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Simulação de proteínas usando métodos
de mecânica/dinâmica molecular
CLÁUDIO M. SOARES*

São descritas técnicas de
simulação de proteínas utilizando
métodos baseados em
mecânica/dinâmica molecular.
Estas técnicas consistem no
desenvolvimento de funções de
energia potencial molecular, ou
campos de forças, que descrevem
a energia das moléculas em
diferentes conformações.
Os diferentes termos das funções
de energia potential são
introduzidos e o seu significado
físico é elucidado. A partir destas
funções de energia potencial
molecular e de conceitos simples
de mecânica clássica é possível
simular a dinâmica molecular
de proteínas em diferentes
condições e utilizando diversas
metodologias. Com estes métodos

possível estudar problemas
conformacionais, problemas
termodinâmicos e fazer estudos
de índole mecanística em
proteínas. Os fundamentos
desses estudos são analisados
e são descritas aplicações
representativas destas
metodologias.

I. INTRODUÇÃO

De todas as moléculas que cons-
tituem aquilo que chamamos vida, as
proteínas são talvez as mais multifa-
cetadas. É extraordinário como o
mesmo tipo de organização molecu-
lar pode servir para as mais diversas
funções; assim existem proteínas de
transporte, como a hemoglobina,
proteínas estruturais como o colagé-
neo, proteínas com propriedades ca-
talíticas, um grande grupo designado
por enzimas, sendo a lisozima um
bom exemplo, proteínas envolvidas
em transformações mecânicas, como
a actina e a miosina, proteínas que
fazem canais em membranas, como
as porinas, etc. A diversidade de fun-
ções apresentadas derivam da organi-
zação espacial a diversos níveis dos
resíduos de a-L-aminoácidos e tam-
bém das propriedades dinâmicas
apresentadas por estas organizações
espaciais. As proteínas são de nature-

za dinâmica e não estruturas estáti-
cas. A "proteína rígida" é uma ideia
que deriva muitas vezes das limitaçõ-
es experimentais, mas também é su-
gerida pelo modo como as proteínas
são representadas a duas ou três di-
mensões. Para além das dificuldades
de representação, falou-se igualmen-
te em dificuldades experimentais. De
facto, não existem técnicas experi-
menta is que permitam, de uma
forma directa, a obtenção de infor-
mação precisa sobre o movimento
dos átomos na proteína. As técnicas
estruturais mais divulgadas neste
campo, a cristalografia por difracção
de raios X e as técnicas de NMR mul-
tidimensional, possibilitam a obten-
ção de uma estrutura media, ou de
várias estruturas: essa estrutura ou
estruturas são o resultado de um en-
semble (conjunto estatisticamente re-
presentativo) de moléculas ao longo
do tempo de medida. Estas técnicas
não possibilitam a obtenção de "fil-
mes" detalhados do movimento mo-
lecular. No entanto, estas metodolo-
gias contêm elas mesmas dados que
permitem inferir sobre a natureza di-
nâmica das moléculas: no caso da
cristalografia por difracção de raios X
temos os factores B, que quantificam
de uma forma média o movimento
atómico, e por vezes a existência de
varias formas configuracionais para o
mesmo resíduo ou grupo de resíduos.
Ainda no caso da cristalografia por di-
fracção de raios X, observa-se que di-
ferentes cristais da mesma proteína
podem revelar conformações diferen-
tes [1], uma indicação clara de com-
portamento dinâmico. No caso do
NMR multidimensional, o tipo de re-
finamento da estrutura origina múlti-
plas estruturas que respeitam as res-
trições obtidas experimentalmente: se
nalguns casos esta multiconfiguracio-
nalidade resulta de um conjunto in-
suficiente de dados experimentais,
em muitos casos é um verdadeiro in-
dicativo do comportamento dinâmico
das proteínas. Em ambas as técnicas,
o que se obtém são indicações de
comportamento, mais do que movi-
mentos detalhados com expressão
temporal. Actualmente, para se obte-
rem informações com detalhe atómi-

co sobre o comportamento dinâmico
das proteínas as melhores técnicas
não são experimentais, mas técnicas
de simulação de dinâmica molecular.
Daí o grande interesse despertado por
este tipo de metodologias e a impor-
tância do seu desenvolvimento. No
entanto, dada a natureza simplificada
destas técnicas, é necessário ponderar
a sua aplicabilidade caso a caso e
sempre que possível comparar os re-
sultados obtidos com os resultados
experimentais.

Mas afinal qual é a importância
do comportamento dinâmico das
proteínas? Para além da função es-
trutural, deve haver muito poucas
funções desempenhadas pelas proteí-
nas que não sejam consequência do
comportamento dinâmico ou onde
este não intervenha. Para haver catá-
lise enzimática, o substrato tem que
entrar no centro activo, ser deforma-
do para atingir o estado de transição
[2, 3] e o produto tem que ser liber-
tado. Muitas vezes o centro activo
está internalizado no interior da pro-
teína e para se dar a entrada do subs-
trato é necessário que ocorram alte-
rações conformacionais significativas
141. No caso das proteínas transpor-
tadoras, as características dinâmicas
são importantes de uma forma óbvia.
Os diferentes estados observados em
proteínas envolvidas em transporte
transmembranar, tais como as pori-
nas [5], têm que ter uma origem
conformacional diferente, sendo esta
origem uma consequência das condi-
ções físicas do meio [6].

Embora se possa pensar que a
investigação e desenvolvimento
neste campo seja um domínio essen-
cialmente académico, cada vez mais
este tipo de metodologias é aplicado
na indústria, em especial na indústria
farmacêutica, onde o seu uso é já in-
dispensável no design ou concepção
de fármacos.

2. MOVIMENTOS
MOLECULARES

Até aqui falou-se de movimen-
tos moleculares, mas ainda não se re-
feriu o tipo, escala de tempo e im-
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portância destes movimentos mole-
culares. As proteínas assim como as
moléculas em geral, exibem diversos
tipos de movimentos em diversas es-
calas de tempo, como se indica no
quadro I:

Quadro I. Escalas de tempo dos períodos de
movimentos moleculares 171

vibração de ligações
químicas
	

10-14 a 10-13s
rotação de cadeias laterais

superficie da proteína)
	

10-u a 10-1os
movimentos do tipo
"dobradiça" de pedaços

da cadeia polipéptidica
	

10-11 a 10-7 s
transições alostéreas
e desnaturação local
	

10-5 a 10 s

As escalas de tempo dos movi-
mentos moleculares podem ser bas-
tante variadas, desde o fentosegundo
(10-15s) até ao segundo. Como todos
estes movimentos são importantes
para a função proteica, estas escalas
de tempo díspares colocam proble-
mas muito particulares na simula-
ção, pois não é possível estudá-las si-
multaneamente com apenas um mé-
todo.

3. MODELAÇÃO MOLECULAR
DE PROTEINAS USANDO
DESCRIÇÕES MECANICAS.

Os modelos físicos utilizados
para o estudo de proteínas são simi-
lares aos utilizados para outras molé-
culas, principalmente em fases con-
densadas. As particularidades destes
modelos no caso das proteínas de-
pendem essencialmente do número
elevado de átomos que é necessário
modelar.

Como qualquer sistema micros-
cópico, a única maneira correcta de
tratar uma proteína seria utilizar
uma equação de Schnidinger depen-
dente do tempo. Se tal já é muito di-
fícil para moléculas pequenas, torna-
se praticamente impossível para pro-
teínas ou líquidos. Mesmo conside-
rando a aproximação de Born-Oppe-
nheimer (núcleos fixos), o número

de núcleos e electrões a tratar está
várias ordens de grandeza acima da-
quilo que está hoje ao alcance das
técnicas vulgarmente utilizadas em
química quântica [8]. Para além
disso, este tipo de técnicas não são
em muitos casos suficientemente
precisas (devido às aproximações
que é necessário fazer) para darem
valores quantitativamente aceitáveis
para as forças moleculares.

Devido às dificuldades acima
enunciadas, para simular moléculas
ou agregados com um número con-
siderável de átomos foram desenvol-
vidos modelos simplificados, de na-
tureza empírica, que podem ser cali-
brados para reproduzirem dados ex-
perimentais (ou de natureza quími-
co-quântica) com uma precisão acei-
tável para as utilizações a que são
destinados. Designam-se normal-
mente estes modelos funções de
energia potencial molecular ou cam-
pos de força. São muitas vezes referi-
dos como modelos de física clássica
para simulação molecular, mas tal
designação é incorrecta, pois as fun-
ções de energia não são deriváveis de
leis fundamentais da física clássica,
apenas a integração das equações do
movimento é feita dentro do forma-
lismo da física clássica. As funções de
energia potencial, tal como vamos
ver, são melhor descritas como re-
presentações empíricas da aproxima-
ção de Born-Oppenheimer, onde se
considera que o estado fundamental
das moléculas é descrito como urna
função continua das coordenadas
atómicas [9]. De um modo geral,
existindo uma função de energia po-
tencial multinuclear, podem derivar-
se as forças sobre cada um dos áto-
mos e, por aproximação, resolver as
equações do movimento do sistema
para um determinado intervalo de
tempo (ver adiante). Dado que os
movimentos atómicos se dão na es-
cala do fentosegundo e dado que o
número de partículas a considerar
razoavelmente elevado, tais métodos
necessitam de considerável capacida-
de de cálculo.

Históricamente a primeira simu-
lação da dinâmica molecular de urn
sistema atómico foi feita em 1957

por Alder e Wainwright [10-12] em
sistemas de esferas rígidas. No entan-
to, nestes sistemas as funções de
energia potencial não eram contínu-
as (daí as esferas rígidas). A primeira
simulação de dinâmica molecular
considerando uma função continua
de energia potencial foi feita em
1964 por Rahman [13] usando um
potencial de Lennard-Jones para si-
mular argon líquido. Não é de admi-
rar que a simulação molecular tenha
tido um desenvolvimento tão tardio:
tal é devido ao desenvolvimento dos
meios computacionais que, como se
sabe, são uma aquisição relativa-
mente tardia na história da tecnolo-
gia. Desde então, inúmeras simula-
ções de sistemas moleculares foram
efectuadas.

Embora antes se tivessem utili-
zado funções de energia potencial
para proteínas em técnicas de mini-
mização de energia [14-16], a pri-
meira simulação de dinâmica mole-
cular de urna proteína só foi efectua-
da em 1977 por McCammon, Gelin
e Karplus [17]. Este estudo consistiu
em nove picosegundos de simulação
da dinâmica molecular do inibidor
da tripsina pancreática bovina
(BPTI) em vácuo. Esta simulação foi
o "primeiro olhar" sobre o modo
como as proteínas se comportam
escala atómica: o comportamento
era semelhante a um fluído, certas
regiões tinham diferentes graus de
flexibilidade, o movimento era lar-
gamente não-harmónico, etc. Esta
simulação foi mais tarde extendida a
100ps [18], tendo sido confirmados
os resultados anteriores, mas desde
logo se verificou que as proteínas ti-
nham movimentos com flutuações
longas no tempo, maiores que o
tempo total da simulação, demons-
trando as limitações das escalas de
tempo simuladas.

Desde o entusiasmo gerado por
estes estudos iníciais, a simulação
molecular de biomoléculas tornou-se
extremamente popular tendo sido
desenvolvidos modelos mais sofisti-
cados e atingidas escalas de tempo
mais longas. No entanto, existem
ainda muitas limitações que é neces-
sário resolver.
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4. CAMPOS DE FORÇAS

As funções de energia potencial
ou campos de forças são funções con-
tínuas das coordenadas nucleares dos
átomos que constituem o sistema mo-
lecular. Estas funções não dependem
dos electrões como partículas sendo o
efeito destes englobado nas proprie-
dades globais dos átomos. Nem pode-
ria ser de outro modo, dado que a di-
nâmica electrónica não pode ser des-
crita com as equações determinísticas
do movimento da mecânica clássica -
uma consequência do princípio de in-
certeza de Heisenberg. Em relação ao
movimento nuclear, dadas as massas
envolvidas serem muito mais eleva-
das que a do electrão, a sua dinâmica
pode ser descrita, em muito boa apro-
ximação, pelas leis clássicas. Mesmo
assim, a descrição dos átomos de hi-
drogénio é problemática.

As funções de energia potencial
representam a energia potencial de
um sistema molecular numa determi-
nada conformação, ou seja de um
conjunto de coordenadas cartesianas
de todos os átomos do sistema. Estas
funções de energia potencial molecu-
lar são normalmente compostas por
vários termos com um significado físi-
co mais ou menos preciso. Obviamen-
te existem diferenças entre as funções
e os parâmetros dos diferentes campos
de forças, mas em geral existem mui-
tas semelhanças. Como exemplo, vai-
se falar do caso representativo do
campo de forças GROMOS [19]. A
função de energia potencial deste
campo de forças é a seguinte:

Nb
V(ri ..... rNat) = y (17 — bo )2 +21 2	 nn	 n

No
L Ko (E) — Oo„)2 +

n=1 2

Ai lq„ — )2 +

n=1 2

[1 + cos(n„ Ø — on. )1 +
n=1

C12(id) C6(i.j) gig;

r<. r	 2 rij 6 410E0E,

termos especiais

A função V é função das coor-
denadas generalizadas r t ..... rNat
sendo Nat o número de atomos do
sistema, e contém vários termos.
Mas, a que correspondem e que sig-
nificado tem cado um dos termos en-
volvidos na equação anterior? Assim
o primeiro termo,
NbIL Kb

" 

(b — bon )2

n=12 

corresponde ã soma dos potenciais
de todas as Nb ligações covalentes do
sistema, e é uma função quadrática
descrita pela distância, bn, entre os
dois átomos, por uma constante de
força para cada tipo de ligação, Kb,, e
por uma distância de equilíbrio, bo„.
Este potencial mantém as ligações
covalentes em torno da distância de
equilíbrio. Por ser uma função qua-
drática, imediatamente se infere que
não pode haver dissociação, e que
este potencial não pode ser aplicado
a estados vibracionais de muito alta
energia.

Analogamente existem termos
de potencial aplicado aos No ângulos
de ligação do sistema

No
Ke (On — eo„ )2,

n=1 2 "

sendo cada termo caracterizado por
de uma constante de força, Ken e por
um ângulo de equílibrio, 00n, para
além de obviamente depender do
ângulo en formado entre os três áto-
mos. As características são pois se-
melhantes ãs do potencial de ligação
covalente.

Para acabar de definir a esterco-
química de um sistema molecular
falta apenas definir os ângulos die-
dros, isto é, as interacções do tipo li-
gante definidas entre quatro átomos.
É necessário introduzir dois tipos de
diedros: os que definem geometrias
sem transição, normalmente desig-
nados diedros impróprios, e os que
definem geometrias com transição,
ou periódicas, designados por die-
dros próprios. Os primeiros são defi-
nidos pelo seguinte potencial:

17=I 2

Como se vê, são mais uma vez fun-
ções quadráticas com uma constante
de força K6n e um ângulo de equilí-
briogste tipo de diedros serve,un.
por exemplo, para definir quiralida-
des em tetraedros ou planaridade em
anéis, tal como está ilustrado na se-
guinte figura:

E

Fig 1 - Uso de diedros impróprios. No caso da

esquerda, o potencial de diedro impróprio serve

para manter o Angulo 4n formado pela ligação AB

com o plano BCD (o mesmo se aplicada a BE).

Assim a quiralidade é mantida. No caso da direita,

ilustra-se o uso do potencial de diedros impróprios

para manter a ligação CD no plano ABC. Neste caso

o Angulo de equilíbrio será zero para manter a

planaridade.

Finalmente temos o caso do po-
tencial de diédros próprios, que, pela
primeira vez no caso dos potenciais li-
gantes, não é uma função quadrática:

No
11 + cos(n,,0„ —	 ) 1.

nI

Este tipo de potencial, que se aplica a
todos os No diédros do sistema, con-
tém uma constante de força, K0
mas contém para além do ângulo
equilíbrio, on-, um outro termo, n11'
queé designado por multiplicidade
do diedro. A expressão acima repre-
senta obviamente uma função perió-
dica. Estas funções aplicam-se em
torno de ligações simples (embora
haja excepções), onde a rotação
possível, mas onde as diferentes po-
sições de rotação não têm a mesma
energia. O caso do etano é ilustrativo
deste tipo de interacções: tem dois
extremos em energia, a configuração
em estrela e a configuração em eclip-
se, sendo a última a de mais alta
energia. Dada a simetria do sistema,
temos três possíveis configurações de
cada um dos tipos, daí que a função
de energia potencial seja degenerada
(periódica) e daí a razão do uso de
uma constante de multiplicidade.
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Os termos descritos ate agora
definem o sistema químico tal como
ele é localmente. No entanto, quan-
do passamos para moléculas maiores
que o alcance destes termos locais,
ou quando consideramos as interac-
ções intermoleculares, têm que ser
considerados outro tipo de funções
para garantir a descrição destas mes-
mas interacções. São estas normal-
mente as interacções de van der
Waals e as interacções electrostáti-
cas, descritas no penúltimo termo da
função de energia potencial e que,
em geral, se designam interacções
não ligantes.

As' interacções de van der Waals
são normalmente descritas por uma
equação de Lennard-Jones:

c12(0) C6(0 

12 r ó •

Esta expressão tem um termo
repulsivo que depende da distância
r•• entre os dois átomos elevado ã
potência de doze, e um termo atrac-
tivo que depende igualmente desta
distância, mas elevada à potência de
seis. Ambos os termos contêm cons-
tantes de interacção, Cr2(i,j) e
C6(i,j), que dependem dos dois tipos
de átomos em interacção. A parte re-
pulsiva evita que os átomos colap-
sem urn no outro e a parte atractiva
corresponde ãs forças de dispersão de
London, que são do tipo dipólo in-
duzido-dipólo induzido. A combina-
ção destes dois termos origina um
mínimo de energia potencial a uma
determinada distância entre os dois
átomos.

O potencial electrostático nos
campos de forças mais comuns é
normalmente descrito com uma
equação de Coulomb:

4rzeoe,

Esta depende das cargas dos dois
átomos em interacção, qi, qi, da
constante dieléctrica relativa Er (para
além da permitividade eléctrica do
vácuo, co) e do inverso da distância
entre os dois átomos, rii. Devido
dependência do inverso da distância,
o potêncial electrostático tem um al-
cance longo.

Os dois tipos de potenciais não
ligantes acima descritos não se apli-
cam a todos os pares de átomos do
sistema molecular. De facto, conside-
ra-se que a nível local, o sistema é
apenas descrito pelas interacções li-
gantes (ligações covalentes, ângulos
de ligação, diedros impróprios e pró-
prios). Para as interacções electrostá-
ticas, todos os pares de átomos entre
os quais existe uma interacção do
tipo ligante são pares excluídos. Para
as interacções de van der Waals,
todos os pares com uma distância
menor que três ligações covalentes
são excluídos, mas os que estão a
uma distância de três ligações (po-
dendo portanto formar um diedro)
são contabilizados, embora com ter-
mos de interacção diferentes dos
normais.

Existem campos de forças mole-
culares para todos os gostos e tal es-
tado de coisas deriva do próprio ca-
rácter empírico destas funções, que
implica que se derivem os parâme-
tros intervenientes para se ajustar os
modelos aos dados experimentais.
Os mais populares em proteínas são
o CHARMM [20], o AMBER [21,
221 o GROMOS [19] o OPLS [23],
CFF-DISCOVER [24, 25], TRIPOS
[26]. São bastante equivalentes em
termos de funcionais, embora pos-
sam conter diferenças substanciais
nos parâmetros utilizadas. Deve-se
notar que qualquer campo de forças
só deve ser aplicado no tipo de mo-
léculas para as quais foi desenvolvi-
do. Para se obterem os parâmetros
adequados para a simulação de um
tipo de moléculas é necessário recor-
rer a um grande número de resulta-
dos experimentais ou de natureza
químico-quântica. Estes resultados
podem ser estruturas de moléculas
modelo, estruturas de macromolé-
culas, dados de espectroscopia (por
exemplo infravermelho), entalpias
de formação, entalpias de sublima-
ção, momentos dipolares, cargas ob-
tidas por métodos quânticos, etc. O
campo de forças tem que ser capaz
de reproduzir estes resultados expe-
rimentais e para tal, muitas vezes
ajustam-se os parâmetros por tenta-
tiva e erro ate se obter o efeito dese-

jado. Existem no entanto métodos
"racionais" para derivar campos de
forças autoconsistentes [9]. As rela-
ções com os dados experimentais
são em muitos casos Obvias, tal
como nos casos em que comprimen-
tos de ligação de equilíbrio são in-
troduzidos, mas noutros casos é ne-
cessário recorrer a algum formalis-
mo químico-físico.

5. USO DE CAMPOS DE FORÇAS

5.1 Minimização de energia

A função de energia potencial
molecular pode ser utilizada de di-
versas maneiras. Uma das mais sim-
ples consiste em utilizar a função (e
eventualmente a sua derivada) para
se fazer minimização de energia, isto
é, mover as coordenadas atómicas de
modo a decrescer a energia potencial
do sistema. Conformações com ener-
gia potencial mais baixa correspon-
dem, dentro de certos limites, a con-
formações mais representativas da
molécula em questão. No caso de
proteínas, a minimização de energia
não pode ser usada como um méto-
do geral de determinação de estrutu-
ra devido ao largo espaço conforma-
clonal. De notar que a minimização
peca por uma irregularidade teórica
fundamental que pode ser importan-
te em muitos casos: a função a mini-
mizar deveria ser a energia livre e
não a energia potencial. Infelizmente
as descrições de energia livre estão
muito menos desenvolvidas do que
as descrições de energia potencial, de
modo que tal processo é difícil.

5.2 Metropolis Monte - Carlo

Outro dos usos frequentes de
funções de energia potencial é o de-
signado método de Metropolis
Monte-Carlo [27]. Neste método, as
coordenadas iniciais do sistema mo-
lecular são modificadas pela adição
de um pequeno vector com uma di-
recção aleatória. A aceitação desta
modificação depende do valor da di-
ferença entre a energia final e a
energia inicial, AE:
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a) Se AEO o movimento é aceite.

b) Se AE>0 o movimento é acei-
te com uma probabilidade igual a

AEexp (- /7-). Esta probabilidade é uma
probabilidade de Boltzmann.

Se a condição a) origina um mé-
todo similar â minimização de ener-
gia, a condição b) introduz um novo
factor, a temperatura do sistema, e
baseada nesta temperatura, vem
uma probabilidade de transição entre
os dois estados, o final e o inicial.
Esta introdução da temperatura in-
troduz algo verdadeiramente impor-
tante que é a possibilidade de o siste-
ma aceder a configurações com um
valor mais alto de energia, depen-
dendo de um factor de probabilida-
de. Esta metodologia permite ao sis-
tema libertar-se de mínimos locais e
de barreiras de potencial, factores
que afectam grandemente os méto-
dos de minimização de energia.

Para além destas vantagens no
campo da pesquisa conformacional, o
método de Metropolis Monte-Carlo
tem grande importância do ponto de
vista termodinâmico, pois permite
que o sistema experimente conforma-
ções com probabilidade de acordo
com a distribuição de Boltzmann de
energias â temperatura em questão.
Se o método for executado durante
um número suficiente de passos, a
função de partição do sistema (uma
função das configurações possíveis do
sistema) pode efectivamente ser cal-
culada e dela podem ser derivadas
importantes funções termodinâmicas,
tais como a energia livre. Infelizmen-
te, isso apenas pode ser feito para sis-
temas de dimensão reduzida.

Muito embora a sua simplicida-
de e grande número de aplicações
conhecidas, o método de Metropolis
Monte-Carlo é considerado inferior â
simulação de dinâmica molecular
[28] em termos de eficiência de pes-
quisa conformacional.

5.3 Dinâmica molecular

Finalmente chegamos âquilo
que é considerado o método mais

comum nos métodos baseados em
campos de forças: simulação da dinâ-
mica molecular. Embora não tão
simples como nos métodos descritos
anteriormente, os conceitos envolvi-
dos em simulação de dinâmica mole-
cular são conceitos comuns a qual-
quer aplicação mecânica. Assim, po-
demos começar com a clássica equa-
ção de Newton:

= miai = mi  d2 (t)

dt2

d2 r (t)
dt2	 mi

onde m1 e r, são a massa e a posição
da particula i e F, o vector força ac-
tuando em i no instante de tempo t.
A força sobre a particula i, sendo co-
nhecida a função de energia potenci-
al V(r, r„), pode ser obtida pela re-
lação:

-a V(r,,...,r„)
- 	

ari

ou de uma maneira mais geral:

F = - VV (ri	 r„).

A equação do movimento e a equa-
ção da força são suficientes para des-
crever a dinâmica de um sistema de
partículas, tal como é um sistema
molecular. Infelizmente não existem
soluções exactas para a dinâmica
deste sistema, o que significa que
tem que se recorrer a métodos apro-
ximados. Em geral, estes baseiam-se
no conhecimento das posições e ve-
locidades de um sistema a um deter-
minado tempo t, e resolvem os siste-
mas de equações para o tempo t+At,
e assim sucessivamente. Como
exemplo, consideremos o mais sim-
ples desses métodos, o método de
Euler:

(t + At) =	 (t) + 	  At
nil

ri (t + At) = ri (t) + v(t)At

Como se vê, as velocidades e
posições em cada passo são usadas
para o cálculo das velocidades e posi-
ções no passo seguinte. Na realidade
o método de Euler é bastante inefici-
ente (embora seja ilustrativo) e no
caso dos sistemas moleculares o mais
usado é o método de Verlet [29] que
se baseia em princípios similares. O
intervalo de tempo At a usar tem que
ser suficientemente pequeno para o
algoritmo ser estável e, dada a dinâ-
mica dos sistemas moleculares, At
tem em geral que se situar abaixo do
fentosegundo. Para muitos casos At é
de 2 fentosegundos, sendo que para
fazer uma simulação de 100ps são
necessários 50000 passos de integra-
ção. Simulações na escala do nano-
segundo são normalmente necessári-
as para muitos estudos, pelo que
uma simulação em solvente (ver adi-
ante) pode levar mais de um mês de
cálculo contínuo numa workstation
comum.

Com a "maquinaria" descrita até
aqui, já seria possível proceder â si-
mulação da dinâmica molecular de
um sistema. No entanto, com o que
foi descrito até agora só se poderiam
fazer simulações a energia constante
e com moléculas em vácuo, o que é,
em muitas aplicações, algo manifes-
tamente inadequado. É necessário
pois introduzir métodos para incor-
porar controlo de temperatura e mé-
todos para simular solvatação.

5.4 Controlo de temperatura

O método mais simples para
manter a temperatura constante é
escalar as velocidades do sistema de
modo a obter-se a temperatura dese-
jada. Este processo tem no entanto o
inconveniente de introduzir descon-
tinuidades no sistema e de ser fisica-
mente pouco realista. Alternativa-
mente, um dos métodos mais usados
em simulação de sistemas macromo-
leculares é o chamado formalismo do
banho térmico, descrito por Berend-
sen e colaboradores [30]. Em termos
simplificados, considera-se um aco-
plamento entre o sistema a simular e
um banho térmico. Para tal conside-
ra-se a seguinte equação diferencial,

QUÍMICA • 64 • 1997 37



igos

que tem que ser obedecida de modo
a haver acoplamento:

dT
d t	 hanho

= 2y(To — T).\ 

To é a temperatura que se pretende
atingir e T a temperatura do sistema,
sendo y uma constante que tem o
significado físico de uma fricção,
constante para todas as partículas
(tal interpretação deriva da equação
de Langevin). Com tal equação dife-
rencial pode chegar-se a uma cons-
tante de escalamento X. que é efectu-
ado em cada passo de integração:

111 ÷  At	 I IT=  7 

TT IT 

sendo At a constante de integração e
TT uma constante com dimensões de
tempo, e que se designa por constan-
te de acoplamento. Esta constante
node ser interpretada como um
tempo de meia vida de uma pertur-
bação térmica e, como tal, quanto
mais pequeno o seu valor mais
"forte" é o acoplamento e mais efici-
ente é a manutenção da temperatura
em torno do valor padrão T.

5.5 Fronteiras usadas em
simulação de dinâmica
molecular - inclusão
da solvatacão.

A inclusão do solvente e os seus
efeitos está muitas vezes relacionada
com a definição de fronteiras para a
interacção, por isso estes dois temas
são incluídos no mesmo tópico. O
solvente tem basicamente dois tipos
de efeitos: o efeito mecânico ou de
fricção e o efeito devido a interacçõ-
es não ligantes (electrostáticas e van
der Waals). Os modelos de solvata-
ção existentes tentam reproduzir
pelo menos uma destas característi-
cas. Em teoria, o efeito mecânico po-
deria ser tratado com o auxílio de
uma equação de Langevin, introdu-
zindo termos de fricção e forças alea-
tórias de superfície (ver [31]). Já os

efeitos do solvente devidos as inte-
racções não ligantes entre o solvente
e a molécula a simular são de muito
mais difícil modelação, não obstante
existirem numerosos modelos desen-
volvidos para o efeito, principalmen-
te para os componentes mais fortes
que são as interacções electrostáticas
(para uma revisão ver [321). É ne-
cessário aqui fazer um pequeno pa-
rentesis sobre o cálculo de interacçõ-
es não ligantes em grandes sistemas.
O número de pares de átomos inte-
ractuantes num sistema molecular
pode ser muito grande. Por exemplo
se tivermos 1000 átomos, o número
máximo de pares interactuantes
499500. Se tal número até poderia
ser manejável, deve referir-se que
1000 átomos correspondem a uma
proteína pequena em vácuo, sendo
de considerar muitos mais átomos
numa simulação com solvente (ver
adiante), pelo que o cálculo deste
tipo de interacções pode tornar-se
demasiado demorado. Grande esfor-
ço tem sido investido na redução da
dimensão deste problema sem perda
da realidade física. O método mais
utilizado é o de estabelecer um raio
máximo em redor de cada átomo, a
partir do qual se considera que as in-
teracções são desprezáveis. Raios
desde 8A até 14A são valores co-
muns. De notar que se, devido ao rá-
pido decaimento com a distância, as
interacções de van der Waals são re-
almente desprezáveis para além de
distâncias como estas, tal já não
acontece com as interacções electros-
táticas, pelo que o uso deste tipo de
aproximações é ainda um problema
grave. Existem maneiras de reduzir a
sua gravidade, mas mesmo assim
continua a ser uma das maiores fra-
quezas da simulação molecular.

Voltando â questão dos efeitos
de solvente em geral, obviamente
que o método mais simples é ignorar
esses efeitos de todo e fazer a simula-
ção em vácuo. Esta aproximação tem
no entanto grandes limitações, pois
não se pode esquecer que as proteí-
nas são polielectrólitos, muitas vezes
com um número elevado de grupos
ionizáveis à superfície. Na ausência
do efeito dieléctrico do solvente e de

contra iões, estas cargas originam
enormes forças que podem levar
"destruição" da proteína na simula-
ção. Para moléculas sem grupos ioni-
záveis, tal metodologia pode no en-
tanto ser adequada. Para evitar os
efeitos indesejáveis acima descritos,
pode-se considerar que os grupos car-
regados â superfície estão neutraliza-
dos pelos efeitos de solvente e redu-
zir-lhes a carga formal [33]. Outra
aproximação é utilizar uma constante
dieléctrica dependente da distância
entre grupos interactuantes. Tal faz
com que as interacções electrostáticas
decresçam mais rapidamente com a
distância e os efeitos destrutivos são
eliminados. No entanto, estas aproxi-
mações e outras mais sofisticadas,
não são adequadas para a maioria dos
problemas, embora possam ter gran-
des vantagens no caso da pesquisa
conformacional. Hoje em dia, o me-
lhor meio de simular solvente é colo-
ca-lo explicitamente na simulação.
Tal consegue-se rodeando a proteína
de modelos de moléculas de água.
Esses modelos são criados da mesma
forma que se criaram os modelos de
potencial para simular proteínas.
Conjuntamente com estes modelos
introduzem-se fronteiras, que podem
ser regiões rígidas ou pseudo-rígidas,
ou podem ser condições periódicas de
fronteira. Essas fronteiras servem
para manter as moléculas do solvente
confinadas ao espaço em redor da
proteína e para manter a correcta
densidade do líquido.

O uso de regiões rígidas ou
pseudo-rígidas pode ser exemplifica-
do na figura 2:

Fig. 2 - Representação esquemática do uso
de regiões rígidas ou semi-rígidas.

y =
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Fig. 4 - Citocromo c3 dentro de uma caixa octaédrica de solvente. Apenas os átomos de oxigénio das moléculas

de água estão representados para melhor visualização.

Existe portanto uma região for-
mada por solvente e/ou proteína que
possui movimento restrito (o que
pode significar que os átomos nessa
zona oscilam em torno de posições
de equilíbrio) e que delimita a região
onde o movimento é livre. Fora disso
existe o vácuo. A região onde se
podem estudar as propriedades do
sistema é apenas a região livre.

O uso de condições periódicas
de fronteira é uma maneira mais ele-
gante de simular solvatação. Consis-
te em circundar o sistema a simular
por cópias dele próprio, como se
pode ver na seguinte representação a
duas dimensões (figura 3):

Flpri

Fig. 3 - Representação esquemática do uso de

condições periódicas de fronteira a duas dimensões.

O sistema central tem oito cópias dele próprio em

seu redor. O átomo situado no centro da

circunferência não "vê" as suas cópias nos sistemas

circundantes, devido ao uso do raio de interacção

maxima R,.

Esta metodologia, aliada ao uso
de um raio de interacção máxima
para as interacções não ligantes (Re),
como foi descrito anteriormente, faz
com que o sistema em geral fique ro-
deado por uma "solução infinita"
(dado que os átomos não "vêem"
para além de Re e Re é menor do que
Rcab,a). Para além disso, com esta
metodologia, um átomo que saia por
um lado da "caixa" (como se vê na
figura) entra pelo lado oposto da
mesma, simulando efectivamente
um contínuo. Obviamente que tal é
um pseudo-contínuo, pois o sistema

periódico, mas dado o uso do raio
Re para as interacções, os átomos do
sistema não "vêem" tal periodicida-
de. A três dimensões, a construção

de tal metodologia pode assumir di-
versas formas. A mais simples é con-
siderar um cubo com a proteína a si-
mular solvatada numa quantidade
suficiente de água (tipicamente a re-
lação é de 1 / 10 (átomos da proteí-
na)/(átomos de água) ) e "replicar"
este cubo em todas as direcções. Ou-
tras alternativas que proporcionam
uma melhor eficiência de solvatação
com menor número de moléculas de
água são muitas vezes usadas. O oc-
taedro truncado é um exemplo
comum (Figura 4).

Relativamente a replicação das
caixas em todas as direcções, deve-se
dizer que tal não é feito na prática,
mas dada a periodicidade do sistema

possível derivar algoritmos que en-
trem em conta com este dado sem
aumentar o número de cálculos e o
número de partículas. O processo é
realmente eficiente e o uso deste tipo
de solvatação é considerado hoje o
mais avançado em simulação mole-
cular. Mesmo assim, é necessário si-
mular sistemas com dezenas de mi-
lhares de átomos o que continua a
ser uma grande limitação.

De notar que com a inclusão de
tal metodologia, existe outro factor
que pode entrar em jogo, que é a
pressão do sistema. A água tem valo-
res de compressibilidade longe de

desprezáveis e nada garante que a
pressão inicial do sistema, quando se
rodeia de moléculas de água, seja a
pressão adequada. Para tal, e de um
modo similar ao usado com a tempe-
ratura, introduz-se um acoplamento
a um banho externo de pressão [30].
Tal processo aumenta ou diminui a
dimensão da caixa de simulação de
modo a atingir a pressão desejada.

6. APLICAÇÕES

6.1 Movimentos moleculares

A compreensão do modo como
as moléculas se movem é um fim em
si mesmo. Como já foi dito anterior-
mente, nenhuma técnica experi-
mental permite acompanhar a dinâ-
mica molecular com o nível de deta-
lhe acessível as técnicas de simula-
ção. Os movimentos moleculares são
multiplos e variados. Como exemplo,
na figura 5 apresentam-se pormeno-
res da dinâmica do citocromo c6.

Para além de se observarem os
fenómenos dinâmicos em si, também
existe a possibilidade de se quantifi-
carem as escalas de tempo caracterís-
ticas destes (e mesmo as barreiras de
energia livre entre estados). Um
exemplo clássico é a rotação de tiro-
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Fig. 5 - Pormenores da dinâmica do citocromo c6 em solvente. Várias estruturas retiradas ao longo de uma

simulação (separadas por 1 picosegundo) são sobrepostas usando modelos em que as ligações químicas se

representam por segmentos unindo os átomos. Diferentes cores representam diferentes tipos de átomos.
a. Dinâmica de cadeias laterais. b. Dinâmica do hemo (cadeias laterais não são representadas).

c. Dinâmica da proteína.

artigos

sinas em proteínas [34 ] . 0 compor-
tamento de pequenos ligandos e a
sua interacção com as proteínas
também objecto de algum estudo. O
movimento do monóxido de carbo-
no dentro da mioglobina [35] é um
exemplo deste tipo de estudos, em-
bora aqui as técnicas de simulação de
dinâmica molecular não sejam as ha-
bituais.

Movimentos de amplitude mais
alargada em proteínas podem ser es-
tudados com técnicas de simulação,
mas muitas vezes requerem simula-
ções mais longas ou o uso de técni-
cas especiais. Exemplos do estudo de
vibrações de partes consideráveis da
estrutura proteica existem na litera-
tura [4, 36], tendo sido desenvolvi-
dos métodos cujo objectivo é precisa-
mente o tratamento deste tipo de
movimentos[37, 38]. Estudos de
ruptura da ligação entre duas molé-
culas [39] é outro exemplo interes-
sante do estudo de movimentos alar-
gados.

Dentro deste tema dos movi-
mentos de longo período gostaria de
referir o estudo de alterações confor-
macionais dependentes da electros-
tática do loop interno da porina de
Rodhobacter capsulatus [6, 40]. As po-
rinas formam largos canais trans-
membranares que podem controlar o
seu estado de permeabilidade a pe-
quenos solutos mediante alterações
do potencial eléctrico da membrana
onde se encontram. Com técnicas de
dinâmica molecular, aliadas a per-
t ti rbações electrostáticas, foi possível
estudar transições reversíveis entre
estados conformacionais com dife-
rente permeabilidade do poro. Tal é
exemplificado na figura 6:

6.2 Determinação
conformaciona I

O estudo do folding de proteínas
(modo como as proteínas adquirem
a sua estrutura tridimensional) é um
dos problemas fundamentais ainda
não resolvidos da biologia molecular
actual. A dinâmica molecular e ou-
tras técnicas relacionadas têm sido
extensivamente utilizadas no estudo
deste tipo de problemas, com vista a
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Fig. 6 - A figura a representa o estado aberto do poro (aquele encontrado na estrutura obtida por difraccão de
raios X). A figura b representa um estado reversível semi-fechado do poro e a figura c representa um estado
completamente fechado. De notar que a proteína está representada apenas de um modo simplificado, como se
fosse uma fita, apenas os átomos do loop interno estão destacados.

artigo

desenvolver métodos de previsão de
estrutura e a compreender o proces-
so termodinâmico e cinético que tem
lugar. No entanto, uma descrição
completa do campo está além do
âmbito deste artigo e dirijo o leitor
para a alguns trabalhos representati-
vos [41-43].

A determinação da estrutura tri-
dimensional ah initio (i.e., sem pres-
supostos iniciais) de proteínas a par-
tir do conhecimento da sua sequên-
cia de resíduos de aminoácidos é difí-
cil por duas razões: o grande número
de graus de liberdade a considerar e
a participação da solvatação em tal
processo.

Para se determinar a conforma-
ção de moléculas em solução usando
métodos físicos, é necessário recor-
rer a técnicas que aumentem a velo-
cidade de pesquisa conformacional,
pois a dinâmica molecular à tempe-
ratura fisiológia apenas consegue
percorrer um número muito reduzi-
do de estados conformacionais den-
tro da escala de tempo simulável. A
técnica mais comum para acelerar
este processo é o designado simulated
annealing [44], cujo nome deriva de
um procedimento comum em meta-
lurgia [45]: se um metal é arrefecido
subitamente torna-se frágil, o que é
um indicativo que a estrutura ao
nível atómico deste metal não está
optimizada. Se pelo contrário o
metal for arrefecido lentamente,
torna-se muito mais difícil de que-
brar. A relação entre este processo
metalúrgico e a simulação molecular
é simples: a simulação de moléculas
complexas como as proteínas facil-
mente cai em mínimos locais da
função de energia potencial devido ã
complexidade do espaço conforma-
cional e devido a altas barreiras de
energia entre estados. No entanto,
se se simularem as moléculas a alta
temperatura, essas barreiras podem
ser transpostas, e se se arrefecer len-
tamente, a molécula tem tempo
para pesquisar mais mínimos e aca-
bar num hipotético mínimo global.
De notar que não é no uso da alta
temperatura que está o cerne do
método, mas sim no arrefecimento
lento.
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Mesmo com simulated annealing,
o limite para a determinação da es-
trutura de péptidos livres em vácuo
parece ser de não mais de 12 resí-
duos [46, 47] utilizando descrições
completas (todos os átomos) da mo-
lécula. Como se vê o problema é
ainda de muito difícil resolução.
Existem técnicas, como o Locally
enhanced sampling, que permitem
tornar o processo mais eficiente,
sendo mesmo possível a determina-
ção de estruturas em solvente [48,
49].

A técnica de simulated annealing
tem grande utilização nos processos
de determinação e refinamento de
estruturas de proteínas utilizando
cristalografia de difracção de raios X
[50-52] e NMR multidimensional
[53, 541. Nestes casos, para além do
campo de forças convencional, são
introduzidos dados experimentais
obtidos com estas técnicas (também
numa formulação semelhante ã do
campo de forças), o que leva a que a
determinação da estrutura final seja
possível com este método de optimi-
zação. O campo de forças é usado
como um conjunto de regras quími-
cas que dirigem a pesquisa e o simu-
lated annealing como uma mera téc-
nica de optimização.

6.3 Métodos termodinâmicos

Talvez a mais interessante apli-
cação dos métodos de simulação
consista nos designados métodos ter-
modinâmicos, por um lado, pela sua
elegância e potencialidades e, por
outro lado, porque permitem corre-
lacionar o mundo microscópico das
técnicas de simulação com o mundo
real das quantidades termodinâmi-
cas, tal como a energia livre, por
exemplo.

A derivação das bases em que
assentam os métodos termodinâmi-
cos aplicados neste contexto foi feita
em 1954 por Zwanzig [55]. A descri-
ção destes métodos exige uma for-
mulação de mecânica estatística que,
embora simples, é um pouco extensa
para ser aqui apresentada na totali-
dade. Para revisões remeto o leitor
para [56-58].

A energia livre de um sistema
pode ser obtida a partir da função de
partição. Na prática tal é difícil ex-
cepto para sistemas muito pequenos
[8]. No entanto, se estivermos inte-
ressados não na energia livre, mas
em diferenças de energia livre devi-
das a uma perturbação de um siste-
ma padrão, existem formulações que
nos permitem obter tal diferença.
Consideremos um sistema regido por
um hamiltoneano (isto é energia ci-
nética + energia potencial) Ho e con-
sideremos que este hamiltoneano
afectado por um hamiltoneano de
perturbação Hi, de modo a gerar
um sistema com hamiltoneano
H = H corresponde a um sis-
tema perturbado de Ho (imagine-se
por exemplo que se quer estudar o
efeito da variação de uma carga par-
cial de um átomo na energia livre). A
diferença de energia livre de Helm-
holtz AA=A-A0 pode ser obtida por:

AA = A — Ao = —kT ln(e kT ) 0

Tal expressão correlaciona a di-
ferença de energia livre entre o esta-
do perturbado e o estado padrão, fa-
zendo uma média da quantidade (é
o que representam os simbolos () )

e kT no sistema regido pelo hamil-
toneano Ho (é o que significa o su-
bescrito '0'). Essa média pode ser cal-
culada a partir de uma simulação de
dinâmica molecular do sistema pa-
drão, ou uma simulação do tipo Me-
tropolis Monte-Carlo.

O método como descrito tem
grandes limitações, sendo a maior
das quais a de ser válido apenas para
perturbações pequenas [591: quando
a perturbação é grande, o sistema
padrão não tem informação estatisti-
ca sobre o estado perturbado, i.e.,
configurações prováveis do estado
perturbado não ocorrem com sufici-
ente probabilidade no estado padrão,
o que é uma condição necessária
para o método funcionar. Para resol-
ver este problema é necessário divi-
dir a perturbação em perturbações
mais pequenas. Imagine-se que
temos um estado inicial A e um esta-

do perturbado B, que, considerando
o exemplo da carga, podem ser dois
estados com cargas parciais diferen-
tes. Para dividir a perturbação entre
A e B em passos manejáveis, pode-
mos considerar o seguinte potencial
misto (consideremos que a energia
cinética é constante)

V(A)== (1 - + ),VB 2 El0,1l

sendo X um parâmetro que "trans-
forma" o sistema A no sistema B
(por um processo que tem mais de
alquímico do que químico!). Nestas
circunstâncias, com uma formulação
designada por perturbação estatísti-
ca, a energia livre total da perturba-
ção pode ser dada por

1
-AV

AB-AA = kT ln (e —kT A
X=0

onde

AV= V( ),+dy1)— V(A).

Note-se que agora as médias são
calculadas para cada valor de k con-
siderado ao longo do intervalo. O
número de passos depende do valor
da perturbação.

De notar que o caminho de per-
turbação é completamente irrelevan-
te para os fundamentos teóricos do
método, pois a energia é uma função
de estado, que só depende do estado
inicial e do estado final.

Outra metodologia que também
se baseia no uso de um parâmetro de
"transformação" é a designada inte-
gração termodinâmica artificial.
Neste processo a diferença de energia
livre entre os dois sistemas é dada
por:

M= J  (ay (x))
 d L.

X4 0 a 2'

Neste caso a média a calcular é
uma média de uma derivada parcial.
Este processo tem a vantagem em re-
lação à perturbação estatística, de
que as médias a diferentes valores de
X não dependem dos valores de X
anteriores, podendo ser calculados
independentemente.
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São óbvias as potencialidades
de aplicação destes métodos termo-
dinâmicos, embora estes não pos-
sam ser considerados uma panaceia
universal para qualquer problema.
Falemos primeiro das limitações dos
métodos: estas são basicamente
duas, a primeira metodológica e a
segunda computacional. Metodolo-
gicamente é necessário notar que
qualquer perturbação implica uma
mudança de uma função de energia
potencial de um sistema para um
sistema alterado. Portanto é sensível

qualidade dos parâmetros do
campo de forças e ao modo como as
forças são calculadas. A limitação
computacional é a de que dados os
extensos espaços conformacionais
acessíveis ás proteínas, a obtenção
de médias representativas é compu-
tacionalmente muito demorada pois
implica simulações longas.

Falemos agora das aplicações. A
maioria das aplicações destes méto-
dos em proteínas consiste no cálculo
de diferenças de energia livre de liga-
ção de inibidores (este é um proble-
ma muito comum no design de fár-
macos). Para efectuar estes tipo de
cálculos e outros temos que conside-
rar ciclos termodinâmicos [60]:

4G,,

E • I, —> E • I,

AG, T	 T AG,

E + I —> E +

AG

Este ciclo representa a ligação
de dois inibidores // e 12, a um
mesmo enzima E. AGI e AG2 repre-
sentam as energias livres de ligação
do inibidor 1 e 2 respectivamente.
a diferença entre essas duas energias
livres que vai indicar se 1 se liga
mais do que 2 (em termos termodi-
nâmicos) ou vice-versa. Esta diferen-
ça pode ser expressa a partir do ciclo
como:

AG] – AG2 = AG'i2 AG'12,

correspondendo 4G'12 e 4G12 ãs dife-
renças de energia livre envolvidas nos

processos não-físicos de transforma-
ção do inibidor 1 no inibidor 2 quan-
do ligados à proteína ou em solução,
respectivamente. Estes processos, em-
bora não-físicos, são mais simples de
implementação e de cálculo que os
processos de ligação dos inibidores.
Em resumo, faz-se a transformação
dos inibidores em solução e na enzi-
ma e com as energias livres obtidas
pode calcular-se a diferença entre as
energias livres de ligação.

Alguns exemplos de aplicação
destas metodologias em proteínas
são a determinação da afinidade re-
lativa de inibidores [61], sobre a es-
tabilidade de proteínas mutantes
[62], cálculo de potériciais redox
[63] ou differenças de potenciais
redox [64] ,etc.

6.5 Estudo de reacções
em enzimas

O estudo de reacções químicas
usando metodologias baseadas em
campos de força pode parecer impos-
sível à primeira vista. Mas na verda-
de, quando aliadas a um método
quântico, este tipo de estudos podem
ser extremamente interessantes. Tal-
vez o percursor deste tipo de estudos
tenha sido Karplus em 1965 quando
estudou a cinética de permuta da re-
acção H+H2 H2+H usando trajec-
tórias clássicas [65].

Mesmo os aspectos termodinâ-
micos das reacções dentro de enzimas
(em termos de energias de activação
por exemplo) podem ser estudados
com estas técnicas. É necessário defi-
nir um caminho reaccional e utilizar
um método quântico para definir as
propriedades das moléculas (cargas,
constantes de força, geometrias, etc)
ao longo desse caminho reaccional.
Depois podem aplicar-se os métodos
termodinâmicos descritos anterior-
mente para se estudar, em termos
quantitativos, como a proteína modu-
la a energia livre ao longo desse cami-
nho de reacção (em relação ao vácuo,
ou solução). Warshel foi pioneiro
neste tipo de estudos e um exemplo é
o mecanismo da reacção catalizada
pela anidrase carbónica [66].

Métodos dinâmicos foram tam-

bém usados para observar o modo
como a proteína reage após uma re-
acção química. Um exemplo deste
tipo de estudos são os trabalhos rea-
lizados no centro reaccional do fotos-
sistema [67].

7. DIRECÇÕES FUTURAS

Dado o ponto em que o campo
se encontra é de prever avanços de-
rivados de dois tipos de factores: de-
senvolvimento de metodologias e
progressos ainda constantes no
poder computacional. Em relação
ao primeiro é óbvio que os métodos
podem ser desenvolvidos com me-
lhores parametrizações dos campos
de forças, inclusão de importantes
tipos de interacções, tais como, por
exemplo, a polarizabilidade, melho-
res métodos de cálculo de interacçõ-
es e, possivelmente, desenvolvi-
mentos no campo de solvatação im-
plícita (sem o uso de modelos de
moléculas de água). Em relação ao
sempre crescente aumento do poder
computacional esse continua a ser
um factor importante a considerar
no campo da simulação molecular,
pois este tipo de técnicas tem estado
sempre nos limites do calculável. O
desenvolvimento de meios de cálcu-
lo mais rápidos possibilitaria o aces-
so a novas escalas de tempo e o es-
tudo de novos tipos de problemas.
O futuro destas técnicas vai concer-
teza ter grande impacto e importân-
cia na engenharia de proteínas, cujo
objectivo último é fazer um design
racional de macromoléculas com ca-
racterísticas úteis para os seus "cria-
dores". Para tal é necessário enten-
der a física destes sistemas e sonhar:
"Proteins are dynamic molecules; a
protein engineer must be a choreo-
grapher rather than a sculptor. The
time has come to teach proteins
new dances" [68].
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