao pode
ser acessado experimentalmente [19], de acordo com a figura 1.7 (b). Com o intuito
de verificar a validade dos nossos resultados, realizamos uma anélise para o modelo
SPC/E dos resultados discutidos em 1.7. Esses resultados encontram-se na figura
1.8.

Na figura 1.8 (a) esté representado o resultado de D versus p que reproduz os
resultados obtidos por Netz et. al. A 1.8 (b) mostra os resultados que apresenta a
relacao entre os maximos e minimos na difusao e também para a TMD para o modelo
SPC/E. Os resultados presentes na literatura, sdo satisfatoriamente reproduzidos
pelo nosso modelo.

Outra anomalia que a dgua apresenta ¢ a anomalia na compressibilidade isotér-
mica, onde é possivel observar um minimo em 46, 5°C' & pressao ambiente, mostrado
na figura 1.9 (a). O calor especifico é outra grandeza que apresenta um com-
portamento andémalo, onde é possivel observar na figura 1.9 (b) um minimo a
36°C'. Para liquidos normais, essas funcoes respostas apresentam um comporta-
mento monotonico com a temperatura a pressao constante [20].

Um outro enfoque com relagao ao comportamento andémalo da agua é analisar
a ordem estrutural de liquidos. Dessa forma, Errington & Debenedetti [21] pro-
puseram dois parametros de ordem para classificar tais estruturas. O parametro
de ordem translacional ¢ que é utilizado para medir a tendéncia do fluido em as-
sumir espacamentos preferenciais e também o parametro de ordem orientacional
g, utilizado para medir a tendéncia com que corpos vizinhos se ordenam em uma
estrutura tetraédrica. E possivel observar de acordo com a figura 1.10 (a) que a
medida que o liquido é comprimido, esse sistema apresenta um aumento em ¢, ou
seja, esse comportamento mostra que o sistema esta se tornando mais estruturado.
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Figura 1.8: Em (a) é mostrado a curva D versus p para agua bulk para o modelo
SPC/E. Em (b) estao representados os maximos e minimos na difusao, e também o
valor maximo de densidade para diferentes valores de temperatura e pressao.
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Figura 1.9: Figura representando os dados experimentais da agua bulk. Em (a)

¢ mostrado o comportamento anémalo da compressibilidade isotérmica. Em (b) é
mostrado o comportamento anémalo do calor especifico [15].

Ja na figura 1.10 (b) é mostrado o comportamento de fluidos an6malos em relacao
ao parametro de ordem translacional, como por exemplo a agua e a silica, onde é
possivel observar que ¢ decresce para uma certa regiao do diagrama de fases (P —T)
[21, 22].
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Figura 1.10: Comportamento do parametro de ordem translacional em funcao da
densidade. Esse comportamento é verificado para fluidos normais e também para
fluidos andmalos [23].

1.2 Proteina e Agua

As protefnas, bem como as demais macromoléculas do nosso organismo, encontram-
se em uma mistura de agua e sal. Além de ser importante para a atividade das pro-
teinas, o processo de hidratacao dessas biomoléculas é de fundamental importancia
para sua representacao estrutural e também sua atividade [24, 25, 26, 27]. Um outro
papel importante da agua é que ela esta relacionada a alguns processos biologicos,
tais como o metabolismo de nutrientes catalizados pelas enzimas [28].

Como auxilia na atividade das proteinas, a 4gua na superficie dessas biomoléculas
é fundamental para o seu funcionamento |27, 29, 30]. Em contrapartida, a estrutura
tetraédrica da adgua também altera-se pela presenca da proteina, como é possivel
observar nos experimentos de espectroscopia [31]. As moléculas de 4gua na superficie
da proteina se reorganizam e, modificam a estrutura da proteina, enquanto que
outras moléculas de dgua, além de realizarem eventuais ligagoes com as moléculas
da superficie da proteina, realizam também ligagoes hidrogénio com outras moléculas
de agua bulk [32].

A proteina hidratada apresenta um ntimero elevado de conformagoes se com-
parada a proteina cristalizada. Conformagoes abertas que necessitam de mais molécu-
las de 4gua na primeira camada de hidratagao, acontecem para temperaturas pro-
ximas de onde esta localizado o maximo valor de densidade da agua. Nessa regiao,
numero de ligacoes de hidrogénio aumenta em relacao & sua vizinha de temperatura
[33, 34].

O processo de enovelamento das proteina ocorre também devido as interagoes
entre as moléculas de dgua e a superficie da mesma. A proteina possui regides
que interagem de maneira distinta com as moléculas de agua, que sao as regioes
hidrofilicas e as regioes hidrofobicas. Com a finalidade de evitar a agua, as regioes
hidrofébicas possuem uma tendéncia de ocuparem regices internas a proteina. Com
esses aminoacidos procurando afastar-se das moléculas, é formado, assim, o chamado
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niicleo do enovelamento [35].

Em suma, a atividade das proteinas parece depender de uma rede bidimensional
de agua que se forma proximo as vizinhancas dessa biomolécula. Esta rede seria
responsavel por processos dinamicos locais e globais [36, 37, 38, 39]. Um dado
interessante é que a T = 37°C' as atividades biolégicas humanas atingem o seu
apice. E também nessa faixa de temperatura que é necessario ter maiores cuidados,
pois, o processo de desnaturacao pode vir a ocorrer a partir de efeitos térmicos.

Além da agua na superficie da proteina, moléculas de d4gua da primeira camada
podem intermediar partes distantes da proteina, fazendo ligacoes de hidrogénio entre
elas, contribuindo de uma forma adicional para o processo de enovelamento [40].

Uma forma de compreender se a rede de moléculas de dgua na superficie da
proteina possui uma conformagao diferente da observada no bulk é analisando o
sistema agua-proteina, camada a camada em diferentes regides da proteina. E
possivel observar via simulacoes de dindmica molecular que na superficie da proteina
a densidade de moléculas de dgua é maior do que no bulk [41].

Uma questao fundamental que os resultados experimentais e as simulagoes nao
respondem ¢é se a agua na superficie da proteina influencia, além de propriedades
dindmicas, como o enovelamento, propriedades termodinamicas como, por exemplo,
densidade, calor especifico e compressibilidade.

Para compreender estas questoes é fundamental identificar se o aumento da densi-
dade na superficie da proteina depende apenas da concentracao de sitios hidrofébicos
e sitios hidrofilicos ou se é associado exclusivamente ao rompimentos das ligagoes
de hidrogénio entre as moléculas de dgua. Alguns artigos, como os encontrados nas
referéncias [42, 43] nao levaram em consideracao o tipo de interacao entre a proteina
e as moléculas de 4gua, encontrando explicacoes relacionadas a topografia dessa
estrutura.

O principal objetivo desse trabalho é investigar e compreender de que maneira a
proteina influencia as propriedades da 4dgua, tais como densidade, calor especifico e
condutividade térmica. Ao contrario do que tem se trabalhado na literatura, vamos
levar em consideracao as interagoes hidrofilicas e hidrofébicas com as moléculas de
agua. E verificar se o aumento da densidade da agua pode estar relacionados a essas
interagoes.

Para melhor compreender o comportamento da agua e da proteina, iremos es-
tudar um sistema com essa macromolécula imersa em dgua. Escolhemos a proteina
TS-Kappa para estudarmos a dindmica desse sistema biologico. A proteina esco-
lhida foi a TS-Kappa (figura 1.11), principalmente pelo fato de ser uma proteina
relativamente pequena.

A origem do nome dessa proteina esta relacionado ao nome cientifico do escor-
piao amarelo brasileiro - animal do qual esta proteina é extraida. O Tityus serru-
latus possui um conjunto de proteinas, que sio representadas pelo sufixo TS. E um
polipeptideo constituido por trinta e cinco aminoécidos ligados a partir de pontes
de dissulfetos. A sequéncia dos aminoacidos dessa proteina é mostrada na figura
1.12, formando ligacoes de dissulfetos entre as cisteinas C7-Cag, C13-Cs3 € C17-Css.
A TS-Kappa foi quimicamente sintetizada usando o método de fase solida [44]. Essa
proteina foi obtida em sua forma cristalina em 1997 e, com isso, sua estrutura foi

11



adicionada ao repositério PDB.

Figura 1.11: Em (a) é apresentada a proteina TS-Kappa extraida do Protein Data
Bank [2]. Em (b) a proteina é dividida em duas regioes: hidrofilica (azul) e
hidrofébica (vermelho).
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Figura 1.12: Representacio esqueméatica da sequéncia da proteina TS-Kappa. E
possivel visualizar também os aminoédcidos onde ocorrem as pontes de dissulfetos

2]-
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Figura 1.13: Figura representando o sistema com placas paralelas imersa em agua.
As particulas em amarela representam o fluido tipo agua.

Essa proteina ¢ representada de maneira que suas regioes sao diferenciadas por
aminoacidos hidrofilicos e aminoacidos hidrofébicos. Na figura 1.11 (b) é possivel
observar em azul os aminoécidos hidrofilicos e em vermelho os aminoécidos hidrofébi-
cos da TS-Kappa. Conforme observamos, a proteina possui na maior parte de sua
superficie, regides que interagem hidrofilicamente com a agua. Esses aminoacidos
sao representados por um modelo atomistico, fazendo, assim, com que o sistema
apresente uma descricao bastante satisfatoria, quando comparado com resultados
experimentais [45, 46].

Para compreender se a presenca de agua ao redor de uma proteina é devida,
principalmente, as interacoes hidrofilicas e hidrofébicas, desenvolvemos um modelo
efetivo para representar uma proteina hidratada.

Procuramos descrever um modelo simples e mais geral do que o sistema estudado
anteriormente para a proteina imersa em agua. Esse sistema ¢ representado por duas
placas paralelas interagindo hidrofilicamente e/ou hidrofobicamente com a agua,
conforme pode ser visto em 1.13.

As paredes das placas podem ser lisas, onde a interacao pode ser realizada de
maneira continua [47, 48], ou também podem ser formadas por paredes rugosas
[49, 50, 51|, onde as paredes sao formadas por particulas [52| estaticas ou nao. Nesse
trabalho foi estudada a dindmica para um sistema formado por paredes planas,
estaticas, rugosas e neutras, de acordo com a figura 1.13, onde as particulas de
diametro op representam as particulas do tipo dgua.

Os demais capitulos dessa tese sao estruturados como segue:

No capitulo 2 serd apresentada a metodologia utilizada nesse trabalho. Serao re-
sumidas as técnicas de dinamica molecular classica, a descricao de modelos atomis-
ticos, como o SPC/E, TTP4P-2005 e o modelo TIP3P [53]|. Uma descri¢ao detalhada
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desses modelos é apresentada no apéndice A.

No capitulo 3 sao apresentados os resultados de densidade da 4gua em um sistema
com proteina hidratada, utilizando o pacote GROMACS. Nesse capitulo, avaliamos,
principalmente, a densidade da dgua proximo a superficie da TS-Kappa e o papel
das interacoes dessa proteina nesses valores de densidade.

Com o intuito de se obter resultados para um modelo minimo de um sistema com
proteina hidratada, avaliamos no capitulo 4 a densidade da 4gua em um sistema com
placas paralelas imersas em um fluido do tipo-dgua. Consideramos duas interagoes
dessas placas: hidrofilicas e hidrof6ébicas.

No capitulo 5 serao discutidas as conclusoes referentes a esses resultados.

Os resultados apresentados nessa tese, estao publicados na referéncia [54| - resul-
tados referentes ao capitulo 3 - e no artigo submetido a revista Journal of Condensed
Matter.
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Capitulo 2

Método

Neste capitulo serao discutidos os métodos computacionais utilizados nesta tese.
Dividimos o capitulo em cinco secoes, onde a primeira secao apresenta uma descri¢ao
sucinta a respeito da dinamica molecular classica. Apoés, descrevemos os potenciais
utilizados para a dindmica em um modelo minimo representando as interacoes de
uma proteina com a dgua. Na secao seguinte descrevemos o pacote que foi utilizado

para realizar a dinamica molecular. E, por fim, na tltima se¢ao é apresentado o
resumo deste capitulo.

2.1 Dinamica Molecular

Apresentaremos de maneira sucinta a técnica utilizada aqui - dinamica mole-
cular classica. Uma maior descricao sobre potenciais atomisticos, barostatos e ter-
mostatos, pode ser encontrada nos Apéndices A e B desse mesmo trabalho.

O estudo teodrico computacional empregado nesse trabalho ¢ basicamente cons-
tituido da técnica de dindmica molecular classica. De maneira a simplificar nossa
escrita, nos referirmos sobre tal método utilizando a sigla DM. A DM é uma téc-
nica computacional onde se determina os movimentos das particulas de um sistema
conhecendo-se o potencial de interacao entre essas particulas. Fazendo a evolucao
temporal das configuracoes do sistema que estamos avaliando, a partir das sequén-
cias de posicoes geradas. A partir disso, é possivel resolver as equacoes de movimento
e, por fim, obter as grandezas fisicas de interesse.

As particulas interagentes em uma dada configuracao, movem-se sob influéncia de
potenciais intermoleculares. Conhecendo as posicoes e as velocidades das particulas
num determinado instante t;, ¢ possivel determinar as forcas resultantes sobre cada
particula devido as interacoes com as demais particulas do sistema. Na sequéncia
determina-se novamente as posi¢coes e velocidades em um tempo t; + dt, gerando
um novo conjunto de trajetorias do sistema. FKEssas propriedades do sistema sao
calculadas a partir de médias temporais em um determinado intervalo de tempo da
ordem de femto segundos (fs). Esse conjunto de coordenadas do niucleo de cada
atomo e sua evolucao temporal ird fornecer a trajetoria do sistema em questao. Com
base nas coordenadas e velocidades é possivel calcular quantidades termodinamicas
e dinamicas para o sistema.
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Neste trabalho serao analisados dois sistemas. O primeiro serd uma proteina
imersa em agua (ver figura 1.12). Nessa primeiro parte do trabalho, descrita no
capitulo 3, os dois modelos de agua utilizados foram os modelos SPC/E e 0 modelo
TTP4P-2005, melhor discutidos no Apéndice A. Esses dois modelos atomisticos sao
considerados modelos classicos mais ricos em detalhes quando comparados com os
potenciais de duas escalas- tratados a seguir.

Sabendo que os efeitos do sistema que estudamos ocorrem em escalas macroscopi-
cas, ou seja, avaliamos a camada de hidratacao de agua que é formada uma rede
de particulas, os efeitos quanticos poderao ser desprezados, nesse caso. A proteina
escolhida para compor nosso sistema foi selecionada obtida no site Protein Data
Bank [2], com o codigo 1TSK.

As interacOes entre os atomos que constituem um sistema atomistico, como o
caso de uma proteina imersa em agua, sao otimizadas a partir de um conjunto de
interacoes e parametros que sao conhecidos também como campos de forca. Os
campos de forca aqui utilizados sao melhores descritos no Apéndice B.

A dindmica molecular é uma técnica que é utilizada para obter propriedades
macroscopicas de um sistema, a partir dos constituintes microscopicos desse. Algu-
mas propriedades macroscépicas, como pressao, volume e temperatura podem ser
obtidas a partir dessa técnica. Essas e outras propriedades poderao ser feitas a partir
da evolucao das equacoes de movimento classicas:

Fi = mrl = —VV(I‘i), (21)

onde F; a forca resultante sobre a i-¢ésima particula, m é a massa dessa particula,
a; a aceleracao e V(i) é o potencial de interacao entre os componentes do sistema,
onde r; =ry, Iy, I, ..., I'N.

A simulacao de Dinamica Molecular tem inicio a partir da determinacao da
posicao e da velocidade para o conjunto das /N particulas do sistema.

Para se realizar a integracao das equacoes diferenciais é necessario, antes, "pro-
por'as velocidades iniciais para o conjunto dos atomos do sistema. Isso é feito a
partir de diversas formas, porém, nesse trabalho optamos por utilizar a distribuicao
de Maxwell-Boltzmann, que esta descrita na equagao 2.2.

) 2rkgT . mv?>
V)= |—— exp | —

(2.2)

onde T e kg sao a temperatura do sistema e a constante de Boltzmann, respectiva-
mente. Uma discussao com maiores detalhes é apresentada no Apéndice C.

Dada a configuracao inicial, realiza-se a evolucao do sistema a partir da equagao
2.1 até um dado tempo t até atingir-se o equilibrio, situacao em que a energia total
do sistema oscila em torno de um valor médio de energia.

Podemos compreender a dinamica como se cada particula do sistema de N &to-
mos estivesse sujeita a uma forca que é devida aos outro N — 1 atomos. Assim,
obtém-se uma nova forca e com isso determina-se uma nova posicao e uma nova
velocidade desse atomo em um tempo subsequente t + dt. Esse processo se repete
para toda a simulacao, obtendo novas posicoes e velocidades até um tempo t + dt.
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E possivel, com isso, obter diversas informacoes acerca do sistema em estudo,
como a temperatura , pressao, volume, velocidade, e caracteristicas relacionadas
as ligagoes da molécula (como rompimento e formagao de ligagdes de hidrogénio).
Além disso, é possivel determinar informagdes como energias, além de informagoes
estruturais do sistema, como por exemplo: flexibilidade e desnaturacao de uma
proteina - no nosso caso.

A obtencao da trajetoria do sistema s6 é possivel a partir da utilizacao de po-
tenciais continuos, pois cada particula terd sua forca modificada a cada movimento
proprio ou pelo movimento dos seus vizinhos. Ocorre que a utilizagao desses po-
tenciais leva a efeitos de problemas com muitos corpos, o que torna impossivel a
resolucao analitica, a partir da integracao das equacgoes de Newton, sendo feitas a
partir de um método diferencial com elementos finitos, onde se utilizam determina-
dos algoritmos de integracao. Dentre os algoritmos existentes na literatura podemos
destacar o algoritmo de Verlet [55] e também o algoritmo Velocity — Verlet [56].

A descricao de um sistema fisico pode ser feita a partir de uma fungao potencial
ou entao de um campo de forcas, melhor descrito no apéndice B. O campo de forgas
descreve a interacao de um sistema de muitas particulas a partir de uma sobreposicao
de termos que descrevem a interacao entre particulas. Para o caso de um sistema
de varias particulas é utilizado um conjunto de func¢oes empiricas, determinadas a
partir de resultados experimentais, e também de calculos de primeiros principios
para um sistema com menor ntimero de particulas.

2.2 Modelos tedricos para a agua

Uma vez descrito na secao anterior alguns tipos de anomalias da dgua e, mesmo
conhecendo bastante a respeito desse assunto, ainda se faz necesséario conhecer mais
sobre esse comportamento nao usual de liquidos estruturados. Para tentar descrever
uma forma de potencial entre particulas e a maneira que isso esta associado ao com-
portamento andmalo de um liquido, uma gama de modelos computacionais foram
desenvolvidos. Dentre os modelos existentes alguns sao os mais conhecidos: SPC,
SPC/E, TIP5P, TIP4P-2005, SPC/Fw [17, 57, 58, 59, 60|, entre outros. Dois destes
modelos, SPC/E e TIP4P-2005 sao descritos em mais detalhes no Apéndice A.

Esses modelos sao caracterizados principalmente por considerarem as distancias
O — H e os angulo H — O — H fixos, variando entre eles o valor dessa distancia, do
angulo e também por levar em consideragao a massa do atomo de hidrogénio.

E possivel classificar os modelos atomisticos em relacdo ao ntimero de sitios
necessarios para a descricao da molécula de dgua, onde, na maioria das vezes, des-
crevem de maneira satisfatoria suas propriedades.

Porém, a descricao das propriedades da agua utilizando esses modelos, deman-
dam um consideravel custo computacional para realizar as simulacoes. Nao obstante,
nenhum desses modelos pode descrever de maneira quantitativa as propriedades da
agua em um diagrama de temperatura e pressao bastante amplo. Um exemplo dessa
nao descrigdo quantitativa é o modelo SPC/E, onde nao é possivel observar uma
cristalizacdo. Além disso, modelos atomisticos, por incluirem véarias propriedades
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da agua, nao permitem determinar que caracteristicas especificas da agua sao as
responsaveis pelas anomalias. Para contornar estas duas questoes, custo computa-
cional e busca pelos mecanismos, formas alternativas de se calcular as propriedades

da agua tém sido propostas, como por exemplo, a utilizacao dos chamados potenciais
efetivos, ilustrada na figura 2.1.

| v @

(b) |

(c)

Figura 2.1: Linhas continuas representam os potencias discretos e linhas pontilhadas
o0s potenciais continuos. Em (a) um potencial tipo ombro e os potenciais tipo rampa
em (b) sem parte atrativa e (c) com parte atrativa.

A principal caracteristica desses potenciais é representar ndo mais apenas uma
Gnica molécula de dgua. As interacoes representadas por estes potenciais nao sao
entre as moléculas de 4gua mas sim entre os tetrameros, como os mostrados na
figura 1.2. Eles se caracterizam por apresentar duas escalas representadas pelas
duas distancias entre tetrameros, mostrado nessa figura. Os potenciais efetivos de
duas escalas podem ser divididos em dois tipos: potenciais em que as forcas sao
continuas e potenciais com for¢as descontinuas.

A primeira proposta de que os potenciais de duas escalas levariam & presenca de
duas fases liquidas foi feita por Stell [61] no estudo de um potencial do tipo rampa
com parte atrativa (2.1 (¢)). Em trabalho posterior Jagla mostrou que este potencial
alem de dupla criticalidade (transi¢ao liquido-gés e liquido-liquido) apresenta as
anomalias na densidade, compressibilidade e calor especifico [62]. Este potencial
tem sido utilizado por Stanley [63] e colaboradores para comprovar outras anomalias
da 4gua, inclusive anomalias dinamicas.

Reconhecendo que a natureza nao apresenta forcas descontinuas, recentemente
versoes continuas da rampa tém sido propostas (figura 2.1, curvas pontilhadas).
Estes potenciais apresentam tanto as anomalias na densidade quanto na difusao e
um ponto critico entre duas fases liquidas se o potencial possuir uma parte atrativa.
Uma outra versao do potencial de duas escalas com forgas descontinuas é o potencial
do tipo ombro. Este potencial em trés dimensoes apresenta duas fases liquidas, mas

nao anoémalas. A sua versao com forcas continuas, no entanto, apresenta tanto as

anomalias termodinamicas e dindmicas como as duas fases liquidas [64] e varias fases
solidas.
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2.3 Potencial de duas escalas

Na segunda parte desse trabalho estudamos um modelo mais simples do que o
apresentado para a proteina em sua versao atomistica. Afim de reproduzir as intera-
¢oes da proteina com a agua, utilizamos um modelo minimo a partir de duas placas
paralelas imersas em um fluido do tipo-adgua, interagindo de maneira hidrofilica e
hidrofébica com essa.

Nessa secao serd usado o modelo efetivo para a interacao adgua-agua, com um
potencial desenvolvido por Oliveira et al. |65, 66|. Esse potencial é composto basi-
camente por um Lennard Jones somado de uma gaussiana, truncado em r. = 3, 5.
O sistema aqui estudado é composto por particulas com diametro o, interagindo
segundo o potencial da equacao 2.2.

=10 () () oo ()]s

O valor de € representa o minimo para o potencial de Lennard Jones, a gaussiana
¢ centrada em g, sendo a e ¢ as altura e largura da mesma.

A fim de ter maior éxito em nossa representacao de um modelo minimo que
represente o comportamento anémalo da agua, devemos observar a parametrizagao
do potencial, pois, ao se aumentar muito a parte atrativa, corre-se o risco de tornar
a regido de anomalia inacessivel, devido a uma instabilidade [67].

Os parametros utilizados nesse trabalho foram testados e validados por outros
trabalhos do grupo. A parametrizacao pode ser vista abaixo:

o r9/0,=0,7
e 0a=5
e c—1

E possivel observar na figura 2.2 o perfil do potencial apresentado em 2.2 e
destacar que o mesmo possui duas distancias preferenciais para as particulas: uma
em r* = JLG ~ 1 e outra em aproximadamente 2, 5.

Os calculos foram realizados utilizando o ensemble NVT, ou seja, ntimero de
particula, volume e temperatura sao mantidos constantes. A fim de se manter
fixa a temperatura, utilizou-se o termostato de Nosé-Hoover [68], com parametro
de acoplamento ) = 2. J& o raio de corte da interacao entre as particulas nas
simulagoes foi de r. = 3,5, onde valores para raios de corte maiores foram testados
e nenhuma mudanca significativa foi observada.

Em nosso sistema estamos trabalhando com unidades reduzidas, onde essas po-
dem ser melhor compreendidas em 2.7.

1/2
oo Tle/m) (2.4)
04
& = j, (2.5)



X =1/G

Figura 2.2: A linha continua estd representando o potencial continuo isotropico de
duas escalas, enquanto a linha tracejada representa a forca de interacao entre as
particulas.

ksT
T = 222 (2.6)

€
p* = po,. (2.7)

Maiores detalhes sobre o potencial apresentado na equacao 2.2 pode ser encon-
trado no Apéndice C.

A confinar a agua algumas de suas propriedades sao modificadas em relacao aos
sistemas onde a dgua nao encontra-se confinada. Esse fenomeno ja foi observado em
modelo de dgua atomisticos bastante reconhecidos na literatura, tais como o modelo
SPC/E [17] e o modelo TIP5P [69], além de resultados experimentais [70, 71].

Vérias geometrias confinantes tém sido estudadas, como por exemplo nanotubos
de carbono [72, 73|, meios porosos [10, 75] e também sistema de placas paralelas
|76].

Nossa aproximacao de sistema confinado escolhida foi um sistema de placas pa-
ralelas imersas em um fluido do tipo-dgua. Nesse sistema a agua encontra-se em
dois diferentes tipos de regiao, uma regiao em que encontra-se confinada e outra
regiao em que nao estd na parte confinante do sistema. Os sistemas de paredes
confinantes podem ser feitos a partir de placas paralelas infinitas 77| e também por
placas paralelas imersas em agua [78, 79.

Dos varios trabalhos encontrados na literatura, verificamos alguns em que as
placas podem ser lisas [47, 48| e também outros trabalhos em que as placas podem
ser rugosas [50, 51|. Faremos neste trabalho uma andlise para paredes rugosas.
Embora as particulas dessas paredes rugosas possam ser dinamicas ou estaticas,
escolhemos para o nosso estudo um sistema composto por particulas fixas, ou seja,
particulas estaticas.

O sistema de placas paralelas imersas em um fluido do tipo agua esta repre-
sentado esquematicamente na figura 1.14, no capitulo 1. Nesse esquema as esferas
de diametro o, representam as particulas do tipo-agua, enquanto que as esferas de
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diametro o, representam as particulas formadoras das placas. A interacao entre a
parede formadoras das placas e as particulas do tipo-adgua acontece de duas formas:

uma atrativa (via potencial SAT) e outra repulsiva (via potencial WCA; Weeks,
Chander e Andersen [80]). A forma repulsiva desse potencial, esta expressa em 2.8.

U — { Urs(rij) = Urs(rep), 7 <7 (2.8)
0, T > Tep
onde Uy —=4e(%22)!? — (%6) e Tep=2Y50,,.
Usando a regra de combinagao de Lorentz-Berthelot [81] quando dois diferentes

Atomos interagem é possivel escrever Opa = @
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Figura 2.3: Representacao dos potenciais de interagdo particula-parede. A linha

solida representa o potencial repulsivo (WCA) e a linha tracejada representa o po-
tencial atrativo (SAT).

Nesse trabalho foi considerado o, = 0, = 1, assim o,, = 1.

Ja a interacao hidrofilica entre a placa e a dgua é medida via potencial que

denominamos SAT (strong attractive), que foi definido em [82] e pode ser expresso
conforme apresentado em 2.9.

Ul = USEAT _ { Dy[(o/r)'? — (0/7376] + Do(r/o) — €5, : § :Zi (2.9)

onde 15 = 2,0 e €5 = Dy[(0/res)"? — (0/7e5)%] + Da(res/o). Ja os parametros Dy e
Dy sao iguais a 1,2 e 0,0545, respectivamente.

Nas direcoes x e y existem condicoes periddicas de contorno, enquanto que a
direcao z* é a direcao onde se encontram as placas paralelas. As placas possuem
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um tamanho L* nas direcoes x e y, e na direcao z* o afastamento entre as placas é
representado pela letra d*. A partir disso, se faz necessario calcular as grandezas de
interesse para a nossa proposta.

Para analisar a estrutura do sistema, serd usada a funcao de distribuicao radial.
Como o confinamento leva a uma quebra de simetria, as correlacoes sao separadas
em contribuigoes laterais e perpendiculares. Como a rede de dgua ocorre no plano
da proteina, iremos analisar o comportamento da g(r) lateral, calculada nas regioes
que se estéd interessado, neste caso, as camadas de dgua em contato com a parede
confinante e também outras camadas da regiao fora do confinamento. A ¢(r) lateral
pode entdo ser escrita como g)(r|) e estd definida em 2.10.

giry) = /)21V > 0(r = rip)l0(|zi — 21) — 0(l2i — 2] — 02)] (2.10)

Para calcular a g (r)) utiliza-se um método que considera uma camada de es-
pessura 0z, onde a limitacdo é realizada pelo uso da fun¢do de Heaviside 6(x), que
delimita a soma das particulas em dz. Levando-se em consideracao a maior parte
das particulas em cada camada, escolhemos 6z = 1 para calcularmos a g (r)). De
acordo com a geometria do problema e também pelo fato das condigoes de contorno
serem periddicas, o volume de normalizacao pode ser considerado cilindrico [83].

O movimento de particulas entre uma camada e outra ¢ considerando pequeno, o
que permite considerar a densidade de cada camada como sendo, praticamente, ho-
mogénea e assim calcula-la levando em considera¢gao um niimero médio de particulas
por camada N,,.

Para o sistema de placas paralelas imersas em agua usou-se a técnica de dinamica
molecular classica, que é basicamente a resolucao das equagoes de movimento para
um conjunto de particulas.

Em relagao aos detalhes técnicos da simulagao, o time step utilizado foi de A7* =
2x1073. Foram utilizados 2x10° e 4x10° passos de simulacdo para a equilibracio
do sistema e para os calculos da média, respectivamente, obtidas com o uso de 50
amostras.

Como configuracao inicial do sistema utilizamos trés diferentes distancias entre
as placas, d*=3,0, 6,0 e 10,0. Em todos os casos foram utilizadas duas placas
paralelas, cada uma de largura de 1515 diametros de particulas. E também um
total de 1.700 particulas do tipo dgua. A fim de variar a densidade do sistema,
foram variados o tamanho da caixa de simulacao, mantendo-se fixos o tamanho da
placa e o nimero de particulas do tipo dgua. Assim, nesse trabalho utilizaram-se
trés diferentes tamanhos de caixa de simulacao: L* = 24,0, L* = 26,0 e L* = 28, 0.

Uma maneira que foi encontrada para determinar a distribuicao das particulas
do tipo agua foi a determinacao do perfil de densidade transversal, que mostra como
as particulas estao distribuidas na direcao z* das placas.

Esse calculo é feito através de histogramas na direcao z. Consideramos a direcao
z* de tamanho L/Ny;,, sendo N, o numero de caixas que formarao o histograma.
Com o sistema equilibrado, calcula-se o nimero particulas para cada passo de tempo,
divide-se pelo volume de cada caixa do histograma e obtém-se uma média temporal.
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A partir da equacao 2.11 é possivel calcular o nimero total de particulas do
sistema e, ainda, o nimero total de particulas por camada. Isso é possivel variando
o limite de integracao.

N=1 /Ozp(z)dz (2.11)

2.4 O pacote GROMACS

A simulacao por dinamica molecular foi realizada com o pacote GROMACS [84].
Esse pacote pode ser obtido de maneira gratuita e é utilizado, principalmente, na
resolucao dos mais diversos sistemas com biomoléculas.

As etapas de instalacao do programa pode ser feita utilizando tanto o sistema
operacional Windows como o sistema Linux. No nosso caso, o sistema operacional
utilizado foi o Linux, sendo o Ubuntu 14.04 a distribuicao. A versao utilizada para
a implementacao da dindmica molecular foi o GROMACS 4.5.5.

O GROMACS oferece, também, alguns pacotes que auxiliam na obtencao de
alguns resultados apos a realizagao da dindmica molecular. Para o calculo da g, (r)
utilizamos o g,¢r. J& para a determinagao da regidao que queremos selecionar a
camada de hidratacao de agua, utilizamos 0 ggeer- O coeficiente de difusao foi
obtido a partir do ¢,,sq-

O coeficiente de difusao é calculado a partir da relagdo de Einstein no ¢,,s4, que
pode ser escrita como em 2.12.

(Ar?*(t)) = 6Dt (2.12)

onde (Ar%(t)) representa o deslocamento médio quadrético de cada particula do
sistema para diferentes instantes de tempo.
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2.5 Resumo do Capitulo

Nesse capitulo abordamos a metodologia empregada nesse trabalho. Na primeira
parte do capitulo, discutimos os conceitos fundamentais da dinadmica molecular clas-
sica. Em seguida, discutimos os potenciais de duas escalas utilizados nessa tese, bem
como a representacao de cada um deles. Abordamos também o comportamento de
um fluido do tipo-adgua em um sistema minimo, como é o caso de placas paralelas
imersas em agua, e definimos como cada grandeza escolhida para avaliar esse sis-
tema foi calculada. Informacoes adicionais sobre os potenciais, sobre a dinamica
molecular classica e também sobre os campos de forcas utilizados para os modelos
atomisticos podem ser obtidos nos apéndices dessa tese.
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Capitulo 3

Proteina TS-Kappa Hidratada

Nesse capitulo serao apresentados os resultados obtidos para a densidade da
agua e o nimero de ligagoes de hidrogénio, a partir das simulagoes com a proteina
TS-Kappa hidratada.

3.1 Detalhes da simulacao

Nessa tese, os modelos de agua utilizados para esse processo foram os modelos
SPC/E [17] e o TIP4P-2005 [69]. Inicialmente, analisamos a densidade da dgua para
os dois sistemas bulk e depois investigamos os efeitos na densidade da dgua quando a
proteina esta imersa na mesma. Com a finalidade de compreender os efeitos de uma
biomolécula com regioes hidrofilicas e hidrofébicas, investigamos o comportamento
da 4gua numa regiao proxima a proteina.

Para os dois modelos de dgua utilizados no nosso trabalho, calculamos a dindmica
molecular para o sistema bulk para um nimero total N de 500 moléculas de agua.
Realizamos o célculo do ensemble NPT & pressao de P = latm. O tempo total
de simulagao utilizado foi de 6ns e o timestep de dt = 0,002ps. O intervalo de
temperatura analisada foi de 7' = 180K a T = 330K para o modelo SPC/E e de
T =180K a T = 340K para o modelo TIP4P-2005.

Quando a proteina estd imersa em agua, é definida uma distancia da superficie
da proteina em relacao a extremidade da caixa de simulacao. Nesse trabalho foi
utilizada uma distancia de 1, 2nm. Depois disso, o pacote genbox preenche o restante
da caixa de simulagao com moléculas de dgua. Para o modelo SPC/E o nimero total
de moléculas de dgua é de 3946 e para o modelo TIP4P-2005 3916 moléculas de 4gua
foram utilizadas. O tempo total de simulagao ¢ de 10ns, o timestep utilizado foi de
dt = 0,002ps.

A proteina escolhida nesse trabalho foi a TS-Kappa e esta representada na figura
3.1. A escolha por essa proteina se deve ao fato de ser uma biomolécula de pequena
dimensoes, ou seja, ¢ composta por trinta e cinco aminoacidos em sua estrutura.
A TS-Kappa é uma toxina oriunda do veneno do escorpido amarelo brasileiro, cujo
nome ¢ Tityus Serrulatus. Dos trinta e cinco aminoacidos, 20% sao de estruturas
helicais, 1 hélice de 7 residuos, e 22% de folhas beta, 3 folhas com 8 residuos. A
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Figura 3.1: Em (a) estd representada em cartoon a TS-Kappa. Em (b) temos
as sequéncias de aminoacidos da proteina. As setas representam as folhas beta,
enquanto que o simbolo helicoidal representa a alfa-hélice.

estabilidade dessa proteina se deve, também, as trés pontes de dissulfeto realizadas
entre os aminoacidos Cisteina.

A sequéncia de aminoacidos da TS-Kappa pode ser esquematicamente represen-
tado por: VVIGQRCYRSPDCYSACKKLVGKATGKCTNGRCDC e po-
dem ser melhor observados na figura 3.1. Nas figuras 3.1 (a) e 3.1 (b) as setas
indicam as folhas beta e o simbolo helicoidal representa a alfa-hélice. As pontes de
dissulfetos sao realizadas pelas Cisteinas: C7-Chag, C13-C33 e Ci7-C'35. Um trabalho
desenvolvido para estudar a estabilidade da TS-Kappa, a partir das pontes de dis-
sulfeto, foi realizado por Soares et al e pode ser verificado na referéncia [85]. Foi
verificado nesse trabalho que essas ligacoes S-S sao fundamentais para a estabili-
dade da proteina, principalmente em casos de altos valores de temperatura. Além
de estar associada a estabilidade, essas ligacoes S-S estao intimamente relacionadas
ao processo de folding de proteinas. Com o intuito de garantir a estabilidade dessas
proteinas, as ligacoes S-S podem ser formadas durante um processo de folding [86].

A dinamica molecular foi implementada no pacote GROMACS e, com o objetivo
de manter a temperatura e a pressao constantes, utilizamos o termostato de Nosé-
Hoover [68] e o barostato de Parrinello-Rahman [87], respectivamente.
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3.2 Densidade e Ligacoes de Hidrogénio da agua
bulk

Nessa secao serao apresentados os resultados referentes a densidade e o niimero
de ligacoes das moléculas de dgua.

1040 1040 T | T | T | T | T | T | T | T | T | T |
- (b)
1020 —
1020 B R
P(Kg/m?) 1000
10004 980

960, —
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Figura 3.2: Densidade versus temperatura para a agua bulk (circulos abertos) e
para o sistema com proteina (circulos fechados). Em (a) estdao representados os
resultados para o modelo SPC/E e em (b) os resultados para o modelo TIP4P-
2005. Numero de ligacoes de hidrogénio agua-agua por molécula de dgua wversus
temperatura para o sistema bulk (circulos abertos) e para o sistema com proteina
(circulos fechados). Em (c) estdo representados os resultados para o modelo SPC/E
e em (d) os resultados para o modelo TIP4P-2005. As setas em (a) e (b) indicam a
TMD para cada um desses modelos.

Na figura 3.2 (a) esta representada a densidade da dgua versus temperatura a
pressdao de P = latm para o modelo SPC/E. Os circulos abertos representam o
comportamento do sistema bulk para esse modelo, enquanto que os circulos fecha-
dos representam o sistema com a proteina, ainda para o modelo SPC/E. O modelo
SPC/E, sem proteina, apresenta um comportamento no qual a densidade da &gua
aumenta com o aumento da temperatura. Para o sistema bulk o maximo na densi-
dade é encontrado na regiao de 250K na pressao de P = latm. O méaximo valor de
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densidade para experimentos ocorre em T' = 277k [16]. A diferenca entre o resul-
tado do modelo SPC/E e a dgua experimental decorre da parametrizacao que torna
a adgua nesse modelo muito estruturada.

Nessa mesma figura - 3.2(a) - também ¢ mostrada a TMD para o sistema com a
proteina hidratada. Nesse caso o maximo na densidade estd em T' = 245K, ou seja,
5K abaixo do que foi encontrado para o sistema bulk. Esse efeito de diminuicao no
valor de maxima densidade ¢ bastante comum e foi encontrado em diversos outros
trabalhos como é o caso de agua confinada por paredes hidrofobicas |74, 77, 88|.

Com a finalidade de compreender melhor as propriedades da 4gua em um sistema
com proteinas, avaliamos as mesmas configuracoes usadas no estudo do modelo
SPC/E, porém agora para o modelo TIP4P-2005. E possivel observar em 3.2 (b) o
mesmo comportamento observado no modelo SPC/E, ou seja, o sistema apresenta
um maximo valor de densidade. O sistema bulk do modelo TIP4P-2005 (circulos
abertos) exibe uma méximo na densidade na regiao em torno de 7' = 280K para a
pressao de P = latm, enquanto que a TMD para o sistema com a proteina hidratada
(circulos fechados) se encontra em torno da temperatura de 7" = 275K, nos dois
casos para a pressao de P = latm. O méximo valor encontrado para o modelo
TIP4P-2005 fornece uma boa concordancia com os resultados experimentais.

Com a agua SPC/E os valores encontrados para a densidade do sistema sao
maiores dos que os valores encontrados para o sistema com agua TIP4P-2005, tanto
para o caso bulk como para o caso com a proteina hidratada. O modelo SPC/E
apresenta uma estrutura mais compacta do que o modelo TIP4P-2005, o que faz
com que a densidade no primeiro seja maior do que no segundo.

Nas figuras 3.2 (c¢) e 3.2 (d) sao apresentados os resultados do nimero de ligagoes
de hidrogénio entre as moléculas de dgua, por molécula, versus temperatura para o
sistema bulk (circulos abertos) e para o sistema com a proteina hidratada (circulos
fechados), para os modelos SPC/E e TTP4P-2005, respectivamente. Os dois graficos
mostram que o numero de ligacoes de hidrogénio diminui conforme a temperatura
aumenta. Para os dois modelos estudados, o numero de ligacdes de hidrogénio
agua-agua é maior no sistema bulk do que no sistema agua-proteina. Podemos
compreender esse fendmeno como sendo uma consequéncia da presenca da proteina
no sistema. Enquanto que no sistema bulk a dgua so realiza ligagoes de hidrogénio
com outras moléculas de 4gua, no sistema com a proteina hidratada a mesma realiza
ligagoes com a proteina, o que faz com que o nimero de ligacoes de hidrogénio entre
as moléculas de dgua seja menor do que no sistema bulk.

3.3 Densidade da agua proxima & proteina

A interacdo dgua e proteina também pode explicar o fato da densidade do sistema
com proteina ser maior do que a densidade no bulk. Isso se deve ao fato de a proteina
rompe as ligagoes de hidrogénio dgua-agua, o que faz com que mais moléculas de dgua
figuem mais proximas uma das outras, consequentemente, aumentando a densidade
nesse sistema. Esse resultado esté de acordo com dados experimentais ja observados
em dgua confinada em sistemas hidrofilicos e sistemas hidrofobicos |78, 79].
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Com o proposito de melhor caracterizar a estrutura da agua no sistema com a
proteina, calculamos a fungao de distribuicao radial entre os oxigénios das moléculas
de agua, representado por g,.(r). Apresentamos na figura 3.3 (a) os resultados
observados para 0 modelo SPC/E e em 3.3 (b) os resultados da g,,(r) para o modelo
TTP4P-2005.

A figura 3.3 mostra que para todas as temperaturas analisadas a g,, apresenta
um minimo na regiao em torno de r = 0,33 nm. Esse resultado ¢ compativel com
a camada de hidratacado obtidas experimentalmente [90] e observadas em simulacao
[42]. Nossa ideia ao avaliar a g,(r) entre as moléculas de agua, era observar se
o primeiro minimo dessa fungdao modificava-se com a variacao de temperatura. A
localizagao do minimo nao varia conforme a temperatura ¢ modificada. Como o
primeiro minimo da g,,(r) indica a localizagao da primeira esfera de coordenacao
da 4gua, porém, essa distancia serd usada como camada de hidratacao da proteina.
O fato de sua localizacao nao variar com a temperatura, permite que usemos essa
distancia para todos os casos analisados nesse trabalho.

A tnica alteracao em relacao as diferencas de temperatura acontece quando
aumenta-se a temperatura do sistema, pois a altura do primeiro pico da g (r)
diminui. Concluimos com isso que a primeira camada de hidratacao para a agua é
a regidao de até r = 0,33nm. O minimo para ¢,,(r) no modelo TIP4P-2005 nessa
mesma faixa de temperaturas também encontra-se em 0, 33nm.

Foi possivel observar na figura 3.2 que a densidade da dgua é maior no sistema
proteinatagua do que no sistema bulk. Este grafico nao nos mostra como é a dis-
tribuicao da agua ao longo da proteina. Como é o comportamento da agua proxima
a superficie da TS-Kappa? Para responder a essa pergunta, dividimos a superficie
da proteina em trinta e cinco diferentes regioes. Essas regioes coincidem, proposi-
talmente, com o niimero de aminoécidos da proteina estudada. A densidade de cada
uma destas regioes sera calculada como uma fun¢ao da temperatura. Este método,
de avaliar a densidade de regioes proximas a superficie da proteina, foi introduzido
por Kuffel et al [43, 93|. Porém, no nosso caso, diferentemente da analise de Kuffel et
al, cada uma dessas regioes representa um tinico aminoacido. Com isso, analisamos
a densidade da agua proxima a cada um dos aminoacidos da proteina TS-Kappa.

Para definirmos a area acessivel ao solvente de cada aminoacido, utilizamos o
pacote gs.s do GROMACS que realiza essa funcao. A area de cada aminoacido
varia entre 0,8 nm? até 1,2 nm?, variando de acordo com a temperatura do sistema.
Determinando a area acessivel ao solvente de cada um desses aminoécidos, se fez
necessario definir uma distancia limite da superficie da proteina para determinarmos
o nimero de moléculas de dgua proximas a cada um desses aminoacidos.

Para corresponder a primeira camada de hidratacao, usamos a distancia de r =
0,33nm como limite da superficie da proteina, distancia essa que corresponde ao
primeiro minimo da g,,(r) da agua bulk, ou seja, a primeira camada de hidratagio
do sistema de agua pura. Em véarios trabalhos encontrados na literatura o valor da
camada de hidratacao varia de acordo com o tipo de superficie analisada. No nosso
trabalho a primeira camada de hidratacao possui o mesmo valor tanto para a regiao
hidrofilica quanto para a regiao hidrofobica e vale » = 0, 33nm.

A figura 3.4 representa o esquema que escolhemos para delimitar a regiao de
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Figura 3.3: (a) Fungdo de distribuicao radial versus r para o sistema com proteina
hidratada para o modelo SPC/E. (b) Fungao de distribui¢do radial versus r para
0 mesmo sistema, porém com o modelo TTP4P-2005. As seguintes temperaturas
foram analisadas: 130K (curva continua), 260K (curva tracejada) e 373K (curva
pontilhada).

avaliacao das propriedades da adgua proximo a proteina. Essa figura apresenta um
aminoécido - alanina - e uma certa quantidade de dgua préxima a esse aminoacido.
A distancia da superficie da alanina é a primeira camada de solvatacao da agua, que
nesse caso € r = 0,33 nm.
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r=0,33 nm

Figura 3.4: Representagdo de um aminoacido em contato com agua. A densidade
de agua proximo a esse aminodcido é obtida pela razao do niimero de moléculas de
agua pelo volume da regiao representada.

Tabela 3.1: Tabela de aminoacidos da proteina TS-Kappa

Hidrofilico Hidrofébico
Lisina Valina
Arginina Alanina
Acido Aspartico Prolina
Glicina Leucina
Serina Isoleucina
Treonina -
Tirosina -
Asparagina -
Glutamina -

A figura 3.5 (a) apresenta o comportamento da densidade versus temperatura
para o modelo SPC/E nas regides proximas aos aminoacidos hidrofilicos. A figura 3.5
(b) representa a mesma configuragao, porém, considerando o outro modelo estudado,
o TIP4P-2005. As figuras 3.6 (a) e 3.6 (b) ilustram as curvas a densidade da dgua
proxima as regides hidrofobicas da proteina, para os modelos SPC/E e TTP4P-2005,
respectivamente. Os aminoacidos presentes nessa proteina e o seu tipo de interagao
com o dgua podem ser visto na tabela 3.1. Pra tornar a figura mais compreensivel
somente alguns aminoacidos da proteina foram selecionados para a anélise.

Podemos observar nas figuras 3.5 e 3.6 que a medida que a temperatura diminui,
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Figura 3.6: (a) Densidade versus temperatura para o modelo de agua SPC/E pro-
ximo a regiao hidrofobica e (b) Densidade versus temperatura para o modelo de
agua TIP4P-2005 proximo a regiao hidrofébica. O inset representa a densidade total
de moléculas de dgua versus temperatura para agua bulk (triangulos abertos) e para
a proteina hidratada (tridngulos fechados).

a densidade da dgua préxima a superficie da proteina aumenta. A presenca de um
maximo na densidade para o sistema bulk se deve ao fato de que ao aumentar-se a
temperatura, a partir da temperatura de méaxima estruturacao da agua (T = 0°C e
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Figura 3.7: (a) Densidade média versus temperatura para o modelo SPC/E na
camada de hidratagdo e (b) densidade média versus temperatura para o modelo
TIP4P-2005 nessa mesma regiao. As densidade sao calculadas proximas a regiao
hidrofilica (linha pontilhada) e proxima a regiao hidrofébica (linha tracejada)
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Figura 3.8: (a) Tempo de vida média de uma ligagao de hidrogénio dgua-agua para
a agua bulk (linha solida), proxima a regiao hidrofobica (linha tracejada) e proxima
a regido hidrofilica (linha pontilhada). (b) Tempo de vida médio entre as ligacdes
de hidrogénio entre a 4gua e a superficie hidrofilica e a superficie hidrofébica da
proteina. (¢) Numero de ligacoes de hidrogénio entre dgua e as regides hidrofilicas
e hidrofébicas da proteina. Todas essas informacoes foram obtidas para o modelo

SPC/E.

P = latm) as ligages de hidrogénio se rompem e as moléculas de dgua podem se
aproximar. Ao aumentar ainda mais a temperatura (4°C) ocorre um méximo valor
de densidade, a partir do qual a entropia domina e as moléculas se afastam. Ao
inserirmos a proteina, algumas ligacoes de hidrogénio dgua-agua se rompem mesmo
para temperaturas baixas, fazendo com que o maximo na densidade ocorra para
temperaturas menores [74, 94|.

Para temperaturas bastante baixas os valores da densidade da agua proximas as
duas regioes da proteina, hidrofilica e hidrofébica, apresentam valores maiores do
que no bulk, conforme observado nas figuras 3.5 e 3.6. Para baixas temperaturas a
entropia da agua diminui e, sabendo que a proteina possui em sua estrutura uma
maior concentracao de aminoécidos hidrofilicos, combinado com essa diminui¢ao
de entropia da agua conforme a temperatura ¢ diminuida, as moléculas de agua
se tornam mais estruturadas e, com isso, aumentam a densidade préximas a esses
sitios, a baixas temperaturas. Esse mesmo comportamento é observado para modelos
tipo-agua confinados em placas paralelas hidrofilicas e hidrofobicas |77].

35



Com o intuito de compreender melhor esse comportamento da agua proxima a
superficie da proteina, calculamos na figura 3.8 (a) o tempo de vida médio de uma
ligacao de hidrogénio dgua-agua versus temperatura para a agua bulk (linha cheia),
para a adgua proxima a regiao hidrofilica (linha pontilhada) e para a dgua proxima
a superficie hidrofobica (linha tracejada). Para baixas temperaturas, observamos
que o tempo de vida médio de uma ligacao de hidrogénio entre moléculas de agua
¢ maior quando a agua estd proxima a regiao hidrofébica quando comparada com
o tempo de vida médio da dgua proxima a superficie hidrofilica. Por outro lado,
a figura 3.8 (b) mostra o tempo de vida médio de uma ligacao de hidrogénio entre
dgua e as regides hidrofilicas e hidrofobicas da proteina. E possivel observar por
essa figura que o tempo de vida das ligacoes de hidrogénio entre dgua e os sitios
hidrofilicos ¢ maior que o tempo de vida das ligacoes de hidrogénio entre dgua e os
sitios hidrofébicos. A figura 3.8 (¢) mostra que o ntimero de ligagoes de hidrogénio
entre as moléculas de dgua e as regioes hidrofilicas ¢ maior que o ntimero de ligacoes
de hidrogénio entre as moléculas de dgua e a superficie hidrofébicas da proteina. O
resultado obtido em 3.8 (c¢) junto com os resultados obtidos anteriormente em 3.8
(a) e 3.8 (b), mostra que a dgua proxima a regido hidrofilica é mais estruturada do
que a agua proxima a regiao hidrofébica.

Além de investigarmos o comportamento da dgua no modelo SPC/E, realizamos o
mesmo procedimento para o modelo TIP4P-2005. E possivel observar nas figuras 3.5
(b) e 3.6 (b) o comportamento da densidade da agua versus temperatura para esse
modelo, proxima a regiao hidrofilica e proxima a regiao hidrofébica, respectivamente.

A proteina TS-Kappa é considerada uma biomolécula com um pequeno nimero
de aminoéacidos. Sendo assim, calculamos também a densidade média sobre toda a
superficie hidrofilica (linha pontilhada) e sobre toda a superficie hidrofobica (linha
tracejada), conforme mostrado nas figuras 3.7 (a) e 3.7 (b). Essas figuras represen-
tam os resultados para a dgua SPC/E e TIP4P-2005, respectivamente.

Nas figuras 3.5 e 3.6 observa-se que, em geral, a densidade da agua é maior pro-
xima aos sitios hidrofilicos do que a densidade da 4dgua proximas aos sitios hidrofobi-
cos. Porém, isso nao fica bem claro para todos os aminoacidos. Analisando as den-
sidades médias para ambos os modelos (figuras 3.7(a) e 3.7(b)), podemos observar
que a densidade da agua préxima a regiao hidrofilica é maior do que a densidade da
agua para a regiao hidrofébica.

Além da densidade da 4gua ser maior na regiao proxima aos aminoacidos hidrofili-
cos do que nos hidrofobicos, conforme a figura 3.7, observamos que para baixas tem-
peraturas a densidade da 4gua é maior proxima a proteina do que no bulk, conforme
o inset mostrado nas figuras 3.5 e 3.6. Esse resultado é coerente com o observado em
placas paralelas [79], onde para baixas temperaturas a densidade da agua proxima
as placas hidrofilicas e hidrofébicas é maior do que no bulk.

Cabe aqui também ressaltar que a camada de hidratacao definida nesse trabalho
¢ a mesma para as regioes hidrofilicas e hidrofobicas e possui o valor do primeiro
minimo da g, (r) da figura 3.3 que representa a primeira camada de hidratacao
da dgua. O que vai de encontro com trabalhos encontrados na literatura, que me-
dem a primeira camada de hidratacao como sendo o "pico"na densidade proxima a
superficie considerada.
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Figura 3.9: (a) Numero de ligagoes de hidrogénio agua-agua, por molécula de dgua,
versus temperatura para o modelo SPC/E proximo a regido hidrofilica. (b) Ntmero
de ligacoes de hidrogénio d4gua-agua, por molécula de dgua, versus temperatura para
o modelo TIP4P-2005 proximo a regiao hidrofilica. O inset representa as ligacoes
de hidrogénio entre as moléculas de dgua para o sistema bulk (triangulos abertos) e
para o sistema com a proteina hidratada (triangulos fechados).

3.4 Ligacgoes de hidrogénio dgua-agua proximo a pro-
teina

Para melhor compreender esse Comp%I%tamento da dgua a baixas temperaturas,



calculamos num segundo momento o niimero de ligacoes de hidrogénio entre as
moléculas de agua somente para as moléculas dentro da primeira camada de hidratacao.
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Figura 3.10: (a) Numero de ligacoes de hidrogénio agua-adgua, por molécula de
agua, versus temperatura para o modelo SPC/E proximo a regido hidrofobica. (b)
Nimero de ligacoes de hidrogénio agua-agua, por molécula de agua, versus tempe-
ratura para o modelo TTP4P-2005 proximo a regiao hidrofilica . O inset representa
as ligacoes de hidrogénio entre as moléculas de agua para o sistema bulk (tridngulos
abertos) e para o sistema com a proteina hidratada (tridngulos fechados).
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Nas figuras 3.9 (a) 3.10 (a) é mostrado o grafico do ntimero de ligages de
hidrogénio agua-adgua (por molécula de dgua) versus temperatura para o modelo
SPC/E. Em 3.9(a) ¢ mostrado esse comportamento para a dgua proxima a aminoa-
cidos hidrofilicos e em 3.10(a) para a dgua proxima a aminoacidos hidrofobicos.
Representamos o nimero de ligagoes de hidrogénio por nypg, onde o subindice HB
vem do termo em inglés HydrogenBonds, que significa ligacoes de hidrogénio.

As regides analisadas foram as mesmas descritas anteriormente para a densidade.
Como podemos ver nessa figura, conforme a temperatura é¢ diminuida o nimero de
H B aumenta gradativamente.

Devido ao pequeno nimero de aminoacidos da proteina, calculamos também o
ngp médio entre as moléculas de agua sobre toda a superficie hidrofilica e o nypg
entre as moléculas de agua sobre toda a superficie hidrofébica. Esse comportamento
pode ser observado na figura 3.11 (a), onde verifica-se um aumento mais acentuado
na regiao onde ocorre o maximo global na densidade para o modelo SPC/E, ou seja,
na regiao em torno de 7' = 240K.

Esse aumento mais acentuado no ntimero de ligacoes de hidrogénio conforme a
temperatura diminui, indica que sistema torna-se mais estruturado na regiao pro-
xima & proteina para baixas temperaturas.

Para altas temperaturas o nimero de ligacoes de hidrogénio entre as moléculas de
agua entre as superficies da proteina é bastante baixa. Para temperaturas 7' > 240K
esse baixa ntimero reflete o baixo ntimero de moléculas de dgua que se encontram
na superficie da proteina, como pode ser observado nas figuras 3.5 (a) e 3.6 (a)
que mostra que para altas temperaturas uma baixa densidade de agua é encontrada
nessas regioes.

Comparando os resultado obtidos na figura 3.11 (a), que mostra o namero de
ligacoes de hidrogénio dgua-agua proxima a superficie da proteina, observamos que
o nyp visualizado aqui é menor do que no bulk. Como pode ser visto na figura 3.2
(c). A agua além de fazer ligacoes de hidrogénio com a moléculas de dgua vizinhas,
estd se ligando também com a superficie da proteina. Isso também indica que a
agua proxima a proteina é menos estruturada que a dgua na forma bulk.

As figuras 3.9 (b) e 3.10 (b) mostra o namero de ligacoes de hidrogénio agua-agua
por molécula de dgua, proxima a regiao hidrofilica e proxima a regiao hidrofébica,
respectivamente, para o modelo TIP4P-2005.

Conforme visto no modelo SPC/E, o nyp aumenta conforme a temperatura é
diminuida também para o modelo TIP4P-2005, de acordo com 3.11 (b). Com um
aumento mais pronunciado na regiao em torno de 7' < 275K, que é a temperatura
onde ocorre o maximo na densidade para a agua bulk do modelo TIP4P-2005. Tam-
bém, para esse modelo, o niimero de ligagoes de hidrogénio dgua-agua por molécula
de 4gua é menor do que no bulk, conforme mostra a figura 3.2 (d).

Conforme observado para o modelo SPC/E, anteriormente descrito, o nyp dgua-
agua proximo aos sitios hidrofébicos é maior do que nyp dgua-agua proximo aos
sitios hidrofilicos. Isso sugere que a estrutura tetraédrica da agua é distorcida local-
mente na vizinhanca da regiao hidrofilica, quebrando ligagoes de hidrogénio entre
as moléculas de dgua para formar ligacoes com essa superficie da proteina, fazendo
com que a estrutura da agua proximo a superficie hidrofoébica seja melhor preser-
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Figura 3.11: Namero de ligacoes de hidrogénio médio, por molécula de dgua, versus
temperatura para o modelo (a) SPC/E e para o modelo (b) TIP4P-2005, sobre todos
aminoacidos hidrofilicos (linha pontilhada) e sobre todos aminoacidos hidrofobicos
(linha tracejada).

vada. Esse resultado é bastante coerente com o que observamos nas figuras 3.5 e 3.6
onde verificamos que a densidade da dgua proxima a regiao hidrofilica é maior do
que proximo & regiao hidrofébica.

A diferenca entre o niimero de ligacoes de hidrogénio nas vizinhancas de diferen-
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tes aminoécidos hidrofobicos, esta relacionada ao nivel de hidrofobicidade de cada
aminoacido e também a topologia da superficie da proteina na regiao analisada.
Por exemplo, é possivel observar que o nypg proximo a Alanina é maior para a dgua
SPC/E do que na dgua TIP4P-2005. Isso pode estar relacionado ao fato da Alanina
ser um aminoécido fracamente hidrofobico, ou seja, repele menos as moléculas de
agua comparado com outros aminoacidos, e também ao fato da d4gua SPC/E formar
mais cluster em sua estrutura do que o modelo TIP4P-2005, como o mostra a refe-
réncia [95]. Sendo assim, um maior niimero de ligacoes de hidrogénio ira se formar
para o modelo SPC/E proximo a esse aminoacido.

3.5 Difusao da agua préximo a proteina

Conforme vimos na secao anterior, as moléculas de agua estdao mais estrutu-
radas proximos a superficie da proteina. Para compreender melhor esse fendmeno,
calculamos a difusao das moléculas de dgua em cada uma das regices da TS-Kappa.

A figura 3.12 mostra o comportamento da difusao das moléculas de dgua da
primeira camada de solvatagdo em fun¢do da temperatura. Em (a) analisamos
esse comportamento para a dgua proxima a aminoacidos hidrofobicos. Em (b) a
analise foi feita para moléculas de dgua proximas a regioes hidrofilica da proteina.
Como podemos observar nessas duas figuras, existe grande flutuacao na difusao,
principalmente, para altos valores de temperaturas.

Com o objetivo de se compreender melhor a difusao nessa regiao, construimos as
curvas 3.12 (c¢) e 3.12 (d). Nessas duas tultimas figuras, calculamos a difusdo média
da agua sobre todas as regides hidrofébicas (¢) e a difusdo média da agua sobre
todas as regides hidrofilicas (d).

Para altos valores de temperaturas, T > 300K a difusao da agua proximo a
superficie da proteina possui valores comparados com o sistema bulk, como pode ser
visto em 3.12 (a) e 3.12 (b). Porém nas figuras 3.12 (c) 3.12 (d) é possivel observar
que a difusao para a dgua bulk é maior do que a difusao da dgua préximo a proteina.
Podemos ainda observar que a difusao da dgua para baixas temperaturas, apresenta
uma diferenca de difusdo mais acentuadas para o bulk do que para a d4gua na camada
de hidratagao. O que indica uma menor mobilidade da agua nessa regiao.

Como vimos nas segoes anteriores, a agua se torna mais estruturada proxima a
superficie da TS-Kappa. Esse comportamento pode ser visto também nesse caso,
onde para baixas temperaturas, a agua apresenta menor entropia do que para o caso
bulk.

Outro ponto que podemos observar é que a difusao da dgua proximo a regiao
hidrofilica ¢ menor do que a difusao da agua préoximo a regiao hidrofobica. Como
vimos nas secoes anteriores, a agua realiza um ntmero maior de ligacoes com a
superficie hidrofilica da proteina. E como consequéncia a adgua tem uma menor
facilidade de se locomover proxima a essa regiao. E, por conseguinte, a difusao da
agua proxima a regiao hidrofilica é menor do que a difusao da dgua proxima a regiao
hidrofébica.

O outro modelo de agua que estudamos a difusao da agua foi o TIP4P-2005.
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Figura 3.12: (a) Difusdo versus temperatura para a agua proxima a regiao

hidrofébica da proteina. (b) Difusdo versus temperatura para a adgua proxima a
regido hidrofilica da proteina. (c) Difusao média da agua sobre todos os aminoa-
cidos hidrofobicos versus temperatura. (d) Difusdo média da adgua sobre todos os
aminoécidos hidrofilicos versus temperatura. Todos os céalculos foram realizados
com o modelo SPC/E.

A figura 3.13 mostra a mesma andlise que foi feita anteriormente para o modelo
SPC/E. Também observamos aqui que conforme a temperatura diminui, a difusao
da dgua também diminui, indicando que a dgua esta se movendo menos nessa regiao
quando comparada com a agua bulk.

Portanto, investigamos nas figuras 3.12 e 3.13 o comportamento da difusao das
moléculas nas regioes proximas a superficie da TS-Kappa. Observamos que a difusao
diminui conforme a temperatura da agua agua é diminuida, sendo menor do que
os valores de difusdo encontrados para o bulk. E notado também nesses graficos
que a difusao da agua para baixas temperaturas é praticamente nula. Sendo que
para a agua proxima a regiao hidrofilica da proteina, essa diminuicao parece mais
destacada. Isso se deve ao fato de a 4gua além de realizar liga¢oes de hidrogénio com
outras moléculas de dgua vizinhas a essa regiao, realizam ligacoes com a superficie
da proteina, tornando a 4gua mais conectada com a regiao hidrofilica da T'S-Kappa,
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Figura 3.13: (a) Difusdo versus temperatura para a &agua proxima a regido
hidrofobica da proteina. (b) Difusdo versus temperatura para a adgua proxima a
regiao hidrofilica da proteina. (c) Difusao média da agua sobre todos os aminoa-
cidos hidrofobicos versus temperatura. (d) Difusdo média da adgua sobre todos os
aminoacidos hidrofilicos versus temperatura. Todos os calculos foram realizados
com 0 modelo TTP4P-2005.

conforme observamos em 3.8.

Com o objetivo de compreender a influéncia da proteina na difusao da agua,
construimos o grafico 3.14 que calcula a difusao da dgua para trés diferentes regioes
do sistema estudado. Uma regiao entre 0,3 — 0, 6nm da superficie da proteina; uma
regiao entre 0,6 — 0,9nm e a propria regiao da camada de hidratacao discutida
anteriormente. A regido entre 0,3 — 0, 6nm é aproximadamente a segunda camada
de solvatacao da agua bulk, conforme observado em 3.3.

Para compreender os efeitos da proteina na difusao das moléculas de agua, re-
alizamos os calculos apenas para o modelo SPC/E. A figura 3.14 mostra a difusao
da 4dgua em funcao da distancia da superficie da proteina. E possivel observar em
3.14 o comportamento da difusdo para cinco diferentes temperaturas do sistema. As
temperaturas escolhidas foram: T' = 180K, T = 220K, T' = 260K, T" = 290K e
T =350K.

Para baixas e altas temperaturas as diferencas entre os valores de difusao da agua
bulk e a 4gua da primeira camada de hidratacao sao pequenos. Com a diminuicao da
temperatura a entropia do sistema diminui, fazendo com que as moléculas de agua
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Figura 3.14: (a) Difusao versus r para a dgua proxima a regiao hidrofobica e (b)
Difusao versus r para a agua proxima a regiao hidrofilica.

se tornem mais estruturadas, tanto para o sistema bulk como para o sistema com a
proteina hidratada e, consequentemente, a difusao da dgua diminui.

Quando aumentamos a temperatura do sistema, observamos que poucas molécu-
las de dgua estao proximas a superficie da proteina, o que faz com que o niimero de
ligagoes de hidrogénio diminua, onde, tanto para o sistema de agua pura quando para
o sistema hidratado as ligacoes de hidrogénio dgua-agua e dgua-proteina tornam-se
menores com o aumento da temperatura, como pode ser observado na figura 3.8. O
que faz com que a atragao - ou repulsao da proteina com as moléculas de dgua se
tornem menos importantes, isso faz com que a difusao da agua nessas regides seja
muito semelhante com o bulk.

Para as temperaturas intermediarias, como mostrando em 3.14 (a) e 3.14 (b),
podemos observar uma diferenca entre a difusao da agua conforme aproximamos
nossa analise da superficie da TS-Kappa. Esse comportamento da difusao em regioes
proximas e distantes de sistemas biologicos, foi estudado por Hua et al [96], que
estudaram a dinamica da agua confinada em interdominios de uma proteina. Eles
observaram que a difusao préximo a regiao das proteinas diminui, quando comparada
com o bulk.

Nesses casos, a difusao da adgua é menor para a primeira camada de hidratagao
tanto para a regiao hidrofilica quanto para a regiao hidrofébica. Observamos tam-
bém que a diminui¢do é menos acentuada para a dgua proxima a regiao hidrofébica
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do que para a regiao hidrofilica, o que realmente sugere que a dgua esta mais conec-
tada com os aminoacidos hidrofilicos, o que faz com que a difusao diminua nessa
regiao. Para distancia maiores do que 0,6nm a adgua apresenta um comportamento

de bulk.

3.6 Resumo do Capitulo

Nesse capitulo estudamos a densidade e o niimero de ligacdes de hidrogénio agua-
agua versus temperatura para a agua bulk e também para um sistema com a proteina
TS-Kappa imersa em agua. Nos sistemas bulk, com as aguas SPC/E e TIP4P-
2005, a agua apresenta um maximo na densidade em T = 250K e T = 280K,
respectivamente. Para o sistema com a proteina hidratada a TMD é deslocada para
uma regiao de menor temperatura comparada com a TMD para o sistema bulk. A
presenca da proteina aumenta a entropia e, consequentemente, afeta na competicao
entre os estados ligados e os estados nao-ligados das interagoes entre as moléculas de
agua. A curva densidade versus temperatura para o sistema com proteina hidratada
mostra um comportamento com valores de densidade maiores do que no sistema
de agua pura. Esse aumento na temperatura estd relacionado pelo fato da agua
possuir em sua superficie uma maior quantidade de aminoéacidos hidrofilicos, que
atraem a agua para a regiao da TS-Kappa. Analisando o comportamento da agua
perto da superficie da biomolécula, ndao se observa mais o comportamento anémalo
na densidade da agua. A densidade tem um comportamento monotdénico com a
temperatura. Para baixas temperaturas a densidade da 4dgua é maior em regioes
hidrofilicas do que em regices hidrofébicas. Ambas sao maiores do que no bulk
para baixas temperaturas. A maior densidade proxima a regiao hidrofilica pode ser
explicada, pois, essa regiao forma ligacoes de hidrogénio com as moléculas de agua,
fazendo com que a agua rompa ligacoes de hidrogénio entre si, compactando-se na
regiao préoxima a superficie da proteina. Nas regioes hidrofébicas as ligagoes com
a proteina sao poucas e transitorias. E a rede de ligacoes de hidrogénio agua-adgua
permanece intacta, aumentando assim seu volume.
Os resultados desse capitulo estdo resumidos no artigo da referéncia [54].
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Capitulo 4

Placas paralelas imersas em agua

Neste capitulo introduzimos um modelo minimo para descrever a interagao dos
sitios hidrofilicos e hidrofébicos da proteina com agua. Analisamos o comporta-
mento da agua interagindo com placas paralelas imersas neste liquido. Na primeira
secao serao discutidos os resultados referentes as placas paralelas imersas em agua,
interagindo de maneira hidrofilica. Na segunda secao os resultados apresentados
serao referentes as placas paralelas hidrofobicas imersas em agua. Enquanto que na
terceira secao serao discutidos os resultados investigados utilizando placas paralelas
mistas, ou seja, regioes de interacao hidrofilica e regioes de interagao hidrofobica.

4.1 O Modelo

Estudamos um modelo de placas paralelas imersas em um fluido do tipo agua.
As paredes das placas sdo formadas por um conjunto de 225 particulas de diametro
op, totalizando 450 particulas nas placas. Um esquema para visualizar as placas
paralelas imersas em agua é exemplificado na figura 4.1. As esferas em vermelho
representam as placas e as esferas em amarelo representam o fluido do tipo agua.

Antes de definirmos as equacgoes que governam as interagoes entre os constitu-
intes do sistema, precisamos definir as unidades que utilizamos nesse trabalho. A
separacao entre as placas d, o tamanho da caixa de simulacao L e a densidade p
escritas em unidades reduzidas sao apresentadas em 2.7.

As interagoes agua-agua sdo mediadas por um potencial de duas escalas [23], que
é composto basicamente por um Lennard Jones somado de uma gaussiana, conforme
mostra a equacao 4.1.

=00 [(2) - (] e [ (5]
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Figura 4.1: Representacao esquematica do sistema de placas paralelas. Estao repre-
sentados o tamanho da caixa de simulacao L* e a distancia entre as placas d*.

g Usar | Dil(o/r)*? = (o/r)%]+ Da(r/o) — €5, 1 <73 (4.2)
SAT — o 0, > Tes ’
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Utilizamos para descrever esse sistema, a dinamica molecular classica em um
ensemble NVT. Com o objetivo de compreender os efeitos da interacao das diferentes
regioes de uma proteina com a agua, estudada no capitulo anterior, serao utilizados
dois diferentes tipo de interacao entre as placas e o fluido do tipo agua. Um potencial
atrativo (SAT), mostrado na equacao 4.2 e um potencial puramente hidrofobico
(WCA), descrito em 4.3.

Um representacao esqueméatica do sistema com as placas paralelas é mostrado
na figura 4.1.

4.2 Placas hidrofilicas imersas em agua

Analisamos inicialmente um sistema com um potencial atrativo dado pela equagao
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4.2 entre as placas e as particulas do tipo agua, e variamos a distancia d* entre as
placas.
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Figura 4.2: Cortes em z* nos perfis de densidade transversal para (a) d* = 3,0, (b)
d* = 6,0, (¢) d* = 10,0 para L* = 24,0 para placas paralelas hidrofilicas. As placas
localizam-se nos pontos (a) z*= —1,5e 1,5, (b) —3,0e 3,0 e (¢c) —5,0 e 5,0.

O primeiro sistema estudado é o de maior densidade, com L* = 24,0 e trés
diferentes distancias de separagao entre as placas imersas. A figura 4.2 (a) mostra
o perfil de densidade para a configuracio L* = 24,0 e d* = 3,0. E possivel observar
a estruturacao das particulas do tipo dgua em duas camadas proximas as paredes,
localizada em 2z* = 1,5 e z* = —1,5, que sao as camadas essas denominadas de
camadas de contato, por estarem proximas as paredes confinantes. Para sistemas
com distancias de separacao maiores entre as placas, um nimero maior de camadas
surge.

Com o objetivo de se analisar a estrutura das diferentes camadas, calculamos a
funcao de distribuicao radial no plano da camada, g (7)), para a camada de particula
do tipo 4gua central, para a camada de contato e também para a camada de particula
do tipo agua nao confinada.

A figura 4.3 (a) mostra a g)(r)|) para a camada de a4gua nao confinada e a figura
4.3 (b) para a camada de contato confinada. E possivel observar que para ambas as
estruturas o comportamento é praticamente o mesmo, as estruturas se comportam
como liquidos. Verificamos também que a medida que a temperatura diminui o
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primeiro pico da g||(r)) aumenta de tamanho, enquanto que o segundo pico diminui.
Esse comportamento na estrutura do sistema pode ser atribuido a competicao entre
as duas escalas do potencial de interacao particula-particula, mostrado em maiores
detalhes no capitulo 2, que também é responsavel pela presenca do comportamento
anomalo na densidade da agua.
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Figura 4.3: g)(r)|) versus z* para a uma camada (a) externa a placa e (b) para uma
camada de contato na parte confinada para placas paralelas hidrofilicas.

A figura 4.2 (b) mostra o perfil de densidade de um sistema com L* = 24,0,
porém para distancia entre as placas maior: d* = 6,0. A estruturacdo das particulas
do tipo 4gua é observada em duas camadas de contato na parte confinada e também
o surgimento de uma camada central entre as placas.
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Figura 4.4: g)(r|) para a uma camada (a) externa a placa, (b) para uma camada de
contato na parte confinada e (c) para a camada central da configuragao de d* = 6,0
e L* = 24,0 para placas paralelas hidrofilicas.

O sistema com maior afastamento entre as placas hidrofilicas (d* = 10,0) ¢é
possivel observar na figura 4.2 (c¢) a formacgao de trés camadas centrais de menor
tamanho quando comparada com a camada central do sistema com separacao d* =
6,0, além das camadas de contato na parte confinada e das camadas proximas a
superficie da placa na parte nao confinada. As particulas do tipo dgua préximas a
placa apresentam picos de densidade de maiores tamanhos.

Analisando a figura 4.3 ¢ possivel observar a g)(r)|) para o sistema de L* = 24,0
e d* = 6,0. Onde estao representadas em (a) a camada de contato externa a placa,
em (b) a camada de contato na regido de confinamento e em (c¢) a camada central.
E possivel observar que em todos os casos o sistema apresenta caracteristicas de
liquido, enquanto que para as regioes de confinamento ((b) e (c¢)) o primeiro pico
apresenta um valor maior do que na regido nao confinada (a). Em 4.3 (b), para
a separacao de d* = 6,0 é possivel observar que para temperatura de 7% = 0,100
o sistema apresenta um comportamento tipo amorfo para a camada de contato da
regiao confinada.

Também é possivel destacar que o sistema apresenta um aumento na densidade de
acordo com que a temperatura ¢ diminuida. Tanto para a regiao confinada, quanto
para a regiao nao confinada. Isso esta de acordo com o trabalho envolvendo somente
placas paralelas hidrofilicas, utilizando esse mesmo potencial e avaliando somente a
regido de confinamento [89]. Esse aumento maior proximo a regido hidrofilica tam-
bém foi observado em nosso trabalho discutido na capitulo anterior- cuja publicacao
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encontra-se na referéncia [54]- onde é possivel observar um aumento significativo ao
redor dos aminoacidos hidrofilicos.

Nao foi apresentada a g (r)) para o sistema de separacao d* = 10,0, pois, a
estrutura da 4gua para essa separacao possui comportamento semelhante & discutida
para a separacao de d* = 6, 0.

Além de considerarmos a variacao de temperatura, investigamos outras den-
sidades para o sistema. Para tanto iremos estudar sistemas com L* = 26,0 e
L* = 28,0. Construimos o perfil de densidade variando a distancia entre as pla-
cas. A figura 4.5 apresenta p*(z) para as separagoes d* = 3,0, d* = 6,0 e d* = 10,0,
representadas, respectivamente, pelas letras (a), (b) e (c) e L* = 26,0.

-‘_(3) |

plz)

|

s =
&
T
~_
=2
~
=

1]
S A
5

p(z)

[
[
E
P A T I A

=y
— o

, ST T O O

3
[
[

Figura 4.5: Corte em z* dos perfis de densidade transversal para (a) d* = 3,0, (b)
d* =6,0, (c) d* = 10,0 para L* = 26,0 para placas paralelas hidrofilicas. As placas
estao em z*= (a)—1,5e 1,5, (b) —=3,0e 3,0 e (¢) —5,0 e 5,0.

A figura 4.5 mostra o perfil de densidade para cada separacao entre placas es-
tudada. E possivel observar na figura 4.5 (a) que as particulas se organizam em
regides mais proximas & placa. Tanto para a parte confinada quanto para a parte
nao confinada. Com a densidade maior na parte nao confinada. Em (b) é possivel
observar a formacao de uma camada central para a separacao d* = 6,0 com as
camadas de contato apresentando valores maiores para p*(z). Ja para a separacio
d* = 10,0, mostrado na figura 4.5 (c), ocorre a formacao de trés camadas centrais,
além das camadas de contato.
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Para o comprimento L* = 26,0, conforme a temperatura diminui a densidade
se torna maior para as camadas de contato e também para as camadas centrais.
Também se observa que a densidade das camadas de contato é sempre maior do
que a densidade das camadas centrais. Isso pode ser explicado pelo fato de ocorrer
uma maior atracao entre as placas e as particulas do tipo dgua e isso faz com que
as particulas fiquem mais proximas da placa.
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Figura 4.6: g)(r|) para a uma camada (a) externa a placa, (b) para uma camada de
contato na parte confinada e (c) para a camada central da configuracao de d* = 6,0
e L* = 26,0 para placas paralelas hidrofilicas.

Para se avaliar a estrutura das particulas do tipo agua para essa densidade,
construimos a g|(r|) para cada um dos sistema. Para simplificarmos nossos resul-
tados, serao apresentados somente o comportamento do sistema com d* = 6,0 para
L* = 26,0.

A figura 4.6 representa os comportamentos de g(r), onde na parte (a) esta
representado o comportamento para a camada externa, em (b) a camada de contato
da parte confinada e (c¢) a camada central para a distancia d* = 6, 0. E possivel ob-
servar que nos trés casos o sistema se comporta como liquido, nao havendo diferenca
para nenhuma das distancias aqui estudadas. Também é evidente que conforme a
temperatura ¢ diminuida o primeiro pico da g|(r) torna-se maior.

A configuracao de menor densidade, ou seja, com maior valor de L* investigada,
foi para L* = 28,0 diametros de particula. A figura 4.7 apresenta o perfil de densi-
dade para as diferentes separagoes entre as placas. Essas sao as mesmas distancias
apresentadas anteriormente. Na parte (a) esta representada a distancia d* = 3,0,
em (b) d* =6,0 e em (c) d* = 10,0.
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Figura 4.7: Corte dos perfis de densidade transversal para (a) d* = 3,0, (b) d* = 6,0,
(c) d* = 10,0 para L* = 28,0 para placas paralelas hidrofilicas. As placas estao em
z*=(a)—1,5e 1,5, (b) =3,0e 3,0 e (c) —=5,0 e 5,0.

O comportamento observado para essa densidade é praticamente o mesmo ao
observado para as densidades antes estudadas. Para menores afastamentos entre
placas é evidente a formacao de duas camadas de contato proximas as placas. Para
a parte confinada e para a parte nao confinada, onde a densidade apresenta maiores
valores para a parte nao confinada. Isso é evidente pois a regiao de confinamento
nesse caso nao é suficientemente grande para as particulas do tipo agua se orga-
nizarem para formar as camadas de contato. Conforme a separacao aumenta, a
densidade entre a parte confinada e a parte nao confinada das camadas de contato
se tornam mais semelhantes.

Comparando com as outras duas densidades antes investigadas, os picos de den-
sidade apresentam valores menores para a densidade de L* = 28,0, pois o tamanho
da caixa de simulacao nesse caso ¢ maior, fazendo com que as particulas do tipo agua
tenham um maior volume para ocupar na caixa de simulagao, diminuindo assim os
picos de densidade.

Analisando a estrutura da dgua para a separagao de d* = 6,0, a figura 4.8 (a)
mostra a g (TH) para a camada proxima a placa na parte externa, enquanto que em
(b) para a camada de contato na parte confinada e (c) esta representada a camada
de agua central.

E possivel observar que a medida que a temperatura diminui o primeiro pico da
g)(r|) torna-se maior. Para a camada externa, parte (a), a camada de particulas
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Figura 4.8: g|/(r)) versus z* para a uma camada (a) externa a placa, (b) para uma
camada de contato na parte confinada e (c¢) para a camada central da configuragao
de d* = 6,0 e L* = 28,0 para placas paralelas hidrofilicas.

tipo 4gua apresenta um comportamento de liquido. J& para as partes (b) e (c)
para as temperaturas de 7" = 0,200 e T = 0,300 as particulas apresentam um
comportamento de liquido. Ja para a temperatura de 7" = 0,100 as particulas do
tipo 4gua passam a apresentar carateristicas de um amorfo. Esse comportamento
se torna evidente, principalmente, pela diminuicao do temperatura e também pelos
efeitos de confinamento.

4.3 Placas hidrofébicas imersas em agua

Além de investigarmos um sistema com placas paralelas imersas em agua, inte-
ragindo hidrofilicamente com particulas do tipo agua, analisamos o comportamento
de um sistema de placas paralelas imersas, interagindo hidrofobicamente com essas
particulas. Os mesmos valores de L* e d* avaliados para o sistema hidrofilico foram
considerados para o sistema hidrofébico. Construimos o perfil de densidade para
cada um desses casos e para obter informacoes acerca da estrutura das particu-
las do tipo 4gua, calculamos a g|(r]). A interacdo entre as placas e as particulas
do tipo agua se da via potencial WCA (potencial puramente hidrofobico), discutido
anteriormente no capitulo 2.
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A figura 4.9 mostra os perfis de densidade para as distancias d* = 3,0, d* = 6,0

e d* = 10,0 para o sistema com maior densidade, de comprimento de L* = 24, 0.
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Figura 4.9: Cortes em z* dos perfis de densidade transversal para (a) d* = 3,0,
(b) d* = 6,0, (¢) d* = 10,0 para L* = 24,0 para placas paralelas hidrofobicas. As
placas estdo em z* (a) —1,5e 1,5, (b) —3,0 ¢ 3,0, (¢) —=5,0e 5,0 .

E possivel observar o mesmo comportamento para esses perfis de densidade
(placas hidrofobicas) quando comparados com os perfis de densidade para placas
hidrofébicas com a mesma densidade, discutidos na secao anterior. A formacao de
uma camada central para a distancia d* = 6,0, e de trés camadas centrais para a
distancia d* = 10,0, além das camadas de contato a placa. Conforme observado
para o potencial atrativo, conforme se diminui a temperatura os picos de densidade
tornam-se maiores. Sendo os picos de densidades maiores para as regioes proximas
as placas.
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Figura 4.10: g (r)) versus z* para a uma camada (a) externa a placa, (b) para uma
camada de contato na parte confinada e (c¢) para a camada central da configuracao
de d* = 6,0 e L* = 24,0 para placas paralelas hidrofobicas.

A figura 4.10 mostra a g)(r|) para a distancia d* = 6,0, L* = 24,0 para a
placa hidrofébica. Em (a) esta representado a camada externa, em (b) a camada de
contato da parte confinada e (c¢) a camada central. Nas trés partes da figura 4.10 é
possivel observar no primeiro pico da gH(rH) ¢ maior para as menores temperaturas.
Sendo que para as regides confinadas ((b) e (c)) esses picos sdo maiores do que para a
camada ndo confinada (a). E possivel dizer que para as trés diferentes temperaturas e
as trés diferentes camadas analisadas as particulas do tipo 4gua tém comportamento
como liquido.

Além de L* = 24,0 outros dois tamanhos de L* foram estudados: L* = 26,0 e
L* = 28,0, como no caso anterior para as placas hidrofilicas.
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Figura 4.11: Cortes em z* dos perfis de densidade transversal para (a) d* = 3,0,
(b) d* = 6,0, (c) d* = 10,0 para L* = 26,0 para placas paralelas hidrofobicas. As
placas estdo em z*= (a)—1,5e 1,5, (b) =3,0e 3,0 e (c) —5,0 ¢ 5,0.
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Figura 4.12: Cortes em z* dos perfis de densidade transversal para (a) d* = 3,0,
(b) d* = 6,0, (c) d* = 10,0 para L* = 28,0 para placas paralelas hidrofoébicas. As
placas estdo em z*= (a)—1,5e 1,5, (b) =3,0e 3,0 e (c) —5,0 ¢ 5,0.
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Figura 4.13: g (r)|) versus z* para a uma camada (a) externa a placa, (b) para uma
camada de contato na parte confinada e (c¢) para a camada central da configuracao
de d* =6,0 e L* = 26,0 em placas hidrofébicas.

A figura 4.11 mostra o perfil de densidade para L* = 26,0 para as distancias de
separagao de (a) d* = 3,0, (b) d* = 6,0 ¢ (¢) d* = 10,0. Em 4.12 esta representado o
perfil de densidade para L* = 28,0 e para as mesmas separagoes entre as placas para
o caso de L* = 26,0. O comportamento dessas duas configurages é praticamente o
mesmo observado para o caso atrativo. No caso da separacao de d* = 6,0 o sistema
apresenta a formacao das camadas de contato, além de uma camada central. Ja para
o caso de d* = 10,0 é possivel observar trés camadas centrais de menores valores
de p*(2), comparando com as camadas de contato. Também é possivel observar que
as particulas tém a preferéncia de estar mais proximas a regiao das placas. Isso
acontece tanto para a parte confinada quanto para a camada nao confinada.

Na g (r)) da figura 4.13 esta representado o comportamento para L* = 26,0 e
d* = 6,0. Foram estudados as g (r)) para as camadas das separagoes d* = 3,0 e
d* = 10,0, porém nao serao aqui discutidos, pois para a separagao d* = 6,0 esta
representado os mesmos comportamentos das camadas avaliadas nesses casos. E
possivel observar em 4.13 que a medida que a temperatura diminui o primeiro pico
das partes (a), (b) e (¢) aumenta conforme a temperatura é diminuida. E as camadas
aqui avaliadas apresentam caracteristicas de liquido.

Também cabe destacar que o comportamento para a placa puramente hidrofébica
é praticamente o mesmo quando comparado com a placa puramente hidrofilica.
Ou seja, as particulas do tipo dgua tendem a formar camadas de maior densidade
proxima as placas paralelas. Aumentando essa densidade conforme a temperatura
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¢ diminuida.

4.4 Placas heterogéneas imersas em agua

Uma vez estudado o sistema com placas paralelas homogéneas (somente hidrofobica
ou somente hidrofilica), investigamos também um sistema com placas paralelas he-
terogéneas, ou seja, composta por regioes que interagem de maneira hidrofilica e
regioes que interagem de maneira hidrofobica com as particulas do tipo agua. Os
dois potenciais de interacao utilizados nessa parte foram os mesmo utilizados para as
placas homogeéneas: o potencial WCA (hidrofobico) e o potencial SAT (hidrofilico).
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Figura 4.14: Cortes em z* dos perfis de densidade transversal para (a) d* = 3,0, (b)
d* = 6,0, (¢) d* = 10,0 para L* = 24,0 para placas paralelas heterogéneas.

Para construirmos as placas heterogéneas, selecionamos algumas das particulas
da placa e definimos o tipo de interacao que essa realiza com as particulas do tipo
agua. Em um primeiro momento, selecionamos 45 particulas aleatoriamente (20%)
de cada uma das placas e denominamos o tipo de interacao como hidrofébico.

Realizamos o mesmo tipo de andlise nas placas heterogéneas ao realizado an-
teriormente para as placas homogéneas. Ou seja, avaliamos o perfil de densidade
para diferentes tamanhos de caixa de simulacao e também diferentes temperaturas.
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Figura 4.15: g (r)|) versus z* para a uma camada (a) externa a placa, (b) para uma
camada de contato na parte confinada e (c¢) para a camada central da configuracao
de d* =6,0 e L* = 24,0 em placas heterogéneas.

Também avaliamos os efeitos nas particulas do tipo dgua de se diminuir a separagao
entre as placas paralelas. Os valores para L* e d* foram os mesmos apresentados
nas secoes anteriores.

A primeira configuragao estudada foi para L* = 24,0, ou seja, a configuragao de
maior densidade. A figura 4.14 mostra os perfis de densidade para essa configuracgao.
Podemos observar a mesma estruturacao das camadas de adgua ao observado para
as placas homogéneas. Os valores de p*(z) sdo aproximados aos observados para a
interacao das particulas do tipo dgua com as placas hidrofilicas.

Na figura 4.15 estd representada a g (r) para L* = 24,0 e d* = 6,0. As
particulas do tipo agua apresentam uma estruturacdo em camadas, onde em (a)
esta representada a camada externa proxima a placa, em (b) a camada de contato
na parte confinada e em (c¢) a camada central. Para a camada de contato na parte
confinada o primeiro pico da g(r) é maior comparado com as outras camadas,
sendo esse pico maior para menores temperaturas.

Comparando o sistema de placas mistas com os sistemas anteriormente estudados
(placas hidrofilicas e hidrofobicas) é possivel observar um comportamento similar
para os perfis de densidade. Os valores de p*(z) para o sistema com placas mistas
tém, aproximadamente, os mesmos valores encontrados para as placas hidrofilicas.
Isso possivelmente ocorra devido ao fato de o sistema estudado ser composto de
aproximadamente 20% das placas hidrofobicos. Ou seja, a maioria da placa tendo
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Figura 4.16: Cortes em z* dos perfis de densidade transversal para (a) L* = 24,0, (b)
L* = 26,0, (¢c) L* = 28,0 para d* = 6,0 para placas paralelas com diferentes tipos de
interacoes. Os simbolos SAT, MIX e WCA, representam as interacoes hidrofilicas,
mistas e hidrofobicas, respectivamente.

comportamento hidrofilico, faz com que o sistema misto (com essa porcentagem de
regioes hidrofilicas e hidrofobicas) tenha, praticamente, os mesmos valores de p*(z)
do que as placas hidrofilicas.

Para se avaliar a influéncia da interagao das placas com o fluido do tipo agua,
construimos os perfis de densidade para uma mesma temperatura (7% = 0,200),
mesma separacao de d* = 6,0 e diferentes L*. Na figura 4.16 estao representados
esses perfis. Em (a) para L* = 24,0, em (b) para L* = 26,0 e (c) para L* = 28,0
para a mesma temperatura e d*.

Podemos observar que para L* = 24,0 e L* = 26,0 os picos para as trés diferentes
interacoes nao se diferencia significativamente um do outro. Uma maior evidéncia
é observado para L* = 28,0, onde a densidade é maior para a interagao hidrofilica,
seguida pela interacao mista.

4.5 Resumo do capitulo

Neste capitulo apresentamos um modelo minimo para a interacao da proteina
com a agua. Estudamos através de um modelo com placas paralelas, dois diferentes
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tipos de interacoes dessas placas com a dgua. As interagoes hidrofilicas e hidrofébi-
cas. Conforme observado para o modelo atomistico para a proteina, de acordo com
que a temperatura ¢ diminuida a densidade da dgua aumenta. Com um maior au-
mento proximo a regiao hidrofilica do que na regiao hidrofébica. Indicando que
a partir de um modelo minimo, também é possivel obter resultados semelhantes
aqueles obtidos para modelos mais complexos como os modelos atomisticos.

Os resultados obtidos nesse capitulo foram submetidos para publicagao na revista
Journal of Condensed Matter.
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Capitulo 5

Conclusoes

Nesse trabalho, estudamos a influéncia de uma proteina nas propriedades da
agua. Utilizamos para a implementacao da dinamica molecular de um sistema com
uma proteina hidratada, o pacote GROMACS. Primeiramente, analisamos a densi-
dade da 4gua na presenca da proteina TS-Kappa. Observamos um valor maximo
de densidade para o sistema bulk coerente com o observado em outros trabalhos.
Quando a proteina é inserida no sistema um méximo valor de densidade ainda é
observado, porém, para temperaturas menores do que o observado no bulk. Além da
densidade da agua, também investigamos o ntumero de ligagoes de hidrogénio entre
as moléculas de dgua. Inicialmente para o sistema puro e depois para o sistema com
a proteina hidratada. Observamos que o ntumero de ligacoes de hidrogénio diminui
conforme a temperatura é diminuida. E também observamos que o nimero de li-
gacoes de hidrogénio dgua-agua ¢ maior para o sistema puro do que para o sistema
com proteina. Isso se deve ao fato de as moléculas de agua proximas a superficie
da proteina realizarem ligacoes de hidrogénio, além das moléculas de dgua vizinhas,
com a superficie hidrofilica da proteina.

Devido a essa diferenca de densidade e a diferenca entre o ntimero de ligacoes
de hidrogénio dgua-agua para os sistemas bulk e o sistema com a proteina, calcu-
lamos, assim, a densidade da 4dgua e o ntimero de ligacoes de hidrogénio proximas a
superficie da TS-Kappa. Dividimos a superficie da proteina em trinta e cinco dife-
rentes regioes, sendo cada uma dessas regioes correspondentes a cada aminoéacido da
proteina. Observamos que conforme a temperatura diminui a densidade da dgua au-
menta. Nao apresenta mais um comportamento anémalo como visto anteriormente.
Agora, a 4gua apresenta um comportamento monotonico com a temperatura. Tanto
para as regioes hidrofilicas, como para as regioes hidrofébicas. E para baixas tem-
peraturas é possivel observar, ainda, que a densidade da dgua proxima a T'S-Kappa
apresenta valores maiores do que no bulk. Esse aumento na densidade da agua,
esté associado ao fato de a proteina possuir uma grande quantidade de aminoacidos
hidrofilicos que faz com que a dgua seja atraida para a superficie da proteina.

Analisando a densidade da agua nas diferentes regioes, observamos que a den-
sidade é maior proxima a regiao hidrofilica do que na regiao hidrofobica. Isso se
deve ao fato de a agua proxima a essas regioes, além de se ligar entre si, realiza
ligacoes com a regiao hidrofilica da TS-Kappa. Como consequéncia, rompe ligagoes
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de hidrogénio dgua-agua fazendo com que a agua fique mais compacta nessa regiao.

Para as ligacoes de hidrogénio agua-agua, observamos também que esse nimero
aumenta conforme a temperatura diminui. Porém esse ntimero ¢ menor para a agua
na primeira camada de hidratacao do que no bulk. Podemos associar esse fendbmeno
ao fato de a proteina, agora, realizar também ligacoes com a superficie hidrofilica
da biomolécula. E por conseguinte, o niimero de ligagoes de hidrogénio agua-agua é
maior entre as moléculas de agua proximas a regiao hidrofobica do que as moléculas
de agua proximas as regioes hidrofilicas.

Para compreendermos melhor o comportamento da dgua nessa regiao, avaliamos
ainda a difusao das moléculas de agua da primeira camada de hidratacao. Observa-
mos que a medida que a temperatura diminui, a difusao da dgua também diminui,
sendo a difusao da adgua nessa regiao menor do que no bulk. Comparando a difusao
da agua para as diferentes regioes da proteina, observamos que a difusao proxima
a superficie hidrofobica é, ligeiramente, maior do que a difusao da dgua proxima a
regiao hidrofilica. Podemos associar esse fato, as moléculas de agua estarem reali-
zando ligacoes de hidrogénio com as moléculas de 4gua vizinhas, além de se conectar
com a superficie da proteina na regiao hidrofilica. Isso faz com que essas fiquem com
menor liberdade para difundir nessa regiao.

Com a ideia de entender os efeitos da proteina na difusao das moléculas de agua
localizadas em diferentes regioes do sistema em estudo, calculamos a difusao para
regido mais afastadas da proteina. E possivel observar que a difusdo da dgua de-
pende, nao apenas, da distancia que essa se encontra de uma proteina, mas também
da temperatura do sistema. Observamos que para temperaturas baixas (T' = 180K e
T = 350K) e temperaturas mais elevadas, a difusdo da 4gua nao possui significativa
mudanga nem em regides proximas a proteina, nem em regides mais afastadas (dgua
bulk). J& para as temperaturas intermedidrias (7" = 220K, T' = 260K e T = 290K)
os efeitos da proteina ja sao mais percebidos pelas moléculas de agua. A medida que
aproximamos nossa analise da superficie da proteina, os valores de difusao da dgua
diminuem. Isso indica que a dgua estd ficando mais conectada com a superficie da
proteina, consequentemente, mais estruturada, conforme haviamos observado para
a densidade e para as ligagoes de hidrogénio da dgua nessa regiao.

Com o objetivo de compreender os efeitos de uma proteina na agua, estudamos
também um modelo minimo para as interacoes de uma proteina com as moléculas
de 4gua. Para aproximar nosso sistema de uma proteina, consideramos um sis-
tema com placas paralelas imersas em fluido do tipo-dgua. Essas placas interagem
de dois diferentes tipos com as particulas do tipo-adgua: hidrofilica e hidrofobica-
mente. Conforme ja haviamos observado para o modelo atomistico, a medida que
a temperatura diminui, a densidade da dgua aumenta. Para o modelo atomistico,
analisamos as ligacoes de hidrogénio e a difusao da 4gua e, assim, concluimos que
a adgua estd mais estruturada na regiao da primeira camada de solvatagao. Para
melhor entender a estrutura da dgua nesse modelo com placas paralelas, calculamos
a funcao de distribuicao radial das moléculas de dgua para diferentes regioes do
sistema: parte confinada e parte nao confinada. Observamos que a agua se torna
mais estruturada para a parte confinada do sistema e que isso é mais evidente para
baixas temperaturas.
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As caracteristicas observadas nessa parte da tese, tais como o aumento mais
acentuado para as agua proximas a regiao hidrofilica do que para as dguas proximas
a regiao hidrofobica da placa, maior estruturacao das dguas para baixa temperaturas
e nas regioes proximas as macromoléculas hidrofilicas e hidrofébicas, indicam que,
a partir de um modelo minimo, é possivel obter resultados semelhantes aos obtidos
para modelos mais complexos, como é o caso do sistema envolvendo a TS-Kappa
imersa em agua.
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Apéndice A
Modelos Classicos para a agua

Dentre os varios modelos de agua encontrados na literatura, serao aqui breve-
mente descritos apenas dois. Os modelos que foram estudados nesse trabalho sao o
modelo SPC/E [17] (’Simple Point Charge/Extended’) e o modelo TIP4P-2005 [69]
("Transferable Intermolecular Pontential of 4 points’).

O modelo SPC/E é representado por trés sitios de cargas. Umas dessas cargas,
carregada negativamente g2, que representa o atomos de oxigénio de uma moléculas
de dgua. Enquanto que os outros dois sitios, representando os atomos de hidrogénio
da moléculas, sao carregadas positivamente e sao representadas por ¢;.

Para melhor compreender a geometria desses modelos de agua, construimos a
figura A.1, onde se encontram representados os esquemas dos modelos aqui estuda-
dos.

(a) (b)

Figura A.1: Na Figura (a) esté representada a geometria do modelo de dgua SPC/E,
enquanto que na figura (b) esta representada a geometria para o modelo TTP4P-2005.
Nesses casos o representa um raio médio da molécula de dgua em cada caso.

Os modelos de quatro sitios, como é o caso do TIP4P-2005, possuem quatro
interacoes, onde é colocado um atomo ao longo da bissetriz do angulo HOH. Sendo
esse angulo formado pelo dtomos anteriormente descritos para os modelos de trés
sitios.

O modelo TTP4P-2005 é uma reparametrizagao do modelo TIP4P [97] e é repre-
sentado por quatro sitios, sendo dois positivos e um negativo ¢o. Nesses dois modelos
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os atomos de oxigénio interagem entre si via potencial de Lennard Jonnes (I.J), ja
os sitios carregados interagem entre si via potencial coulombiano.
A interacao entre duas moléculas a e b pode ser representada por A.l.

Eop=5" 29 _ 4 l(“)n - (Uﬂ (A1)

i Ti,j T T

O que ira diferenciar um modelo de outro, além da estrutura, serd a parametriza-
cao desses. Para os trés modelos aqui estudados, os parametros sao encontrados na
tabela A.1.

| Modelo [ o(A) [ e(kJmol™) [ LAA) | LAA) [ ale) | @) |
SPC/E [ 3,166 0,6500 1 - + 10,4238 [ -0,8476
TIP4P-2005 | 3,1589 || 0,7749 [ 0,9664 | 0,15555 [| +0,5564 [ -1,1128

O modelo SPC/E & uma reparametrizacao do modelo SPC, a modificagao ocorre
no valor da carga do atomo de oxigénio. O modelo original ¢ oriundo de uma série
de simulagoes de dinamica molecular. E, ao se comparar com o modelo original, o
modelo SPC/E apresenta valores aprimorados para a g(r) e difusdo para resultados
experimentais.

A figura A.3 mostra um diagrama de fases PxT para resultados experimentais,
mostrado na figura (a) e para resultados tedricos para o modelo de dgua SPC/E,
mostrado na figura (b). E possivel observar nesses diagramas dois tipo de anomalias:
anomalia na densidade e anomalia na difusdo. Em (a) os pontos representados pelos
quadrados, sao referentes aos valores de maximo na difusao e os circulos fechados
representam os valores de méxima densidade.

Em (b) observamos que os dados de simulagao apresentam resultados para pressoes
negativas, o que nao pode ser visto para os dados experimentais, conforme havia
sido discutido no capitulo 1 dessa tese. Também é mostrado aqui, a hierarquia de
anomalias. Onde os valores de maximo e minimo na difusdo (quadrados fechados)
englobam os valores de maxima densidade (circulos fechados). Embora seja boa a
avaliacao qualitativa, esses resultados suprimem os valores de temperatura da agua.

Ja o modelo TIP4P-2005 apresenta caracteristicas importantes, quando com-
paradas com os resultados observados em experimentos [69]. Como, por exemplo, a
anomalia na densidade da dgua, onde verifica-se que em 5°C, o sistema apresenta
um o valor de maximo na densidade, o que é uma boa comparacao quantitativa com
os resultados experimentais da agua, que acontece em 4°C. Esses resultados para o
modelo TIP4P-2005 podem ser encontrados na figura A.2 .

Mesmo descrevendo de maneira satisfatoria algumas das anomalias da agua, ou-
tros modelos para descrever as anomalias da dgua tém sido utilizados. O avanco
dos modelos efetivos para simular sistemas do tipo agua tém sido amplamente in-
vestigados, devido sua abrangéncia para modelos mais universais e também devido
a sua simplicidade. Os modelos efetivos apresentam concordancia qualitativa com
resultados ja observados experimental e também com resultados observados para
modelos atomisticos. Uma melhor descricao dessas modelos pode ser encontrado no
capitulo 2 dessa tese.
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Figura A.2: Na Figura (a) esta representada a curva representando os dados expe-
rimentais da linha de TMD e o maximo na difusao [18], ja em (b) esté representado
o diagrama de PxT para o modelo SPC/E, adaptado de Netz et. al [19].
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Figura A.3: Resultados teoricos para valores de densidade da dgua do tipo TIP4P-
2005. E possivel observar uma TMD em torno de 5°C' [69]. Os circulos representam o
modelo TIP4P-2005 a P = latm. A curva em azul é referente ao modelo TIP4P /Ew
|98] e a linha cheia representa os dados experimentais.
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Apéndice B
Campos de Forcas da Proteina

A escolha de um ou de outro campo de forcas ird depender do sistema a ser
estudado. Nesse trabalho foram utilizados os campos de forcas OPLS/AA [99],
quando os modelos SPC/E e TIP3P foram implementados, e também o campo de
forcas Amber ff03W [100] para descrever as interagbes entre os atomos da proteina
e a agua para o modelo TIP4P-2005.

Os potenciais podem ser divididos em trés grupos: potenciais intermoleculares,
potenciais intramoleculares e vinculos.

As interacoes intermoleculares sao representados, geralmente, pelo potencial de
Lennard-Jones e também pela energia potencial eletrostatica.

B.0.1 Potencial de Lennard-Jones

O potencial de Lennard-Jones entre dois atomos iguais ¢ dado por:

o2 o)
VLJ(Tz'j) = - (B-l)
T

onde esse potencialé composto por um termo atrativo e um termo repulsivo, onde
para cada atomo i é calculada a energia de interacao com um atomo j. Os parametros
C’}f e C’?j irao depender dos atomos que estao envolvidos na interacao, enquanto que
ri; € a distancia entre esses atomos.

B.0.2 Energia Potencial Eletrostatica

No caso da energia potencial eletrostatica a representagao se da pelo potencial
de Coulomb, de acordo com a equacao B.2.

4iq;
Vo= ——— B.2
’ 47T€0€T’f’ij ( )

onde g;; representam as cargas dos atomos ¢ e j respectivamente. ¢p representa a
permissividade elétrica no vacuo e €, representa a constante dielétrica no meio, ja
r;; representa a distancia entre os dtomos i e j.
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B.0.3 Potencial Harmonico Linear

Para representar o movimento vibracional entre dois d4tomos (4tomo i e 4tomo
j) utiliza-se um potencial harmonico linear de acordo com a equagao B.3, que é
uma expressao que representa um sistema que obedece a lei de Hooke em sistema
ligados por molas. Onde podemos representar K como a contante de Hooke, ry € o
comprimento da ligacao e r ¢ o comprimento de equilibro da ligacao.

V:;Kv—m) (B.3)

B.0.4 Potencial Harménico Angular

Ja para representar o angulo formado entre trés 4tomos ligados, ou seja, a&tomos
1, j e k, utiliza-se um potencial harmonico angular, de acordo com a equacao B.4,
sendo K a constante de Hooke, 6 o angulo entre as ligacoes e 6y o angulo final de
equilibrio.

V= ;K(Q — 0)? (B.4)

B.0.5 Potencial Diedros Impréprios

Sao utilizados para manter o grupos planares, como por exemplo aneis aromati-
cos, em seus planos. Entre quatro 4tomos existiré a formacao de uma estrutura tridi-
mensional descrita por esse potencial harmoénico, chamado de diédros improprios. A
equacao que representa esse potencial pode ser vista na equagao B.5. Esse potencial
controla o angulo entre os a&tomos envolvidos na estrutura.

1
V= SK(E-&) (B.5)
onde K ¢ a constante de Hooke, £ é o angulo entre os planos e & é o angulo de

equilibrio.

B.0.6 Potencial Diedros Proéprios

A rotagao em torno de uma ligagdo quimica pode ser caracterizada por um po-
tencial de torcao, chamado de potencial de diédro proprio, que pode ser representado
de acordo com a equagao B.6.

V = K[1 + cos(n.p — 0)] (B.6)

onde K define a altura da barreira de rotacao, n é o niimero de minimos da funcao,
¢ ¢é a variacao angular e § é o angulo de diferenca de fase, ou seja, 180° ou 0°.
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B.0.7 Energia Potencial Total

Com isso, a energia potencial total poderad ser escrita como a soma dos potenciais
descritos anteriormente, ou seja:

Vi) =3 SK(r =) + > LK 00 +
Z K(é - 50)2 + Z K[l =+ COS(”'SO _ 5)] +

N Ci(jm) 0(6) N

Z ij Z 4;q;

— + -
ri2 S, Amege i
i<j g ij i<j 0&rTaj

onde os trés primeiros termos estao relacionados aos potenciais que descrevem as
interacoes intermoleculares. J& o quarto termo representa o potencial de tor¢ao
sobre todos os angulos diedrais proprios. O termo seguinte na equagao refere-se
aos potenciais de van der Waals e Coulomb relativos aos atomos i e j, levando em
consideracao as interacgdes de primeiros e segundos vizinhos. Os parametros descritos
na equacao B.7 pode ser obtido na literatura para o sistema analisado em questao.

B.1 OPLS-AA

Os campos de forcas vém evoluindo desde que os estudos em bioinformética
comecaram. Esses campos vém sendo adaptados de acordo com o sistema a ser es-
tudado, como por exemplo, carboidratos [101], proteinas [102]. Também vem sendo
possivel verificar sua eficicia em relacao ao experimento, como mostra o trabalho
de [103|.

O campo de forcas OPLS-aa apresenta carateristicas bastante similares a outros
campos de forgas, como o Amber96 [104] e o Charmm?22 [105].

Vérios conjuntos de parametros OPLS ja foram estudados. Por exemplo, existe
o OPLS-ua (united atom), que inclui os d&tomos de hidrogénio pfoximo aos atomos
de carbono implicitamente nos parametros de carbono.

Uma outra variagao desse campo de forcas é o chamado OPLS-aa (all atoms),
que inclui todos atomos do sistema de maneira explicita. Outros estudos incluem
parametros para outros grupos funcionais e outro tipos de moléculas, tais como
carboidratos. As simulacoes em solucoes aquosa envolvendo esse campo de forca
geralmente utilizam os modelos de dgua TIP4P, TIP3P e SPC/E.

Os parametros desse campo de forga possuem uma caracteristica bem especifica:
sao otimizados afim de se ajustar as propriedades experimentais dos liquidos, como
por exemplo: densidade e calor de vaporizagao.

Com isso, quando foi utilizado o sistema com a proteina hidratada, o campo de
forca utilizado foi o OPLS-AA.
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B.2 Amber ffl03W

O Amber, do inglés (Assisted model building with enerqy refinement) é, além
de um campo de forgas, também um programa que resolve problemas de dinamica
molecular. O campo de forca foi parametrizado especificamente para proteinas e
acidos nucleicos.

O termo Amber se refere a uma quatidade de campos de forcas utilizados para
diferentes sistemas fisicos. Porém esses sistemas fisicos apresentam o mesmo tipo
de potencial (mostrado na equagdo B.7), porém, para cada sistema fisico utiliza-
se uma determinada variacao desse campo de forca Amber, que ird se diferenciar
apenas pelos valores dos parametros.

O campo de forcas Amber ff03 é uma modificagao de outros campos do Amber
ja conhecidos, como por exemplo o ff99. Dentre as principais alteracoes pode-se
destacar que as cargas sao agora derivadas de cdlculos quanticos que usam um meio
dielétrico continuo para se assemelhar a polarizacao do solvente. Onde os termos
referentes a tor¢ao sao modificados. Essas mudancas sao encontradas principalmente
para proteinas, pois para acidos nucleicos esses valores sao os mesmos para o ff99.

O potencial Amber baseia-se de acordo com a equacao B.7 onde os dois primeiros
termos do potencial suguem formas quadraticas na forma da Lei de Hooke. Com
isso, o parametro K estd associado a constante de forca e r é o comprimento de
equilibrio da ligacao. De maneira analoga, K pode ser também a constante de
forca associada referente as deformacoes angulares e € é o angulo de equilibrio das
ligacoes. Com isso, as variaveis r e 6 tém seus valores definidos de acordo com a
forca aplicada sobre os &tomos envolvidos.

Com isso, nesse trabalho foi utilizado também o campo de forca do tipo Amber
ff03w, que é, segundo o trabalho [106] é o melhor campo de forcas a ser uti-
lizado para o modelo de dgua do tipo TIP4P-2005. Esse campo de for¢a é uma
reparametrizacao do modelo f f03 e outros modelos do tipo Amber.
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Apéndice C

Dinamica Molecular Classica

Partindo de um dado potencial de interagdo entre as particulas V.., a interagao

entre a particula ¢ e 7 pode ser escrita como:

Fij = VVrij

(C.1)

Para tornar-se mais didatico o processo da dinamica molecular é possivel montar

0 seguinte roteiro:

e O sistema é inicializado a partir das posicoes e velocidades iniciais das particu-
las, onde é comum fornecer velocidades iniciais aleatorias. Porém isso nem
sempre acontece, pois também pode fazer com que as particulas tenham ve-

locidades iniciais diferentes.

e Uma vez dada as velocidades das particulas, as for¢as de interacao sao calcu-

ladas de acordo com a equacao C.1

e A terceira etapa representa a integracao das equacgoes de movimento, que é
feita a partir de algoritmos conhecidos, como por exemplo o algoritmo de
Verlet [55, 56| que consiste em expandir as posi¢des r; em um tempo posterior
t+dt e também para um tempo anterior ¢-6t. Com isso, é possivel escrever r;

para esses intervalos de acordo com a equacao C.2.

Nrr esse caso utilizamos uma agua do tipo SPC/E [17], sendo essas parametrizagoes

e os campos de for¢as implementados pelo pacote GROMACS [84].

3
r(t + 6t) = r(t) + v(t)ot + ;a(t)étz + éi;gt)dﬁ + O(6t*)
1 1 d%r(t)

r(t = ot) = x(t) = v(£)0t + Ja(t)ot’ — -

3 4
& 00+ 0(3t")

Somando-se essas duas expressoes, obtem-se:

r(t + 6t) = 2r(t) — r(t — 6t) + 6t*a(t),

com um erro da ordem de &t
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Ja as velocidades podem ser determinadas de acordo com a expressao C.5.

o(t) = r(t + (5t)2;tr(t - (St)’ (©.5)

com erro da ordem de §t?

Procurando diminuir os erros, outros algoritmos como o velocit Verlet vém sendo
desenvolvidos. Esse algoritmo pode ser entendido a partir de uma alteracao do
algoritmo original. Assim é possivel escrever suas equacoes como mostrado nas
equacgoes C.6 e C.7.

r@+&%:dﬂ+vwﬁ+;dﬂ&% (C.6)

(t) + a(t + dt)
2

visto que a aceleragao a(t) e a velocidade v(t) sdo calculadas para um mesmo tempo
t, assim, esse metodo tende a minimizar os erros.

v(t+6t) = v(t) + > (C.7)

C.0.1 Ensembles

Na primeira parte desse trabalho (proteina hidratada) utilizou-se para descrever
o sistema um ensemble do tipo NPT, ou ainda, um ensemble isotérmico-isobérico,
que mantém fixo o nimero de particulas, a pressao e a temperatura desse sistema.
Nesse caso a pressao se mantém fixa a partir a partir da variacao do volume do
sistema.

Alguns métodos variam o tamanho do sistema [107], j& outros variam a geometria
da caixa de simulacao [108]. Existe também os sistemas em que se utilizam a ideia
de paredes flutuantes [52, 109].

No estudo envolvendo placas paralelas imersas em 4gua, o problema foi tratado
utilizando o ensemble canonico ou NVT, onde o sistema ¢ caracterizado por manter
fixos a temperatura T, o volume V e o niimero de particulas N. E ainda possivel,
nesse caso, relacionar energia cinética com temperaturam via equagao C.8.

BkpT =m < v} > (C.8)

sendo m a massa da particula e v; a j-ésima componente de velocidade.

Ja para manter a temperatura fixa, reescala-se as velocidades das particulas com
o uso de termostatos. Dentre os varios termostatos encontrados na literatura é
possivel citar alguns, como: Termostato de Andersen [107] e o termostato de Nosé-
Hoover que foi o termostato utilizado nesse trabalho.

C.0.2 Termostato de Nosé-Hoover

Nesse trabalho, tanto para o estudo de uma proteina hidratada quanto para o
sistema de placas paralelas, utilizou-se o termostato de Nosé-Hoover.

75



Para poder se calcular a dinAmica molecular é necessario, inicialmente, definir os
métodos de controle de temperatura. Os primeiros estudos acerca dos termostatos
podem ser atribuidos & Berendsen et al. [110], que hoje é conhecido como termostato
de Berendsen. Outros termostatos sao utilizados em dinamica molecular, como por
exemplo o termostato de Andersen e o de Nosé-Hoover que foi aqui utilizado.

Considerando que a lagrangeana do sistema possa ser escrita como:

N 1 ) 1
L= smd V() + 5QF — LknTilng (C.9)
i=1

onde ¢ introduzido agora uma nova coordenada ¢, considerando o banho térmico
uma parte do sistema. L representa o grau de liberdade do sistema e ) > 0 é um
parametro de acoplamento associada a q.

Considerando que nos dois sistemas as coordenadas atdémicas sao as mesmas e
sendo r a posigao da particula no sistema real, é possivel escrever:

r=r r=q4 0 d=¢ G=4q' (C.10)

A variavel ¢ é um parametro de escala temporal, ou seja:
dt = gdt (C.11)

Com isso é possivel escrever as equagoes de Nosé-Hoover como:

G = m;a; = F; — 24qr; (C.12)
.1
4= =

Qq
Reestruturando as equacoes C.12 e C.13 em funcao das variaveis do sistema real,
de acordo com o proposto por Nosé-Hoover é possivel escrever:

| > i~ LkpTy (C.13)
m; G2

- qri

¢ —kpL Ty
-5 T(t)[T(t) —1] (C.15)

Para se obter uma configuragao de equilibrio o sistema precisa evoluir no tempo,
até sua energia oscilar em torno de um determinado valor. Ja as médias termodina-
micas serao calculadas somente depois do sistema se encontrar em equilibrio.
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