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Abstract

Many biological processes are regulated by interactions with small ligands. As oc-

cupancy states and sites number grow, it becomes harder for nowadays available methods

to characterize them. This problem can be solved by considering a new approach that mo-

lecule interaction is a partition to a phase that corresponds to the protein interface. In this

work, the two-site approach is used for obtaining a partition coefficient from flooding si-

mulations. From the partition coefficient, many properties in different concentrations can

be reconstructed, e.g. titration curves and tridimensional ligand densities. Furthermore,

the partition process is separated into steps from a thermodynamical cycle and each step

and concentration influence are analyzed carefully. The results obtained were satisfac-

tory close when compared to independent systems. The development of the tools in this

work has a very promising application potential, being very useful to a myriad of small

molecules interactions with proteins.

Resumo

A interação de pequenas moléculas com proteínas regula diversos processos bioló-

gicos. Interações complexas possuem muitos sítios e estados de ocupância possíveis, e

os métodos atuais costumam ser insuficientes para realizar uma boa caracterização. Esse

problema é resolvido utilizando uma nova abordagem, a qual descreve a interação como a

partição para uma fase correspondente à interface proteica. Nesse trabalho, a abordagem

da partição em dois sítios é utilizada para obter o coeficiente de partição em simulações

de flooding e a partir dele obter outras propriedades em diversas concentrações, como

curvas de titulação e densidades tridimensionais. Além disso, o processo de partição

será separado em etapas através de um ciclo termodinâmico e a influência de cada etapa

juntamente com o papel da concentração serão analisados com detalhes. Os resultados

obtiveram valores satisfatórios quando comparados com outros sistemas independentes.

O desenvolvimento das ferramentas deste trabalho possui potencial de aplicação bastante

promissor, sendo útil para diversas interações de pequenas moléculas com proteínas.
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I Introdução

I.1 Interação de pequenas moléculas com proteínas

A interação de proteínas com pequenas moléculas é um campo de estudo de extrema

importância para a compreensão da vida: um receptor pode estar ativado ou inativado;

um canal aberto ou fechado; a proteína pode estar fosforilada ou não. Cada estado corres-

ponderá a uma sinalização diferente, e por consequência, respostas diferentes por parte

do organismo. Na maioria das vezes, o fator determinante para qual estado a proteína as-

sume é a ligação com pequenas moléculas. É possível encontrar inúmeros exemplos onde

a associação com essas moléculas de menor escala são importantes: regulação gênica,

motilidade celular, controle metabólico, sinalização celular, entre outros. O controle da

estrutura da proteína inclusive pode ser visto como um elemento lógico que determina a

ocorrência ou não de algum processo, permitindo a adaptação da vida às mais diversas

condições[1]. Muitas das pequenas moléculas já são conhecidas pelo controle de diversos

processos processos celulares, como ATP, cofatores e íons, e a Figura 1 mostra a presença

dessas moléculas com o tipo de interação realizada.

Figura 1: Pequenas moléculas e seu efeito regulatório. Cada ponto representa uma molécula, sua posição

no eixo vertical a quantidade de interações ativadoras e no eixo horizontal interações inibitórias. É possível

ver que o ATP está envolvido em mais processos, participando tanto como ativador ou inibidor. Adaptado

de The molecular switch, Philips, 2020[1].

A necessidade de caracterizar quais moléculas participam da regulação desses pro-

16



cessos é tamanha que estudos vêm se preocupando em mapear as moléculas e seus efeitos

nas proteínas em estruturas complexas chamadas de interatomas[2]. Um ligante pode agir

tanto para estabilizar um estado quanto para desestabilizá-lo. A interação de pequenas

moléculas com proteínas não se limita somente às enzimas: estima-se que cerca de 40%

dos pequenos fármacos atualmente utilizados possuem interação com proteínas de mem-

brana, como canais, bombas e receptores celulares[3]. Além disso, esses ligantes também

são cruciais para outros processos, como quimiotaxia[4].

A principal maneira de representar a ligação de uma pequena molécula em uma

proteína é por uma curva de titulação, mostrada na Figura 2. Na curva de titulação,

é mostrada a fração do receptor que interage com o ligante em função da concentração

disponível de ligantes. Diversas informações podem ser obtidas a partir dessa curva, como

a comparação entre condições, obtenção da concentração necessária para saturar metade

dos receptores e até o coeficiente de cooperatividade[5]. Um dos primeiros sistemas de

interação utilizados para ilustrar a importância da interação de pequenas moléculas com

proteínas foi a interação da mioglobina com o oxigênio[6]. Anos mais tarde, foi possível

descrever mais minunciosamente essa interação e obter valiosas informações a partir de

curvas de titulação, como a influência do pH e temperatura na interação, além de até

realizar uma regressão da curva de titulação[7].

I.2 Alosteria e descrições macroscópicas

A medida que outras caracterizações ocorreram, observou-se que a modulação por

pequenos ligantes pode ser muito complexa. Por exemplo, foi visto que algumas molé-

culas possuíam efeitos na proteína, porém sem exibir o comportamento de uma inibição

competitiva, o que sugeriu outra maneira de interação. Assim surgiu a ideia da alosteria,

uma ação à distância da molécula, onde sua interação induziria uma mudança conforma-

cional na proteína, incluindo no sítio de ligação[1].

A descrição analítica da interação de pequenos ligantes com proteínas é semelhante

ao de um equilíbrio químico:

R+ L
K−−→←−− RL {1}
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Figura 2: Curvas de titulação. Nas curvas de titulação é possível ver qual a porcentagem de receptores

ocupados (pbound) em relação à concentração. Note que Kd é o valor de concentração onde metade dos

receptores estão ocupados. Quanto menor Kd, maior a afinidade da proteína pelo substrato. Adaptado de

The molecular switch, Philips, 2020[1].

onde R é o receptor proteico, L é o ligante, RL é o complexo ligante-receptor e K é a

constante de equilíbrio. A obtenção de K é muito importante para descrever parâmetros

termodinâmicos da interação, como a variação da energia livre padrão (K = e−
∆G0

RT ).

Experimentalmente, a constante de ligação pode ser obtida de diversas maneiras, por

calorimetria, principalmente pelo método ITC[8] ou pelas curvas de saturação[9]. Em

trabalhos envolvendo abordagens computacionais, é preferível encontrar K partindo da

abordagem microscópica:

K =
[RL]

[R][L]

K =
nRL

nL

1

ρ̄

(1)

onde nRL, nL e ρ̄ são os números de receptores complexados com o ligantes, vazios e a

densidade do ligante, respectivamente. Dividindo a equação acima pelo número total de

receptores, obtemos:

K =
pocc
pfree

1

ρ̄
pocc
pfree

= K ρ̄
(2)

onde pocc e pfree são as probabilidades de um receptor estar ocupado, e vazio, respectiva-
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mente. A razão de probabilidades também é abordada na teoria da mecânica estatística

como uma função da diferença de energia entre dois estados (∆µ). Logo:

e−β∆µ =
pocc
pfree

= K ρ̄ (3)

onde β = 1/RT . Essa equivalência evidencia o quanto o cálculo de K pode ser flexível.

Cada tipo de experimento possuirá uma maneira mais eficiente de encontrar a constante

de ligação. Por exemplo, a abordagem estatística é bastante utilizada em trabalhos envol-

vendo simulações de Monte Carlo e de dinâmica molecular, pois é mais fácil realizar o

mapeamento dos estados ocupado e desocupado[10]. O cálculo da constante através da

diferença de energia também é amplamente usado em técnicas computacionais que calcu-

lam a variação de energia livre, como o Docking[11], Linear Interaction Energy (LIE)[12,

13] e o Free Energy Pertubation (FEP)[14, 15, 16].

I.3 Interações de baixa afinidade

As interações de baixa afinidade têm uma caracterização bastante desafiadora. De-

vido à pouca especificidade ao longo da superfície da proteína, os pequenos ligantes po-

dem se associar em diversas regiões, o que dificulta a busca por sítios através de ferramen-

tas computacionais, pois o espaço amostral é muito grande e homogêneo. Para solucionar

essa questão, foi desenvolvido um protocolo que combina técnicas computacionais com o

intuito de facilitar a busca dos sítios e calcular a respectiva constante de equilíbrio para as

ditas interações de baixa afinidade (ou reversíveis)[17]. O primeiro passo foi encontrar os

candidatos a sítios de ligação utilizando a técnica de docking molecular. Caracterizados

os s sítios, o próximo objetivo consistiu no cálculo da constante de ligação agregada da

seguinte reação:

R(0 1,0 2,...,0 s) + nL
K(n1, n2, ... ,ns)−−−−−−−−−→←−−−−−−−−− R(n1, n2, ... ,ns) {2}

onde R(01, 02, ..., 0s) é o receptor vazio nos s sítios, nL são os n ligantes livres e R(n1, n2, ..., ns)

é o receptor com n1 moléculas no sítio 1, n2 moléculas no sítio 2, e assim por diante e

K(n1, n2, ..., ns) é a constante de equilíbrio agregada.

Essa constante agregada corresponde a um estado de múltiplas ocupâncias em diver-

sos sítios. Caso os sítios possuíssem uma correlação, seria necessário obter todas as com-
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Figura 3: Procedimento de docking. O docking é uma ferramenta computacional que varre a superfície da

proteína (branco) para encontrar os potenciais sítios de ligação de uma molécula (vermelho).

binações possíveis dos estados, o que seria impraticável. Para simplificar, considerou-se

que os sítios são independentes, podendo assim realizar a fatoração:

K(n1, n2, ..., ns) = K(n1)×K(n2)× ...×K(ns) (4)

onde K(ns) é a constante de ligação de n ligantes no sítio s com todos os outros vazios. As

constantes para os sítios individuais foram encontradas a partir de dois cálculos de FEP.

No primeiro cálculo é obtido a energia de retirar a molécula da água (µ), enquanto no

segundo obtém-se a energia de retirada de um ligante do sítio sugerido (W ∗
i ). Entretanto,

para os cálculos de FEP amostrarem a transformação desejada é necessária uma aplicação

de um potencial artificial que mantém o ligante dentro do sítio com constante de força ki.

A constante de ligação depende desses três parâmetros, possuindo a forma:

K(i) =
2π

βki
e−β(W ∗

i −µ) (5)

Como um sítio pode comportar até ns moléculas, a constante de ligação até a ocupância

máxima é dada por K(ns) = Π K(i|i − 1), onde K(i|i − 1) é a constante relacionada à

ligação do n-ésimo ligante com o sítio pré ocupado por n-1 ligantes.

Com as constantes agregadas, foi possível realizar projeções de propriedades para

qualquer concentração desejada, incluindo as densidades tridimensionais do ligante, mos-

trados na Figura 4.

O procedimento docking-FEP mostra-se bem-sucedido quando existe um pequeno

número de estados possíveis. A medida que a interação degenerada possui novos estados

de ocupância, a consideração de que os sítios são independentes vai tornando-se impro-

vável. Assim, seria necessária a amostragem de todos os estados possíveis, que crescem

numa ordem geométrica, o que torna o cálculo das constantes de ligação via FEP im-

20



Figura 4: Distribuição espacial da molécula em diversas concentrações. Em azul, estão as regiões de maior

densidade sugeridas pelo procedimento docking-FEP ao longo da superfície proteica (branco) para diversas

concentrações. Adaptado de Stock et al., 2017[17].

praticável. Para contornar essas limitações, deve-se analisar o fenômeno sob uma nova

abordagem. A interação entre as moléculas e a proteína pode ser vista como um fenômeno

de partição entre duas fases: a superfície proteica e o reservatório.

Nesse trabalho, a caracterização como um processo de partição será aproveitada para

desenvolver um conjunto de ferramentas teóricas nas quais seria possível calcular uma

propriedade análoga a uma constante de ligação agregada a partir de altas concentra-

ções e realizar os estudos das propriedades em concentrações fisiológicas. Além disso,

também foi estudada a influência da concentração nessas propriedades a partir da decom-

posição dos fatores que influenciam a ligação de uma molécula em um sítio: afinidade

pelo reservatório, perturbação estrutural da proteína e afinidade pela proteína. Ao final,

será possível obter de maneira muito simples diversas propriedades do regime diluído -

número de ligantes complexados à proteína, densidades tridimensionais, variação de ener-

gia livre - ao entender o comportamento de cada termo em função da concentração, sem

necessidade de simulações adicionais.

As propriedades em altas concentrações serão obtidas a partir de simulações de flo-

oding, que são simulações de dinâmica molecular da proteína e presença do ligante numa

concentração fixa. No início do flooding, as moléculas estão dispersas no ambiente e

movimentam-se de acordo com suas interações, particionando-se na membrana e certas

regiões da superfície proteica, como mostrado na Figura 5. No flooding não existe a adi-

ção de potenciais artificiais, logo a permanência dos ligantes em alguma região proteica

indica uma região de maior afinidade, tornando as propriedades mais fidedignas. A prin-

cipal vantagem desse tipo de simulação consiste em obter distribuições exatamente de
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acordo com as interações no equilíbrio. Porém, a qualidade dos resultados está atrelada

ao número de eventos de amostragem, tornando assim o flooding um procedimento muito

custoso computacionalmente, exigindo simulações em escalas de mais de 100ns, podendo

chegar a escala de µs.

Figura 5: Estado inicial e final da simulação de flooding. Uma simulação de flooding é uma simulação

de dinâmica molecular com presença explícita do ligante no sistema. As interações ocorrem sem potencial

artificial, logo as propriedades observadas correspondem às propriedades do equilíbrio. Na esquerda está

o sistema inicial de flooding, com as moléculas do ligante presentes na água. Após 300 ns de interação, é

possível notar que os ligantes estão na maior parte presentes na região transmembrânica. Vermelho: ligante;

branco: proteína; laranja: membrana; azul: água.

I.4 Modelos de estudo

No presente trabalho, será utilizado como modelo de interação entre pequenos ligan-

tes e proteínas o anestésico geral sevoflurano e o canal iônico dependente de voltagem

Kv1.2. A escolha dessa interação se dá pelo fato da interação com sevoflurano cum-

prir os requisitos da interação de pequenos ligantes em sítios degenerados: o sevoflurano

está presente em diversas regiões da proteína[18, 19, 16], as interações ocorrem em con-

centrações baixas[20] e existe a multiplicidade dentro de cada sítio[17]. A ativação do

sevoflurano e o canal Kv1.2 é mostrada na Figura 6.

A consistência da teoria e dados será realizada comparando as projeções diretamente

com os dados de simulações independentes de flooding do sevoflurano com o Kv1.2 aberto

em diversas concentrações. Além disso, o modelo desenvolvido também será utilizado

para estudar outra interação: da albumina bovina sérica com o sedativo tricloroetanol,
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Figura 6: Condutância relativa (G/Gmax) do canal Kv1.2 em função da voltagem na ausência (preto)

e na presença (vermelho) de sevoflurano a 1mM. Gmax é a condutância máxima antes da exposição ao

sevoflurano. Adaptado de Liang et al. [11].

uma conhecida interação de pequenos ligantes com uma proteína globular[21]. O trabalho

já está publicado em um periódico[22] e está presente no Anexo I.

Figura 7: Estrutura molecular das pequenas moléculas utilizadas no estudo. Esquerda: Sevoflurano. Di-

reita: Tricloroetanol.
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II Objetivos

Objetivo geral

Este trabalho visa realizar uma descrição termodinâmica da interação degenerada de

pequenos ligantes com proteínas sob a ótica de um processo de partição entre duas fases:

a interface proteica e o reservatório. Juntamente, será analisado o papel da concentração

nesse tipo de processo. Realizada a prova de conceito, esse estudo será útil para outros

estudos envolvendo a interação de pequenas moléculas com proteínas.

Objetivos específicos

Objetivo 1: Desenvolvimento do arcabouço teórico para análises do coeficiente

de partição.

O coeficiente de partição é uma maneira de descrever analiticamente o processo de

ligação de uma molécula à fase do sítio proteico. A partir de princípios da mecânica

estatística, está sendo desenvolvido um arcabouço teórico para obter essas constantes em

simulações do tipo flooding.

Objetivo 2: Desenvolvimento de ciclo termodinâmico para comparação com o

coeficiente de partição.

A partição entre dois estados também será descrita como um ciclo termodinâmico

hipotético, onde os princípios da mecânica estatística e desenvolvimento das integrais

de configuração trarão a uma alternativa para o cálculo do coeficiente de partição que

utilizará parâmetros energéticos obtidos por outros métodos, como FEP.

Objetivo 3: Caracterização da influência da concentração no processo de parti-

ção

Muitas teorias desenvolvidas assumem que o ligante esteja em concentrações diluí-

das ou que não interajam entre si. Porém, as simulações de flooding realizadas nesse

trabalho possuem alta concentração, tornando necessário descrever o comportamento do

coeficiente de partição e outras propriedades da interação em concentrações diferentes,

a fim de compreender como as interações entre moléculas semelhantes podem alterar a
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partição entre dois estados.

Objetivo 4: Prova de conceito com sistema independente

Uma vez finalizada a caracterização da interação sevoflurano-Kv1.2, a teoria de-

senvolvida será aplicada aos sistemas com tricloroetanol e albumina, com o objetivo de

observar a reprodutibilidade das ferramentas desenvolvidas e das características do coefi-

ciente de partição.
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III Teoria e métodos

A regulação de proteínas por pequenas moléculas no geral pode apresentar diver-

sos graus de complexidade: os sítios podem estar distribuídos em diferentes regiões do

receptor, pode haver a possibilidade de mais de uma molécula ocupar cada sítio, além

de geralmente as interações terem baixa afinidade. Essas características fazem com que

seja difícil obter uma descrição a nível atômico das interações entre receptor e ligante.

Assim, os métodos computacionais mostram-se como ótimas ferramentas para obter de-

talhes sobre o comportamento das interações moleculares, que regem diversos processos

biológicos.

O uso de técnicas computacionais permite a realização de estudos em condições

consideradas extremas em experimentos de bancada, como experimentos em baixas den-

sidades, temperaturas muito baixas, pressão elevada, altas diferenças de potencial elétrico,

por exemplo.

As técnicas de dinâmica molecular, cálculos de energia livre por FEP mostram-se

bastante adequadas ao estudo, devido à escala de espaço (Å) e de tempo (ns) necessá-

rios para um estudo de interações entre moléculas no nível atômico. Nesse estudo, serão

utilizadas estruturas cristalográficas do canal Kv1.2, campos de força de anestésicos pa-

rametrizados disponíveis na literatura, além de modelos teóricos que consigam descrever

as propriedades nessas escalas, mas ainda lidam com a complexidade do problema.

III.1 Simulações de dinâmica molecular

A dinâmica molecular é uma técnica onde é possível simular a movimentação de

partículas em um dado sistema [23], obtendo como resultado uma trajetória atomística.

A movimentação dos átomos é regida pelas interações inter e intramoleculares, que pos-

suem seu potenciais calculados, e através da integração das equações de Newton por um

certo intervalo de tempo, chamado de passo de integração, é possível calcular a próxima

posição de cada átomo [24]. Esse ciclo de cálculos se repete até o fim da simulação. Os

potenciais são calculados como função das posições atômicas, tomando como parâmetros
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de interação os campos de força. Devido ao pequeno passo de integração e grande quanti-

dade de interações a serem calculadas, essa técnica é realizada em computadores através

de softwares especializados.

O principal objetivo das simulações de dinâmica molecular é a obtenção de propri-

edades do sistema que correspondam às que seriam obtidas numa escala macroscópica.

Assim, deve-se obter as propriedades médias da simulação. A comparação entre todos os

microestados do ensemble ofereceria um valor médio bem acurado, porém os sistemas de

dinâmica molecular possuem um grande número de átomos, o que levaria a amostragem

de todos os microestados algo inviável. Entretanto, as trajetórias de dinâmica molecular

possuem a característica da ergodicidade, ou seja, suas propriedades obtidas por uma mé-

dia temporal, correspondem à média entre os estados possíveis no ensemble. Então, para

uma trajetória muito longa:

lim
t→∞

X̄(t) = ⟨X⟩

a média no tempo da propriedade X tende à média de todos os microestados possíveis no

ensemble.

Diversas características dos sistemas podem ser controladas nas simulações de dinâ-

mica molecular, como volume, temperatura e pressão. Assim, diferentes tipos de ensem-

ble podem ser criados: Canônico (Número de moléculas, volume e temperatura constantes

– NVT) ; Microcanônico (Número de moléculas, volume e energia constantes – NVE) e

Isotérmico-isobárico (Número de moléculas, volume e pressão constantes – NPT).

III.1.1 Campos de força

O cálculo dos potenciais de interação é a etapa principal da dinâmica molecular.

Nessa etapa é calculada a energia potencial total U(r⃗), que é a soma de diversos termos

relativos à maneiras de interação entre átomos ou grupos de átomos. Todas as energias

potenciais são funções da distância.

Cada grupo de interação (por exemplo: um par de átomos ou três átomos da mesma

molécula) possui seus parâmetros específicos, que definem o campo de força. Os campos

de força geralmente são obtidos por estudos de parametrização envolvendo cálculos ab
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initio [15, 25]. A qualidade de um campo de força é dada pela capacidade de reprodu-

zir as propriedades macroscópicas. Dentre os diversos campos de força disponíveis, al-

guns foram desenhados especificamente para biomoléculas e moléculas orgânicas, como

CHARMM [26], AMBER [27] e GROMOS [28]. Nesse trabalho será utilizado o campo

de força CHARMM, por ser o campo de força utilizado nas trajetórias já realizadas, e ser

o tipo de campo de força disponibilizado em moléculas que fazem parte do estudo.

No CHARMM as interações são classificadas em interações não-ligadas, ou intera-

ções ligadas. As interações não-ligadas são calculadas entre pares de átomos, não impor-

tando se pertencem à mesma molécula, denominados a seguir como i e j:

Energia eletrostática

Uelet(r⃗) =
∑ qiqj

ϵ rij

Potencial referente à Lei de Coulomb. Dependente da distância rij entre os átomos,

da constante dielétrica do meio ϵ e das cargas q dos átomos.

Energia de van der Waals

UvdW (r⃗) =
∑

ϵij

[(
r0
rij

)12

− 2

(
r0
rij

)6
]

Potencial que considera as interações de van der Waals, na forma do potencial apro-

ximado de Lennard-Jones 12-6, sendo ϵij o módulo do potencial mínimo, e r0 a distância

de equilíbrio e rij . No primeiro termo, quando a distância entre os átomos tende a zero, a

energia aumenta, representando uma repulsão entre os átomos. Quando rij = r0, a ener-

gia atinge seu menor valor, equivalendo a −ϵij . Já quando rij >> r0, a energia tende a

zero, representando uma diminuição de interação entre átomos devido à grande distância.

As interações ligadas ocorrem necessariamente entre átomos da mesma molécula.

Vale ressaltar que dependendo da geometria da molécula ou átomo pertencente, alguns

termos podem ser nulos. São potenciais ligados:

Energia de ligação

Ulig(r⃗) = kb(rij − r0)
2

Potencial harmônico relativo à distância entre dois átomos que realizam uma ligação

covalente. kb é a constante de força da ligação, e r0 a distância de equilíbrio.
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Energia de ângulo

Uângulo(r⃗) = kθ(θij − θ0)
2

Potencial harmônico relativo ao ângulo entre três átomos ligados covalentemente. kθ

é a constante de força da ligação, e θ0 o ângulo de equilíbrio.

Energia de diedro

Udiedro(r⃗) = kd [1 + cos (nϕ− δ)]

Potencial responsável por levar em conta a influência da torção nas interações. Os quatro

átomos ligados formam dois planos, com ângulo ϕ. Os termos kd,n e δ são a constante de

força, a multiplicidade e o ângulo de equilíbrio, respectivamente.

Impróprio

Uimp(r⃗) = ki(ω − ω0)
2

Termo artificial adotado pelo CHARMM relativo à planaridade de moléculas. É

definido como um potencial harmônico relacionado com o ângulo entre dois planos ω e

um ângulo de equilíbrio ω0, com a constante de força ki.

III.1.2 Integração das equações de movimento

Uma trajetória de dinâmica molecular consiste na movimentação dos átomos ao

longo do tempo. Para um átomo i, a trajetória pode ser descrita como a resolução das

seguintes etapas:

r⃗i(t0)→ r⃗i(t0 + δt)→ r⃗i(t0 + 2δt)→ ...→ r⃗i(t0 + nδt)

Os átomos são movimentados conforme a força, que possui a seguinte relação com

a energia potencial:

F⃗ = −dU(r⃗)

dr
n⃗

onde n⃗ é o vetor unitário do vetor distância (n⃗ = r⃗/r). A partir das leis de Newton,

também é possível calcular a aceleração:

a⃗ =
d2r⃗

dt2
=

F⃗

m
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Essa sucessão dos passos da trajetória pode ser resolvida por diversos algoritmos,

que visam ser eficientes computacionalmente, além de serem condizentes com princípios

físicos, como respeitar as leis de movimento e conservação de energia. Os mais frequen-

tes são os de Verlet [29], leap-frog [30], e Beeman [31]. O algoritmo de Verlet, que é o

utilizado no programa Nanoscale Molecular Dynamics (NAMD - [32]), utiliza parâme-

tros como a força (F⃗ ), massa (m), posição atual das moléculas (r⃗(t)), posição anterior

(r⃗(t − δt)), e o intervalo de tempo de aplicação da força (δt), que são definidos antes

da simulação, ou no caso dos que dependem de r⃗, calculados durante a simulação, para

calcular qual a próxima posição da trajetória:

r⃗(t+ δt) = 2r⃗(t)− r⃗(t− δt) +
F⃗ (t)

m
δt2

O intervalo de tempo δt, que também é chamado de passo de integração, é um ele-

mento crucial para a qualidade da trajetória. Um valor muito pequeno leva a uma simu-

lação mais precisa, onde a reversibilidade dos processos é mais assegurada. Porém, isso

pode elevar bastante o custo computacional da simulação. Já valores de δt grandes podem

levar a uma amostragem incorreta em eventos que possuem o tempo característico menor

que o passo de integração, como vibrações, tornando a trajetória carregada de artefatos.

Assim, o passo de integração desejado é o mais próximo do evento mais rápido que pode

ser observado. No caso da dinâmica molecular, o valor utilizado é de 2fs (1fs = 10−15s),

que é igual ao período da vibração dos átomos de água.

III.1.3 Tratamento das interações de curta e longa distância

Calcular as energias potenciais entre todos os átomos é a etapa que possui a maior de-

manda computacional. A quantidade de cálculos de interações não-ligadas a serem feitos

cresce na ordem de N2. Assim, é possível notar que pequenos acréscimos nas quantida-

des de átomos podem levar a um grande aumento nos cálculos a serem realizados. Outro

problema é que muitas interações tendem a zero quando os átomos estão muito afastados,

levando a cálculos desnecessários, pois possuem pouca contribuição na energia potencial

total. Dessa maneira, é adotada uma distância máxima de interação, chamada de cutoff,

onde as interações calculadas são somente interações que possuam a distância menor que
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esse raio de corte. Para distâncias maiores que o cutoff, os termos são desconsiderados.

Essa medida reduz muito a quantidade de cálculos a serem feitos numa rodada de passo

de integração, economizando tempo computacional.

Porém, a adoção do cutoff leva a alguns problemas, como a descontinuidade abrupta

dos valores de interação na vizinhança do raio de corte. Considerando um valor de cu-

toff Rc, os potenciais terão seus valores originais em R ≤ Rc, mas quando R > Rc, o

valor subitamente é zero. Essa mudança dos potenciais calculados até o cutoff pode ser

suavizada adotando uma função de ajuste (switching function), que é definida como:

Utrunc =

U(r)− U(Rc) , r ≤ Rc

0 , r > Rc

Outro problema é o tratamento das interações eletrostáticas. Enquanto o potencial

de van der Waals decai na ordem de r−6, o potencial eletrostático decai em ordem de r−1.

Assim, distâncias de cutoff que podem já ter a componente de van der Waals perto de zero

ainda podem levar a um termo eletrostático com um valor significativo. Assim, o trunca-

mento pode levar a um tratamento errôneo das interações não-ligadas. A solução pode ser

dada adicionando um termo de longo alcance para descrever as interações eletrostáticas.

Dentre várias descrições de longo alcance disponíveis na literatura, será utilizado nesse

trabalho o método PME (Particle Mesh Ewald - [33]), que leva em conta a influência de

átomos distantes para definir um potencial implícito dependente da densidade de carga

ρ(k). Dessa maneira, o potencial eletrostático é definido como:

Uelet = UCoulomb(r) + UPME(ρ(k))

III.1.4 Condições periódicas de contorno

Um sistema de dinâmica molecular é composto por um conjunto de átomos distri-

buídos em um dado volume. Assim, existem átomos que ficam nos limites desse volume

definido, que estariam em contato com o vácuo. Isso faria com que esses átomos difun-

dissem para fora do sistema, entrando em fase gasosa, além de poder causar uma tensão

superficial. Na maioria das vezes, esses fenômenos relacionados ao efeito de borda são
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totalmente indesejados, sendo considerados como artefatos. Esse problema pode ser solu-

cionado quando adotadas as condições periódicas de contorno (periodic boundary condi-

tions - PBC), que consiste em replicar infinitamente o sistema em todos os eixos, onde os

limites de cada célula estariam em contato com os limites opostos das réplicas adjacentes.

Assim, os átomos que estariam na fronteira do volume interagiriam com os átomos da ré-

plica ao lado, extinguindo qualquer efeito de borda. Qualquer movimentação de átomos

na caixa original é replicada em todas as células.

Figura 8: Esquematização das condições periódicas de contorno. No centro está o sistema origi-

nal, rodeado em todos os eixos pelas suas réplicas. A convenção da imagem mínima pode ser no-

tada quando um átomo atravessa a fronteira do sistema e esse movimento é acompanhado pela apari-

ção de outro átomo do lado oposto do sistema, que veio da réplica da extremidade oposta.Retirado de

http://isaacs.sourceforge.net/phys/pbc.html . Acesso em 9/12/2019.

A infinidade de réplicas faz com que adotar o PBC torne o número de interações a

serem calculadas impraticável para a dinâmica molecular. Porém, muitas das interações

seriam redundantes, pois ocorreriam entre átomos muito distantes, e até entre réplicas.

Assim, no PBC é adotada a convenção da imagem mínima, que estabelece que só ocorram

cálculos entre os átomos da réplica mais próxima e além disso, a distância de cutoff deve

ser menor que metade do comprimento do sistema, para assegurar que as interações estão

ocorrendo apenas uma vez com cada átomo.
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III.2 Cálculos de energia livre por FEP

No estudo da interação entre proteínas e ligantes, a obtenção da energia livre de

ligação é uma das etapas cruciais para determinar a acurácia dos resultados, pois a partir

da energia é possível obter diversas outras propriedades do sistema. As variações de

energia podem ser calculadas através de ferramentas computacionais, utilizando como

base teórica as teorias de perturbação provenientes da mecânica estatística. Suponha que

existam dois estados: um estado inicial A, e um estado final B. A variação de energia livre

entre o estado A e B é dada por [34]

∆A = −kbT ln ⟨e−
(EB−EA)

kbT ⟩

onde kb é a constante de Boltzmann, T a temperatura, EB e EA as energias dos estados B

e A, respectivamente.

Apesar da descrição teórica suficiente, amostrar corretamente vários estados para

calcular as diferenças de energia pode ser uma tarefa difícil. Para solucionar esta questão,

a mudança de A para B é dividida em pequenas mudanças por estados intermediários I ,

mostrado abaixo. Essa alteração gradual assegura uma maior convergência e acurácia das

diferenças de energia dos estados, além de garantir a reversibilidade do processo.

A→ I1 → I2 → I3 → ...→ IN → B

Dessa maneira, a variação total de energia da transformação de A para B (∆GA→B)

é dada pela soma da variação de energia de cada transformação:

∆GA→B = ∆GA→I1 +∆GI1→I2 +∆GI2→I3 + ...+∆GIN→B

No Free Energy Perturbation (FEP), os estados intermediários são mapeados se-

guindo um parâmetro de controle λ. Esse parâmetro descreve o quanto as interações

intermoleculares dos átomos que sofrem a transformação estão desligadas. Ou seja, uma

transformação completa parte de λ = 0, onde todas as interações com o ambiente es-

tão sendo consideradas, até λ = 1, onde as interações com o ambiente não existem. Se

desejado, também é possível realizar transformações de λ = 1 para λ = 0, no qual

∆G(0→ 1) = −∆G(1→ 0).
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No caso da dessolvatação de uma molécula, que será o objetivo principal dos cál-

culos de FEP nesse estudo, o estado inicial corresponde a uma molécula inserida no am-

biente e interagindo normalmente com ele (λ = 0), que será transformada em estados

com menos interações com os átomos e moléculas ao redor. As transformações ocorrem

sucessivamente até atingir o estado final sem interações. A variação de energia resultante

é a energia de dessolvatação da molécula naquele ambiente. Vale relembrar que a energia

de solvatação é o valor oposto (∆Gdessolv = −∆Gsolv).

O processo é repetido várias vezes de maneira independente, para obter um maior

número de estados e consequentemente um valor mais acurado. As estimativas da varia-

ção de energia livre e erros estatísticos são obtidas pelo método estatístico SOS [35].

III.3 Descrição termodinâmica das interações

III.3.1 Coeficiente de partição

A ferramenta utilizada para descrever as interações entre pequenos ligantes e sítios é

a simulação de flooding. Um sistema completo de uma simulação de flooding é composto

por um volume Vtotal ocupado por M moléculas: um receptor proteico, N ligantes, além

das moléculas que farão parte do ambiente de solvatação, como água, membrana (quando

necessário) e íons. Os ligantes podem acessar qualquer local do sistema, com exceção da

proteína. Dessa maneira, é definido um volume acessível para os ligantes V = Vtotal −

Vprot, no qual Vprot é o volume proteico. A região de até 5 Å de distância da superfície

da proteína é definida como o sítio de ligação, que possui volume ν. A escolha dessa

distância ocorre pelo fato do sevoflurano possuir o maior valor de densidade local[36]. A

quantidade média de ligantes que ocupa esse sítio é denominado como <n>. O ligante

também possui uma distribuição espacial, descrita pela sua densidade de probabilidade

ρ̄(R), que relaciona-se com a quantidade de ligantes nX dentro de qualquer volume X do

sistema:

nX = N

∫
X

dRρ̄(R) (6)

Onde R = (Rx, Ry, Rz) é o centro geométrico do ligante. Assim, é possível observar que

apenas os termos de translação são suficientes para definir a fase em que um ligante está
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presente. Essa definição é condizente com a ideia de uma interação degenerada, a qual

não possui nenhuma preferência em outros graus de liberdade, como rotacionais.

As definições acima são importantes para considerar o processo de ligação do pe-

queno ligante aos sítios proteicos como um processo de partição entre duas fases, mos-

trados na Figura 9. A primeira fase é o ambiente onde o ligante não está em contato

com a proteína, denominada como reservatório, de volume V − ν. A segunda fase é

composta pelo sítio de ligação, com volume ν. No início, todos os ligantes estão pre-

sentes no reservatório, mas com o passar do tempo e consequente alcance do equilíbrio,

eles particionam-se no sistema e podem interagir com a proteína. O sítio é considerado

como uma região aproximadamente homogênea, o que faz com que a interação com li-

gantes seja considerada degenerada. O coeficiente de partição é definido pela razão das

densidades em cada fase no equilíbrio:

℘ =

(
N− < n >

V − ν

)−1
< n >

ν
(7)

Figura 9: Fases da partição do sevoflurano no sistema de flooding. A fase correspondente ao sítio de ligação

(roxo) corresponde à região de até 5Å de distância da proteína (branco), enquanto a fase do reservatório

corresponde a todo o restante. No caso de sistemas com membrana, o reservatório é composto pela região

membranosa (laranja) e a água (azul) que estão a mais de 5Å de distância da proteína.

O coeficiente de partição é elemento chave para a compreensão de mecanismos de

funcionamento a nível atômico de pequenas moléculas com proteínas, tornando sua obten-

ção um dos principais objetivos desse trabalho, pois diversas propriedades das interações
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