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Resumo 

Silva, Rudielson dos Santos; Pimentel, André Silva.  Energias livres 

de ligação absoluta do peptídeo antiviral ATN-161 com alvos 

proteicos de SARS-CoV-2. Rio de Janeiro, 2022. Dissertação de 

mestrado – Departamento de Química, Pontifícia Universidade Católica 

do Rio de Janeiro. 

 A afinidade de ligação do pentapeptideo antiviral ATN-161 com os alvos 

da integrina α5β1 conformações fechada e aberta, a protease principal SARS-

CoV-2 e a proteína S variante omicron (B.1.1.529) complexada com hACE2 

foram estudados usando ancoramento molecular e simulação de dinâmica 

molecular. Os complexos foram formados com sucesso através do uso de 

simulações de ancoragem molecular, obtendo as poses de ligação ATN-161 

com os alvos estudados. Subsequentemente, simulações de dinâmica 

molecular clássica foram executadas para investigar a estabilidade do 

complexo formado. Simulações de dinâmica molecular direcionada e 

amostragem guarda-chuva usando análise de histograma ponderado foram 

realizadas para obter o potencial de força média de cada sistema, e calcular a 

energia livre de de ligação para o ATN-161 com o sítio de ligação dos 

respectivos alvos. Os resultados mostram que o ATN-161 se liga à integrina 

α5β1 em sua forma ativa e inativa, com energias livres de ligação de -14.4 ± 0.5 

e -12.6 ± 0.2 kcal mol-1, respectivamente. Além disso, o ATN-161 se liga 

fracamente à proteína S variante omicron complexada com hACE2 com uma 

energia de apenas -3.2 ± 0.3 kcal mol-1. Entretanto, o ATN-161 apresenta maior 

afinidade de ligação na MPRO, computando uma energia de ligação de -17.7 ± 

0.2 kcal mol-1, indicando que este peptídeo se liga fortemente ao MPRO. Por fim, 

o estudo da cinética de ligação com o método τ-RAMD indica que o ATN-161 

apresenta um tempo de residência relativo similar ao do ligante de referência 

GC376. Os tempos de residências relativos são 2,8 ± 0,4 e 2,5 ± 0,5 ns para o 

ATN-161 e para o GC376, respectivamente. Os resultados obtidos neste 

trabalho indicam um potencial candidato a fármaco contra o SARS-CoV-2, em 

especial para o surgimento de novas variantes do SARS-CoV-2. 

Palavras-chave 
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Abstract 

Silva, Rudielson dos Santos; Pimentel, André Silva.  Absolute binding 

free energies of the antiviral peptide ATN-161 with protein targets 

of SARS-CoV-2. Rio de Janeiro, 2022. Dissertação de mestrado – 

Departamento de Química, Pontifícia Universidade Católica do Rio de 

Janeiro. 

The binding affinity of the antiviral pentapeptide ATN-161 with the 

targets of the α5β1 integrin closed and open conformations, the main protease 

and the omicron variant S (B.1.1.529) protein complexed with hACE2 of SARS-

CoV-2 was studied using molecular docking and molecular dynamics 

simulation. The complexes were successfully formed through the use of 

molecular docking simulations, in which binding poses of ATN-161 with the 

studied targets were obtained. Subsequently, classical molecular dynamics 

simulations were performed to investigate the stability of the formed complex. 

Steered molecular dynamics simulations, umbrella sampling and weighted 

histogram analysis method were used to obtain the mean force potential of each 

system, and thus calculate the binding energy for ATN-161 in the binding site of 

the respective protein targets. The results shows that ATN-161 binds to α5β1 

integrin in its active and inactive form, with binding energies of -14.4 ± 0.5 and 

-12.6 ± 0.2 kcal mol-1, respectively. ATN-161 binds weakly to omicron variant 

protein S complexed with hACE2 with an energy of only -3.2 ± 0.3 kcal mol-1. 

However, ATN-161 binds to MPRO with the binding energy of -17.7 ± 0.2 kcal 

mol-1, indicating that this peptide binds strongly to MPRO. Finally, the study of the 

binding kinetics with the τ-RAMD method indicates that ATN-161 presents the 

relative residence time of 2.8 ± 0.4 and 2.5 ± 0.5 ns for ATN-161 and GC376, 

respectively. The results obtained in this work indicate a potential drug 

candidate against SARS-CoV-2, especially with the emergence of new variants 

of SARS-CoV-2. 

Keywords 

Covid-19; Molecular Dynamic; Umbrella Sampling; Integrin; Protein-ligand 

complex; molecular docking. 
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1 

Introdução 

A Síndrome Respiratória Aguda Grave (SRAG) é uma doença que foi 

relatada pela primeira vez em humanos entre os anos de 2003 e 2004 na China 

(XU et al., 2004). Durante esse período esta infecção espalhou-se para mais 

de 28 regiões pelo mundo, acometendo um total de 8096 infectados e 774 

vítimas fatais (SHI; HU, 2008). Esta doença epidêmica está intimamente 

associada a família de coronavírus, nos quais os morcegos são indiciados 

como hospedeiros, o que levou a defini-la como síndrome respiratória aguda 

grave de coronavírus, mais conhecida pelo termo em inglês (Severe Acute 

Respiratory Syndrome-Coronavirus, SARS-CoV) (MENACHERY et al., 2016).  

No ano de 2019, um surto de infecções respiratórias na cidade de 

Wuhan na China chamou atenção das autoridades públicas de saúde. Estudos 

preliminares identificaram o surgimento de um novo vírus que foi nomeado 

provisoriamente como vírus 2019nCoV (ZHOU et al., 2020;ZHU et al., 2020). 

No ano seguinte, em 30 de janeiro de 2020, esta epidemia foi declarada como 

uma emergência de saúde pública de importância internacional pela 

Organização Mundial de Saúde (OMS) (WHO, 2022). Este problema de saúde, 

que se espalhou rapidamente por todo planeta, parou o mundo entre 2020 e 

2021, tornando-se uma pandemia e um grande problema para economia 

mundial.  

O fato de ser uma doença até então desconhecida e altamente 

transmissível, sem métodos eficientes de prevenção e combate, fez com que 

as pessoas se mantivessem em isolamento, tendo apenas trabalhos essenciais 

em funcionamento. Esta situação motivou vários pesquisadores e empresas 

farmacêuticas pelo mundo a voltarem suas atenções para a descoberta de 

novos fármacos e vacinas para o combate ao 2019nCoV, que posteriormente 

seria nomeado oficialmente como SARS-CoV-2 (EL-DIN ABUO-RAHMA et al., 

2020;XIU et al., 2020;YANG; YANG, 2021).  

Em 2020, a agência Food and Drugs Administration (FDA) dos Estados 

Unidos da América autorizou o uso emergencial do fármaco Remdesivir como 

primeiro tratamento contra o SARS-CoV-2 no mundo (RUBIN et al., 2020). As 

primeiras vacinas foram aprovadas entre o fim de 2020 e começo de 2021, 
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quando as campanhas de vacinação pelo mundo se iniciaram (STASI et al., 

2022).  

De acordo com a OMS, existem atualmente 11 vacinas aprovadas para 

uso emergencial e 145 em desenvolvimento clínico (STASI et al., 2022). Além 

disso, somente corticosteroides sistêmicos, bloqueadores de receptores IL-6 e 

Baricitinib são fortemente recomendados para casos críticos e graves, e 

apenas Nimatrelvir e Ritonavir para casos leves (WHO, 2022). Dados da OMS 

de maio de 2022 indicam que apenas 57 países vacinaram 70% de sua 

população, tendo quase 1 bilhão de pessoas que permanecem sem a vacina 

(WHO, 2022). De acordo com informativos da OMS de novembro de 2022, 

apenas aproximadamente 5 bilhões de pessoas concluíram a vacinação com 

todas as doses necessárias.  

Apesar do desenvolvimento de medicamentos e vacinas, existe uma 

preocupação na comunidade cientifica com novas ondas de infecção, devido 

ao surgimento de novas variantes com potencial de alta transmissão 

(SINGANAYAGAM et al., 2022). Portanto, o cenário atual ainda remete a 

procura por terapias que apresentam eficiência no combate deste vírus. A 

busca por novos agentes terapêuticos contra o SARS-CoV-2 está intimamente 

associada com a inibição de uma ou mais etapas da infeção e replicação viral 

nas células (BENVENUTO et al., 2020;CHOWDHURY et al., 2020;MOTHAY; 

RAMESH, 2020;XIU et al., 2020).  

O mecanismo de entrada do vírus do SARS-CoV-2 ocorre pela invasão 

da célula hospedeira através do reconhecimento da proteína S (do termo em 

inglês S de spike) do vírus por receptores de membrana celular, Enzima 

Conversora de Angiotensina (ACE2). Mais recentemente foi reportado que as 

integrinas possuem importância no mecanismo de entrada do vírus do SARS-

CoV-2 (MAIER, H. J.; BICKERTON; BRITTON, 2015;MAKOWSKI; OLSON-

SIDFORD; WEISEL, 2021;OTHMAN et al., 2022). Após a ligação do vírus pela 

proteína S e a sua mudança conformacional, o envelope viral se funde com a 

membrana celular do hospedeiro, liberando o RNA viral na célula hospedeira 

(SHEREEN et al., 2020).  

O conhecimento do mecanismo de entrada do vírus e a descoberta da 

estrutura tridimensional (3D) destas proteinas, possibilitou o planejamento 

racional de novos farmacos que podem atuar como inibidores do SARS-CoV-
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2. Após a identificação do sítio ativo e as etapas fundamentais da infecção viral, 

pôde-se estudar as interações e as afinidades de ligação entre ligantes e 

receptores, e consequemente, iniciar a descoberta de novas moléculas com 

atividade contra o SARS-CoV-2 através da química computacional (AROOJ et 

al., 2022).  

Os peptídeos antimicrobianos (AMP) e os antivirais (AVP) tem se 

apresentado como uma boa alternativa, sendo uma das categorias mais 

promissoras para candidatos a novos fármacos para diversas doenças, por 

terem como características a especificidade mesmo em pequenas 

concentrações (TONK; RŮŽEK; VILCINSKAS, 2021), fácil síntese, e 

possibilidade de modificação para melhorar suas propriedades (AGARWAL; 

GABRANI, 2021). Estudos recentes apontaram o peptídeo ATN-161 como 

potencial inibidor do SARS-CoV-2 (AMRUTA et al., 2021;BEDDINGFIELD et 

al., 2021). Como será mostrado na Figura 1, esta molécula trata-se de um 

pentapeptídeo derivado da região de sinergismo da proteína extracelular 

fibronectina. 

Como os estudos in vitro e in vivo são caros, e muitas vezes, não 

fornecem informações mecanísticas e de interação destes compostos ativos 

em alvos proteicos do SARS-CoV-2, os estudos computacionais destes 

peptídeos ativos através de simulações de ancoramento molecular (GARRETT 

M et al., 2012;MORRIS et al., 2014) e dinâmica molecular (DM), (ABRAHAM, 

Mark James et al., 2015;SPOEL, VAN DER et al., 2005)(LEMKUL; BEVAN, 

2010) são de extrema importância e relevância para fornecer as informações 

necessárias para se entender os ensaios in vitro e in vivo. Estas ferramentas 

possibilitam o cálculo da afinidade de ligação e da cinética de ligação dos 

peptídeos ativos nos alvos proteicos do SARS-CoV-2. Sendo assim, esta 

dissertação teve como objetivo estudar as interações do peptídeo ATN-161 

com sítios de ligação de potenciais alvos contra o SARS-CoV-2, obtendo as 

energias livres de ligação do ATN-161 com alguns alvos proteicos importantes 

e a cinética de ligação do ATN-161 no sítio de ligação de um dos alvos. 
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2 

Justificativa e motivação 

Estudos para o uso de AMP’s e AVP´s tem-se tornado cada vez mais 

comuns (GAN et al., 2021). A necessidade da descoberta de medicamentos 

que não desenvolvam resistência frente a doenças infecciosas tem contribuído 

para o aumento destes estudos. Os AMPs são uma das principais categorias 

que não demonstram o desenvolvimento de resistência. Em 2019, a OMS 

publicou a lista de medicamentos essenciais, que inclui mais de 40 

antimicrobianos(GAN et al., 2021). Esse tipo de agente terapêutico pode ser 

obtido tanto de forma direta da natureza como através de sínteses simples. 

Além disso, existe a possibilidade da otimização utilizando um peptídeo 

proveniente da natureza e modificando-o sinteticamente(GAN et al., 2021). 

Estudos recentes relataram que o pentapeptídeo ATN-161 apresenta 

ação contra o SARS-CoV-2. Os estudos in vitro e in vivo tiveram como resultado 

uma diminuição da carga viral quando colocado em cultura de células e quando 

administrado a camundongos (AMRUTA et al., 2021;BEDDINGFIELD et al., 

2021). Os resultados para estes estudos são bastante promissores, tendo em 

vista que o ATN-161 já possui diversos estudos para tratamento de câncer e 

outras patogenicidades (CIANFROCCA et al., 2006;EDWARDS et al., 

2020;KHALILI et al., 2006;STOELTZING et al., 2003).  

O ATN-161 trata-se principalmente de um inibidor da integrina α5β1. 

Esta proteína por sua vez, demonstrou associação com a angiogênese tumoral, 

migração e adesão de células tumorais a nicho de metástase, além de ter 

efeitos na resistência terapêutica(SCHAFFNER; RAY; DONTENWILL, 2013). 

Estudos recentes indicam que as integrinas atuam como via alternativa para 

entrada do vírus do SARS-CoV-2. A alta expressão destas proteínas de adesão 

em todo o corpo, e especificamente em tecidos pulmonares, corroboram para 

a integrina α5β1 se tornar um bom alvo deste vírus (LIU, J. et al., 

2022;MAKOWSKI; OLSON-SIDFORD; WEISEL, 2021;OTHMAN et al., 

2022;PARK, E. J. et al., 2021). 

Apesar dos estudos in vitro e in vivo do ATN-161 indicarem atividade 

inibitória contra o SARS-CoV-2, algumas questões continuam em aberto, tais 

como: a atividade contra SARS-CoV-2 é devido apenas a interação com a 
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integrina? Existe a possibilidade deste peptídeo ligar-se a mais de um alvo? Se 

sim, qual a afinidade de ligação? Quais amino ácidos contribuem para a 

interação proteína-ligante? A utilização de ferramentas de Química 

Computacional torna possível a obtenção de respostas para estas perguntas, 

e podem contribuir significativamente para o desenvolvimento deste e outros 

fármacos.  

Ainda que existam muitos estudos sobre a atuação inibitória do ATN-

161 com integrinas, não há relatos na literatura que indicam a forma de 

interação deste peptídeo com um sítio de ligação específico. No entanto, 

existem sugestões de que este peptídeo liga-se fora do bolso de ligação RGD, 

tendo como principal sítio a região de sinergismo já que esse peptídeo tem 

origem nesta região da fibronectina (KHALILI et al., 2006;SCHAFFNER; RAY; 

DONTENWILL, 2013). Porém, as modificações estruturais sofridas para 

otimização do seu potencial terapêutico podem influenciar na região de 

interação deste peptídeo(SCHAFFNER; RAY; DONTENWILL, 2013).   

As simulações computacionais possuem um papel fundamental no 

planejamento de um fármaco e estão cada vez mais sendo empregadas pela 

comunidade cientifica (KĘSKA; GUSTAW; STADNIK, 2021;MORADI et al., 

2022). Este tipo de ferramenta possibilita realizar predições farmacológicas e 

farmacocinéticas entre outros parâmetros. Além disso, pode permitir a 

obtenção de informações a nível molecular que geralmente não são possíveis 

por meio de métodos experimentais (KHAN et al., 2019).  

A partir da obtenção das estruturas 3D das proteínas e do peptídeo, é 

possível realizar estudos que podem obter respostas para questões que 

continuam em aberto para esse tema. Sendo assim, este trabalho tem a 

finalidade de estudar a nível molecular a interação e afinidade do peptídeo 

ATN-161 com alvos de integrina e de SARS-CoV-2.  

O estudo é realizado com integrina α5β1 em conformação aberta e 

fechada, a fim de entender se este peptídeo interage nas duas conformações 

e determinar o sítio de ligação para esta interação. A interação é também 

estudada com a proteína S da variante ômicron complexada a hACE2 e da 

enzima 3CL (MPRO), tendo como propósito verificar se ocorre a interação 

favorável para inibição da carga viral. Estes estudos contemplam a afinidade 
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de ligação do ATN-161 com cada alvo, bem como a região em que cada 

interação ocorre e os amino ácidos que contribuem para esta interação. 
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3 

Objetivos  

3.1 

Objetivo geral 

Este trabalho tem como objetivo investigar o comportamento do pentapeptídeo 

ATN-161 ao interagir com a integrina α5β1 e alvos do SARS-CoV-2 utilizando 

métodos de ancoramento molecular e dinâmica molecular. Além disso, calcular 

a energia livre de ligação do ATN-161 em cada complexo formado e os 

aminoácidos que participam da estabilização do ligante no sítio de interação 

utilizando o método de amostragem guarda-chuva. 

3.2 

Objetivos específicos 

❖ Formar complexos entre ATN-161 e integrina α5β1 conformação fechada 

e aberta, proteína S da ômicron complexada a hACE2 do SARS-CoV-2 

e protease principal do SARS-CoV-2. 

❖ Obter a configuração de menor energia pelo método de ancoramento 

molecular. 

❖ Analisar a estabilidade de cada complexo formado utilizando simulações 

de dinâmica molecular.  

❖ Analisar o comportamento do ATN-161 no sítio de interação de cada alvo 

durante o tempo de simulação. 

❖ Identificar os aminoácidos que interagem com o ATN-161 no sítio de 

interação de cada alvo estudado. 

❖ Calcular a energia livre de ligação do ATN-161 com cada alvo 

executando simulações de amostragem guarda-chuva. 

❖ Calcular o tempo de residência relativo do ATN-161 do sistema mais 

estável estudado. 

  

DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 2112419/CA



 
 

24 
 

4 

Referencial Teórico 

4.1  

Peptídeo antimicrobiano  

Peptídeos antimicrobianos são uma classe de peptídeos que existem 

amplamente na natureza e são uma parte importante do sistema imune inato 

de diferentes organismos (HUAN et al., 2020). Os AMP´s atualmente são os 

candidatos mais promissores a novos fármacos por serem altamente 

específicos mesmo em pequenos concentrações, por apresentarem baixa 

toxicidade para células eucarióticas, por terem estabilidade térmica, alta 

solubilidade, baixo peso molecular e não desenvolverem resistência (LI et al., 

2019;TONK; RŮŽEK; VILCINSKAS, 2021). 

Os AMP’s são amplamente encontrados na natureza com origem em 

bactérias, plantas, insetos, peixes, pássaros e outros animais (LUO, Y.; SONG, 

2021). Essa classe de moléculas é responsável por atuar no sistema 

imunológico inato e na primeira linha de defesa contra infecções por patógenos 

(PARK, S. et al., 2001;ZASLOFF, 2002). Uma das vantagens da utilização dos 

AMP’s é sua fácil modificação, pois são constituídos por aminoácidos que são 

relativamente fáceis de modificar suas estruturas para melhorar suas 

propriedades (AGARWAL; GABRANI, 2021;COSTA, F. et al., 2011). Além 

disso, é também possível obter peptídeos totalmente sintéticos por síntese 

química ou usando expressão recombinante (RAMOS et al., 2013).  

Quando peptídeos apresentam atividade biológica contra vírus são 

chamados de peptídeos antivirais (AVP’s) (BAHAR; REN, 2013). Além da 

atividade contra doenças microbianas, alguns peptídeos também apresentam 

atividade anticancerígena (RAMOS et al., 2013). Nessa categoria encaixa-se o 

ATN-161 que possui atividade para diversas patogenicidades, entre elas o 

câncer (CIANFROCCA et al., 2006;RIDER et al., 2011).  

4.1.1 

ATN-161  

O ATN-161 é um pentapeptideo (Ac-PHSCN-NH3) derivado da região de 

sinergismo da fibronectina (PHSRN), que é responsável por potencializar a 
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interação com a integrina α5β1 (KHALILI et al., 2006). A princípio este AMP tinha 

PHSCN como sequência de aminoácidos, no qual alguns trabalhos o 

apontavam como um potencial agente tumoral (KHALILI et al., 

2006;STOELTZING et al., 2003). Estudos posteriores mostraram que ele torna-

se bem mais potente quando acetilado e amidado em seus terminais (Ac-

PHSCN-NH3) (Figura 1) (SCHAFFNER; RAY; DONTENWILL, 2013).  

(a) (b) 

 

Figura 1. Formula Estrutural do ATN-161 (a) 2D e (b) 3D. Figura extraída de  

(SILVA et al., 2022). 

Este peptídeo possui diversos relatos na literatura para ação terapêutica: 

1) no bloqueio da recorrência do tumor da próstata, metástases e 

micrometástases; 2) redução da metástase hepática colorretal e melhoria na 

sobrevida quando administrada em adição à quimioterapia; 3) bloqueio ao 

crescimento e metástase do câncer de mama em modelos pré-clínicos de 

camundongos; e 4) bloqueio eficiente da neovascularização da coroide 

(DHALIWAL; SHEPHERD, 2022;KHALILI et al., 2006;SCHAFFNER; RAY; 

DONTENWILL, 2013). 

As diversas atividades farmacológicas relatadas na literatura estão 

particularmente associadas a interação não competitiva com as integrinas, que 

são moléculas relacionadas a adesão celular (STOELTZING et al., 2003).  Um 

fator determinante para ser um agente terapêutico singular é não ser derivado 

do domínio de ligação RGD para não afetar  a adesão celular (STOELTZING et 

al., 2003). Recentemente, o ATN-161 foi apontado como candidato a agente 

terapêutico contra o SARS-CoV-2, motivando a realização de estudos mais 
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aprofundados sobre o tema (AMRUTA et al., 2021;BEDDINGFIELD et al., 

2021). 

4.2  

Moléculas de adesão celular 

A adesão celular é uma etapa fundamental no desenvolvimento e 

geração de órgãos, no movimento celular e distribuição celular no corpo 

(GAHMBERG; GRÖNHOLM; MADHAVAN, 2022). Este grupo de moléculas 

está envolvido em uma gama de processos entre eles as interações células-

células, células-matriz, migração celular, ciclo celular, sinalização, 

morfogênese e regeneração tecidual (TRZPIS et al., 2007). As moléculas de 

adesão celular tem ganhado um papel de destaque nas últimas décadas devido 

a sua associação a diversas patogenicidades, desde câncer, inflamações, 

infecções patogênicas até doenças autoimunes (OKEGAWA et al., 2004).  

As entidades responsáveis pela adesão celular são denominadas como 

moléculas de adesão celular, neste grande grupo inclui-se as famílias de 

proteínas Selectinas, Imunoglobulinas, Caderinas e Integrinas (ELANGBAM; 

QUALLS; DAHLGREN, 1997;TRZPIS et al., 2007).  As Selectinas são uma 

família de proteínas que atuam em conjunto com as Integrinas, participando de 

forma fundamental na migração dos leucócitos através dos vasos sanguíneos, 

tendo como função ajudar na fixação destes no endotélio do vaso (MCEVER, 

1994).  As Imunoglobulinas e caderinas são moléculas de adesão celular que 

ligam as células vizinhas através de interações homofílicas e heterofílicas para 

a primeira e apenas homofílica para segunda (ROY, VAN; BERX, 

2008;WILLIAMS, 1987). Já as Integrinas são moléculas de adesão celular 

dependentes de cálcio ou magnésio que ligam as células à matriz extracelular 

(SCHAFFNER; RAY; DONTENWILL, 2013).  

4.2.1 

Integrinas  

As Integrinas são proteínas transmembranas heterodiméricas, que 

possuem como função intermediar a comunicação entre o citoesqueleto celular 

e proteínas plasmáticas ou da matriz extracelular, por meio da adesão célula-

célula (CLEGG, 2003;DARRIBÈRE et al., 2000).  As Integrinas são 
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glicoproteínas heterodiméricas formadas por duas subunidades diferentes  

ligadas de forma não covalente α e β (GAHMBERG; GRÖNHOLM; 

MADHAVAN, 2022). Geralmente este grupo de proteínas apresentam até 3 

estados (Figura 2), sendo eles inativo (conformação fechada), intermediário e 

ativo (conformação aberta) (LUO, B.-H.; SPRINGER, 2006). 

 

Figura 2. Estados conformacionais das integrinas. A. Conformação inativa, B. 

Conformação intermediária, C. conformação Ativa. Figura adaptada de 

(PETERSON; KOVAL, 2021)  

A conformação fechada é caracterizada pela posição das cabeças da 

integrina voltadas para membrana lipídica(GAHMBERG; GRÖNHOLM; 

MADHAVAN, 2022). As integrinas podem ser ativadas 1) de dentro pra fora, 

quando se origina um sinal de um receptor diferente da integrina e é transmitido 

a elas; ou 2) de fora pra dentro quando um ligante extracelular se liga a integrina 

(GAHMBERG; GRÖNHOLM; MADHAVAN, 2022). Quando as integrinas são 

ativada ela se estendem e abrem os locais de ligação, aumentando a 

capacidade de ligação (LUO, B.-H.; SPRINGER, 2006).  

Os ligantes para integrinas podem ser divididos em quatro classes que 

se ligam: ao colágeno, aos leucócitos, a laminina e aos receptores RGD 

(TRABOCCHI; GUARNA, 2014). Os receptores RGD são a fibronectina, 

fibrinogênio e vitronectina. Estes são encarregados de mediar a adesão celular 

à matriz extracelular (ECM)(MEYER et al., 2006). A sequência Arg-Gly-Asp 

(RGD) é bastante utilizada na projeção de biomoléculas, tendo como intuito 

mimetizar a interação destes receptores com as integrinas (ASSA-MUNT et al., 

2001;DANHIER; BRETON, LE; PRÉAT, 2012;HARBOTTLE et al., 

1998;RUOSLAHTI, 1996;SANI et al., 2021).  As integrinas tornam-se ótimos 

alvos por participarem de vários processos fisiológicos relevantes, como 
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agregação plaquetária e angiogênese, e processos patológicos como doenças 

cardiovasculares e formação de tumores (DANHIER; BRETON, LE; PRÉAT, 

2012;DESGROSELLIER; CHERESH, 2010).  

A integrina α5β1, que também é conhecida como receptor de fibronectina, 

tem se destacado como um alvo importante em estudos para câncer. A 

alteração desta integrina está intimamente relacionada a progressão de vários 

tipos de câncer humano, incluindo proliferação celular, angiogênese, metástase 

tumoral e carcinogênese (HOU et al., 2020). Para que sua ação biológica seja 

eficiente, é necessário a funcionalização de ambas as subunidades (α e β). A 

alta afinidade e especificidade de ligação da fibronectina é proporcionada por 

uma interação primária através do sítio RGD e uma interação secundária no 

sítio de sinergismo da fibronectina (AOTA; NOMIZU; YAMADA, 1994;OBARA; 

KANG; YAMADA, 1988).  

A integrina α5β1 é pró-angiogênica, e isso tem motivado a busca por 

novos antagonistas pretendendo entender o comportamento fisiopatológico em 

estudos pré-clínicos em células endoteliais e tumores (AOUDJIT; VUORI, 

2012). Dentre os antagonistas propostos é possível dividi-lo em pelo menos 

três principais categorias: moléculas semelhantes a RGD, moléculas não 

semelhantes a RGD e anticorpos (SCHAFFNER; RAY; DONTENWILL, 2013).  

Estruturas tridimensionais tanto da conformação fechada como aberta 

da integrina α5β1 (Figura 3) estão disponíveis no Protein Data Bank (PBD). Isto 

facilita a triagem de ligantes por meio de estudos de modelagem molecular.  

(a) (b) 

Figura 3. Representação da estrutura tridimensional da integrina α5β1 em 

modelo Cartoon. (a) conformação fechada (código PDB: 4WK4) e (b) 
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conformação aberta (código PDB: 7NWL). As cadeias da subunidade α5 estão 

representadas na cor azul e β1 na cor verde. 

A elucidação teórica da estrutura cristalina do ectodomínio da integrina 

α5β1 tende a contribuir bastante para o projeção de antagonistas mais potentes 

e específicos (SCHUMACHER et al., 2021;XIA; SPRINGER, 2014).  

4.3  

SARS-CoV-2 

 O SARS-CoV-2 é um vírus da família coronavírus, que pertence a 

mesma família do SARS-CoV que possui estrutura semelhante, e ao vírus da 

síndrome respiratória aguda do oriente médio (MERS-CoV)(WU et al., 2020). 

Esta família de coronavírus possui até então 7 vírus que podem ser transmitidos 

para humanos. O SARS-CoV-2 é aquele que apresenta maior eficiência de 

transmissão (MADEWELL et al., 2020). No entanto, a maior eficiência de 

transmissão não se traduz em maior mortalidade, sendo assim sua taxa de 

mortalidade é relativamente menor se comparada ao SARS-CoV e ao MERS-

CoV (LIU, Z. et al., 2020;ZUMLA; HUI; PERLMAN, 2015). 

 O SARS-CoV-2 é um vírus de RNA de fita simples com sentido positivo 

(ssRNA+). Esta característica genômica o torna muito semelhante ao RNA 

mensageiro humano (PENG et al., 2021). Este genoma é responsável por 

codificar três tipos de classes de proteínas, sendo elas, duas grandes 

poliproteínas, pp1a e pp1ab, que são clivadas em 16 proteínas não estruturais 

(NSP) necessárias para síntese do RNA viral. Além disso, é responsável por 

codificar quatro proteínas estruturais: proteína S, proteína envelope (E), 

proteína de membrana (M) e proteína de nucleocapsídeo (N) (Figura 4), que 

são importantes para entrada e montagem viral, assim como nove proteínas 

acessórias que possivelmente neutralizam a imunidade do hospedeiro durante 

a infecção (V’KOVSKI et al., 2021).  
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Figura 4. Representação da estrutura viral do SARS-CoV-2. Onde as proteínas 

estruturais S (spike), E (envelope), M (membrana) e N (nucleocapsídeo) são 

mostradas.  Figura extraída de (LIMA et al., 2020) 

 Entre as estruturas citadas, a proteína não estrutural nsp5 (MPRO) e a 

proteína estrutural S são as mais estudas como alvo no planejamento de 

fármacos inibidores de SARS-CoV-2. A triagem de moléculas ativas contra o 

SARS-CoV-2 é possibilitada a partir do depósito de dados cristalográficos que 

permitem o estudo por modelagem molecular. A estrutura tridimensional da 

proteína S e da protease principal MPRO estão disponíveis no banco de dados 

de proteínas (PDB), e são mostradas na Figura 5. 

(a) (b) 

Figura 5. Representação tridimensional em modelo Cartoon da Estrutura 

Cristalográfica da (a) proteína S, na cor bege complexada a Enzima Conversora 

de Angiotensina Humana (hACE2) na cor marrom e (b) protease principal 

(MPRO) na cor verde.  
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 As estruturas mostradas na Figura 5 podem ser obtidas pelos códigos 

7WPB (YIN et al., 2022)  e 7BQY (JIN et al., 2020) no banco de dados de 

proteínas respectivamente.  

4.3.1 

Mecanismo de entrada 

 O processo de entrada é uma das etapas mais importantes para infeção 

viral e ciclo de vida do vírus, que é realizado pela proteína S no envelope do 

SARS-CoV-2, que reconhece a célula hospedeira e media a fusão da 

membrana para permitir que o conteúdo genômico viral seja liberado no 

citoplasma (BELOUZARD et al., 2012). O mecanismo de entrada está 

representado na Figura 3. 

 

Figura 6. Representação do Mecanismo de Entrada do Virus do SARS-CoV-2 

na Célula hospedeira. Figura extraída do Glossário Fiocruz.  

 A proteína S do SARS-CoV-2 é uma glicoproteína de fusão 

homotrimérica de classe I. Esta proteína pode ser dividida em duas regiões 

funcionais distintas, sendo elas S1 e S2, conforme mostra a Figura 6 

(V’KOVSKI et al., 2021).  
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Figura 7. Representação da estrutura da Glicoproteína S do SARS-CoV-2,  

domínio de ligação ao receptor (RBD), e regiões das subunidades S1 e S2. 

Figura adaptada de Lubio Science. 

A região S1 é a parte que possui o domínio de ligação ao receptor (RBD). 

Esta parte do trímero é responsável pela determinação do tropismo e 

patogenicidade da célula viral (LAN et al., 2020). A região denominada de S2 

possui o domínio transmembrana e de regiões de um número de sete 

repetições do peptídeo de fusão (BELOUZARD et al., 2012). Estes 

componentes são responsáveis por mediar a fusão das membranas virais e 

celulares após longos rearranjos conformacionais (LETKO; MARZI; 

MUNSTER, 2020).  

4.3.2 

Principais receptores  

 Após o surto do SARS-CoV nos anos de 2001 a 2003, a enzima 

conversora de angiotensina 2 (ACE2) foi apontada como principal receptor para 

entrada deste vírus no hospedeiro(LETKO; MARZI; MUNSTER, 2020). Com o 

surgimento do SARS-CoV-2, estudos mostraram que há uma alta conservação 

genômica e estrutural da proteína S do SARS-CoV e do SARS-CoV-2(PENG et 

al., 2021). Os aminoácidos do RBD destas proteínas possuem identidade de 

74%. Logo, assim como o SARS-CoV, o SARS-CoV-2 apresenta a ACE2 como 

receptor chave para entrada nas células(PENG et al., 2021). Além disso, a 

diferença em alguns aminoácidos chaves contribuem para um maior afinidade 

de ligação e transmissão mais eficiente em humanos(WANG, Q. et al., 2020). 
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 A ACE2 é uma carboxipeptidase que possui 805 aminoácidos 

(JACKSON et al., 2022). A sua principal função no metabolismo é converter 

angiotensina I e II em angiotensina 1-9 e angiotensina 1-7 respectivamente 

(RIVELLESE; PREDILETTO, 2020). Uma desregulação deste processo de 

conversão de angiotensina II pode desencadear a liberação de uma série de 

citocinas pró-inflamatório, como IL-6, TNFα entre outras. Logo, a angiotensina 

II está intimamente associada a lesão pulmonar inflamatória (RIVELLESE; 

PREDILETTO, 2020). Portando a regulação negativa desta enzima, com o 

intuito de evitar a entrada do vírus podem aumentar a gravidade da doença ao 

perturbar o sistema renina-angiotensina-aldosterona. 

 Apesar da ACE2 ter sido identificada rapidamente como receptor 

primário para SARS-CoV-2, e comprovadamente ter apresentado maior 

afinidade de ligação em comparação com SARS-CoV, estudos recentes 

indicam a existência de interações adicionais com outros receptores de 

superfície celular (MAKOWSKI; OLSON-SIDFORD; WEISEL, 2021). Logo, 

sugere-se que estas interações  ocorrem devido a presença do motivo RGD na 

proteína S do SARS-CoV-2 que não existe na SARS-CoV, o que facilitaria a 

entrada do vírus por vias alternativas (MAKOWSKI; OLSON-SIDFORD; 

WEISEL, 2021). As integrinas são uma das vias alternativas relatadas na 

literatura, no qual 8 de 24 proteínas desta família reconhecem o motivo de RGD 

no ligantes nativos (CARVACHO; PIESCHE, 2021).  

 O motivo RGD já foi relatado como entrada para infecções por outros 

vírus, tais quais vírus de Epstein-Barr, rotavírus e Ebola (HUSSEIN et al., 2015). 

Portanto, a interação com integrinas pode ser uma das explicações para o 

SARS-CoV-2 ter uma maior eficiência na transmissão, e consequentemente se 

espalha de forma mais rápida e agressiva que o SARS-CoV (CARVACHO; 

PIESCHE, 2021). Neste sentido, as integrinas podem atuar como vias 

alternativas ou co-receptores para entrada na célula (MAKOWSKI; OLSON-

SIDFORD; WEISEL, 2021). 

 Estudos indicam que no início da infeção, quando apenas sintomas 

respiratórios são observados, a partícula viral liga-se as integrinas gerando uma 

desregulação no processo de coagulação e angiogênese (MAKOWSKI; 

OLSON-SIDFORD; WEISEL, 2021). Em etapas seguintes, a replicação viral 

acelera e a barreira epitelial-endotelial é comprometida, levando a presença de 
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partículas virais no sangue em 15% dos pacientes (CHEN et al., 

2020;WIERSINGA et al., 2020;ZHOU et al., 2020). 

4.3.3 

Tratamentos disponíveis 

 Após a descoberta e aprovação de algumas vacinas no fim de 2020, o 

seu uso através da vacinação tornou-se a maneira mais eficaz de prevenir-se 

da infecção pelo SARS-CoV-2 (STASI et al., 2022). Atualmente o tratamento 

para caso graves ou críticos é baseado no uso de corticosteroides sistêmicos, 

tocilizumabe ou sarilumabe que são bloqueadores de receptores Interleucina-6 

(IL-6) e Baricitinib como alternativa a bloqueadores de IL-6 (WHO, 2022). Para 

casos não graves, mas com risco de hospitalização apenas o Nirmatrelvir-

Ritonavir é fortemente recomendado (WHO, 2022). Demais tratamentos 

aprovados pela OMS são colocados para uso condicional, considerando 

respostas clinicas ou casos específicos (WHO, 2022). 

4.4  

Simulação molecular 

 O surgimento de epidemias e outras doenças, tais como COVID-19, 

câncer e diabetes, ameaçam a vida e a saúde humana. Portanto, é 

frequentemente necessário o planejamento e desenvolvimento de novos 

fármacos (ADELUSI et al., 2022), que é um processo caro e longo, iniciando na 

identificação, passando pelo desenvolvimento, ensaios in vitro, in vivo, clínicos 

e finalmente aprovação. Este processo pode custar até 2,6 bilhões de dólares 

e leva em média 14 anos (MYERS; BAKER, 2001). Os avanços computacionais 

das últimas décadas possibilitam a realização de algumas etapas do 

desenvolvimento e planejamento de fármacos através de simulações 

computacionais (MIRZAEI, 2020), reduzindo o custo e o tempo. 

 Atualmente a técnica de modelagem molecular é uma ferramenta bem 

integrada ao processo de planejamento de fármacos na indústria farmacêutica, 

principalmente auxiliando na rápida triagem e descoberta de candidatos 

terapêuticos com menor custo possível (ABRAMOV; SUN; ZENG, 

2022;ADELUSI et al., 2022). A técnica de modelagem molecular abrange uma 

grande quantidade de técnicas como ancoramento molecular, dinâmica 
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molecular e predições de adsorção, distribuição, metabolismo, excreção e 

toxicidade (ADMET) no desenvolvimento e planejamento de fármacos 

(ADELUSI et al., 2022).  

 As simulações moleculares são amplamente utilizadas em sistemas 

químicos e biológicos com o intuito de compreender fenômenos que geralmente 

não são visualizados em estudos experimentais (HERWIG, 2014;SILVA et al., 

2022). Elas podem fornecer informações a níveis moleculares e atômicos das 

interações entre uma alvos e um ligante, entre moléculas e modelos 

membranas, das rotas de síntese de um certo fármaco, da transição de fase e 

agregação de moléculas, e de vários outros processos importantes 

(LYUBARTSEV; RABINOVICH, 2016;MASERAS; MOROKUMA, 

1995;MOROKUMA et al., 2001;SENN; THIEL, 2009;SILVA et al., 2022).    

4.4.1  

Ancoramento molecular 

 O ancoramento molecular é uma técnica que visa obter informações 

sobre a interação entre componentes químicos e biológicos ou entre dois 

componentes biológicos, tais como interações entre uma proteína e outra 

proteína, entre um ácido nucleico e uma proteína e entre uma molécula 

pequena (ligante) e uma macromolécula (PAGADALA; SYED; TUSZYNSKI, 

2017). Esta ferramenta prediz o comportamento destes componentes, 

contabilizando as interações entre as duas entidades estudada, gerando 

conformações e poses que podem ser avaliadas através de ranqueamento por 

funções de pontuação (GUEDES; MAGALHÃES, DE; DARDENNE, 2014).  

 Em sistemas alvo-ligante, esta técnica tem três objetivos principais: a 

predição do modo de ligação (pose), triagem virtual e estimativa de afinidade 

de ligação (JAIN; NICHOLLS, 2008). Estes objetivos são alcançados a partir da 

contabilização das interações de van der Waals, interações eletrostáticas e 

ligações de hidrogênio (PAGADALA; SYED; TUSZYNSKI, 2017).  

As metodologias de ancoramento molecular são constituídas 

principalmente por duas ferramentas básicas, um algoritmo de busca e uma 

função de pontuação de energia (GUEDES; MAGALHÃES, DE; DARDENNE, 

2014). No caso de uma molécula pequena (ligante) e uma proteína, o algoritmo 

de busca é responsável por explorar as orientações e conformações de um 
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ligante, enquanto que a função de pontuação é responsável por avaliar a 

qualidade destas conformações e ordená-las de acordo com a afinidade do 

ligante em um alvo (BROOIJMANS; KUNTZ, 2003;SPERANDIO et al., 2006). 

Para ser considerada como adequada para dado sistema, a metodologia 

de ancoramento tem que ser capaz de prever a posição, as interações 

moleculares de um ligante ativo no sítio de ligação de um alvo, e reproduzir 

dados observados experimentalmente dentro de uma margem de tolerância 

(GUEDES; MAGALHÃES, DE; DARDENNE, 2014). Este procedimento de 

validação é comumente denominado de reancoragem, e sua margem de 

tolerância geralmente é medida pela raiz quadrada do desvio quadrático médio 

(RMSD) (MORRIS et al., 2009; 2014). 

4.4.1.1 

Autodock  

 O software AutoDock é dentre muitas ferramentas, uma ferramenta 

amplamente de ancoragem molecular utilizada na previsão de complexos 

proteína-ligante (GARRETT M et al., 2012).  O Autodock mostrou-se capaz de 

prever com rapidez e precisão modos de ligação e afinidade de ligação para 

sistemas de proteínas com ligantes (MORRIS et al., 2009). Esta técnica 

combina um campo de força de energia livre semiempírica e um algoritmo de 

busca lamarckiano para gerar resultados com rapidez para cada modo de 

ligação e afinidade associada (MORRIS et al., 1998a). 

 Para prever os modos de ligação, o Autodock usa um método baseado 

em grades para compreender todo espaço conformacional disponível para o 

ligante na proteína (MORRIS et al., 2009). Neste método, a proteína é 

incorporada a uma grade, em seguida cada ponto da grade é sequenciado por 

uma átomo de sonda (MORRIS et al., 2014). Então, a energia de interação 

entre a sonda e o alvo é calculada. Este valor é armazenado na grade e por fim 

esta grade de energias calculadas é usada durante a simulação(MORRIS et al., 

2014). 

 O algoritmo de busca conformacional utilizado neste método é baseado 

de maneira análoga a evolução biológica (MORRIS et al., 1998a). O Algoritmo 

Genético Lamarckiano (LGA) considera uma população inicial, onde as 

conformações experimentais são criadas e, em gerações sucessivas esses 
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indivíduos sofrem mutações e trocam parâmetros conformacionais. Por fim, o 

algoritmo seleciona os indivíduos de menor energia de ligação(MORRIS et al., 

2009). O uso do LGA permite uma busca local de conformações, encontrando 

mínimos locais que são passados para gerações posteriores. Logo, o algoritmo 

de busca LGA é um método híbrido em que realiza uma busca global e local 

(MORRIS et al., 1998a). 

 Para prever a energia de ligação, o modulo Autodock4 usa um campo 

de força de energia livre semiempírico (MORRIS et al., 2014). O campo de força 

utilizado é baseado em um modelo termodinâmico amplo que permite a 

incorporação de energias intramoleculares na energia de ligação prevista 

(HUEY et al., 2007). Nesta abordagem, a energia de ligação é estimada pela 

diferença entre a energia do ligante e da proteína no estado separado, e a 

energia do ligante no estado complexado(HUEY et al., 2007;MORRIS et al., 

2009). 

 As funções de pontuação atuais são otimizadas pela adição de funções 

de energia empírica, na qual são adicionados termos entrópicos as equações 

de mecânicas moleculares. A equação 1 principal está representada abaixo: 

  

∆𝐸𝑏𝑖𝑛𝑑 = (𝑉𝑏𝑜𝑢𝑛𝑑
𝐿−𝐿 − 𝑉𝑢𝑛𝑏𝑜𝑢𝑛𝑑

𝐿−𝐿 ) + (𝑉𝑏𝑜𝑢𝑛𝑑
𝑃−𝑃 −  𝑉𝑢𝑛𝑏𝑜𝑢𝑛𝑑

𝑃−𝑃 ) + (𝑉𝑏𝑜𝑢𝑛𝑑
𝑃−𝐿 −  𝑉𝑢𝑛𝑏𝑜𝑢𝑛𝑑

𝑃−𝐿 ) +

 ∆𝑆𝑐𝑜𝑛𝑓             Eq. 1 

onde L e P referem-se ao ligante e à proteína. V são as energias associadas 

aos pares estabelecidos pelo método. ΔSconf é a perda de entropia 

conformacional após a ligação do ligante à proteína, que é calculada a partir da 

soma dos graus de liberdade de torção, da contribuição da água 

(dispersão/repulsão, ligação de hidrogênio, eletrostática e dessolvatação) e de 

aproximações de dados empíricos em termos de pares atômicos conforme 

apresentado na equação 2 (HUEY et al., 2007; Morris et al., 2009): 

𝑉 = 𝑊𝑣𝑑𝑤 ∑ (
𝐴𝑖𝑗

𝑟𝑖𝑗
12 −  

𝐵𝑖𝑗

𝑟𝑖𝑗
6 ) +  𝑊ℎ𝑏𝑜𝑢𝑛𝑑 ∑ 𝐸(𝑡) (

𝐶𝑖𝑗

𝑟𝑖𝑗
12 −  

𝐷𝑖𝑗

𝑟𝑖𝑗
10)

𝑖𝑗𝑖𝑗

+ 𝑊𝑒𝑙𝑒𝑐 ∑
𝑞𝑖 𝑞𝑗

𝜀 (𝑟𝑖𝑗)𝑟𝑖𝑗

+ 𝑊𝑠𝑜𝑙 ∑(𝑆𝑖𝑉𝑗 + 𝑆𝑗𝑉𝑖 )𝑒(−𝑟𝑖𝑗
2 2𝜎2)⁄  

𝑖𝑗𝑖𝑗

 

Eq. 2 
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onde Wvdw, Whbond, Welec e Wsol são os termos de ponderação, i e j são os pares 

atômicos, Aij, Bij, Cij e Dij são os parâmetros de van der Waals, rij é a distância 

entre os pares atômicos i e j, εij é a permissividade elétrica do meio onde o 

campo existe, qi e qj são as cargas dos pares atômicos i e j, S é o parâmetro 

de solvatação e  é uma constante. As constantes de ponderação W são 

usadas para calibrar a energia livre empírica com base em um conjunto de 

complexos caracterizados experimentalmente (HUEY et al., 2007; Morris et al., 

2009). 

4.4.2  

Dinâmica molecular  

 A dinâmica molecular (DM) é um ramo da ciência baseada na mecânica 

clássica que estuda o comportamento de um sistema de muitas partículas com 

o decorrer do tempo (KARPLUS; MCCAMMON, 2002).  O estudo da DM 

possibilita obtenção de informações sobre o comportamento dinâmico 

microscópico do sistema. Além disso, com uso de mecânica estatística é 

possível obter propriedades macroscópica como energia interna, pressão, 

volume, temperatura, entropia, energia livre e etc. (NAMBA; SILVA; SILVA, 

2008). 

 As simulações de DM aplicadas a sistemas biomoleculares são capazes 

de descrever uma grande variedade de processos importantes, entre eles: a 

mudança conformacional, a ligação de moléculas com alvos 

macromoleculares, o dobramento e a desnaturação de proteínas, bem como 

prever perturbações de nível atômico tais como mutação e 

fosforilação(HOLLINGSWORTH; DROR, 2018). Além disso, pode-se 

evidenciar a posição de cada átomo em uma resolução de femtosegundos. 

 A DM é baseada em equações de mecânica molecular (MM), onde as 

moléculas são consideradas como um conjunto de átomos que podem ser 

descritos por forças newtonianas, ou seja, os átomos são tratados como 

partículas que são conectadas por forças elásticas ou harmônicas 

(SANT’ANNA, 2009). A simulação de DM consiste na resolução numérica das 

equações clássicas do movimento. Em um sistema simples, a equação de 

movimento pode ser escrita para cada átomo i de um sistema molecular da 

seguinte forma (equação 3):  
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𝐹𝑖 =  𝑚𝑖𝑎𝑖 =  
𝑑2𝑟𝑖 

𝑑𝑡2
𝑚𝑖 =  

𝑑2�⃗⃗�𝑖 

𝑑𝑡
𝑚𝑖    Eq. 3 

onde 𝐹𝑖 é a força sobre o átomo i na posição 𝑟𝑖, t é o tempo,  𝑣𝑖 e 𝑎𝑖 são a 

velocidade e a aceleração do átomo i de massa 𝑚𝑖.  A força também pode ser 

obtida diretamente da derivada da energia potencial V em relação as 

coordenadas 𝑟𝑖 dos átomos conforme a equação 4: 

𝐹𝑖 =
𝜕𝑉

𝜕𝑟𝑖
     Eq. 4 

A resolução da equação 4 fornece diretamente a aceleração de cada 

átomo.  Associando as equações de movimento é possível determinar as 

velocidades, a partir das quais podem ser integradas para obter a mudança de 

posição de cada átomo. Com as posições e velocidades de cada átomo, pode-

se determinar as energias potencial e cinética do sistema.  

Desta forma, a resolução destas equações de movimento representa a 

evolução no tempo dos movimentos moleculares, denominada de trajetória, 

que é o conjunto de posições e velocidades de cada átomo com o decorrer do 

tempo (NAMBA; SILVA; SILVA, 2008;SANT’ANNA, 2009).   

4.4.2.1  

Campo de Força 

Nas simulações de DM, os átomos são considerados como centros 

pontuais que interagem através de potenciais de interação de pares ou 

multicorpos. Um conjunto completo de potenciais de interação entre as 

partículas é denominado de campos de força (NAMBA; SILVA; SILVA, 2008). 

Nos dias de hoje, a aplicação do campo de força torna-se necessária quando 

pretende-se executar simulações de sistemas grandes (com mais de 100.000 

átomos) com escala espacial de dezenas nanômetros e resolução temporal de 

até microssegundos. (BAI et al., 2022;FU, H. et al., 2022). 

Os primeiros campos de força surgiram por volta de 1960. A principal 

finalidade era o estudo da estrutura, espectros vibracionais e entalpia de 

pequenas moléculas orgânicas (hidrocarbonetos, álcoois, éter e etc.) 

(GONZÁLEZ, M.A., 2011). Com o avanço da computação, tanto em questão de 

software como de hardware, diversos campos de força têm surgido atendendo 

sistema mais complexos e específicos. Entre os campos de força mais 
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populares estão o AMBER (CORNELL et al., 1995), CHARMM (HUANG; 

MACKERELL, 2013;MACKERELL et al., 1998), OPLS (JORGENSEN; 

MAXWELL; TIRADO-RIVES, 1996), GROMOS (OOSTENBRINK et al., 2004) e 

COMPASS (SUN, 1998). Um fato que pode potencializar a popularidade destes 

campos de força é a aplicabilidade geral. Cabe ressaltar que a maioria destes 

campos de força são muitas vezes específicos para um tipo de sistema e são 

frequentemente atualizados constantemente.  

Apesar dos campos de força gerais atender uma variedade de sistemas, 

algumas classes de compostos e sistemas específicos requerem potenciais 

específicos tais como carboidratos e ácido ribonucleicos (FOLEY; TESSIER; 

WOODS, 2012;SALSBURY; LEMKUL, 2021). Dentre essas classes, deve se 

considerar a água como de grande importância, tal que vários modelos de água 

foram propostos para otimizar as simulações de DM (BARKER; WATTS, 1969). 

Os modelos de água mais comuns são: TIP3P, TIP4P, TIP5P, SPC e SPC/E 

(VEGA et al., 2009). Alguns estudos que realizam comparações entre modelos 

indicam que o modelo de água TIP4P, fornece a melhor descrição de 9 de 10 

propriedades experimentais investigadas (VEGA et al., 2009). Uma das 

propriedades mais desafiadoras para reconciliar os dados experimentais e 

teóricos com diversos campos de força e modelos de água diferentes é o 

coeficiente de partição água-octanol (COSTA, R. K. M. et al., 2023). 

Para que um campo de força seja considerado ideal, este deve ter 

parâmetros que consigam reproduzir com eficiência as propriedades de 

interesse do sistema estudado. Portanto, existem vários campos de forças com 

complexidades diversificadas, buscando atender a diferentes sistemas com 

características específicas (GONZÁLEZ, M.A., 2011). Os parâmetros 

geralmente são obtidos através de cálculos de mecânica quântica ab initio ou 

semiempírico, bem como utilizando informações experimentais, tais como 

raios-X e difração de elétrons, ressonância magnética nuclear, infravermelho, 

Raman e espectroscopia de nêutrons, entre outros. 

Um campo de força é uma expressão matemática, que refere-se à forma 

funcional e conjunto de parâmetros que associados podem calcular a energia 

potencial de um sistema às coordenadas de suas partículas (CORNELL et al., 

1995;GONZÁLEZ, M.A., 2011). Os campos de força clássicos são baseados 

na interpretação física de 3 termos de energia potencial para átomos ligados: 
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estiramento de ligação, deformação angular da ligação e de torção em torno de 

ângulos diedros. Em termos de átomos não ligados, existem 2 termos de 

energia potencial em relação as: interações de van der Waals de repulsão e 

dispersão; e as interações eletrostáticas ou de Coulomb (MONTICELLI; 

TIELEMAN, 2013).  

 

Figura 8. Esquema das interações em um campo de força. As ligações 

covalentes são representadas por linhas sólidas e a interações 

intermoleculares são indicadas como linhas tracejadas. b representa o 

estiramento da ligação entre as partículas 1 e 2,  Φ são as torções das ligações 

que envolve as partículas 1, 2, 3 e 4, θ representa as deformações angulares 

entre as partículas 2, 3 e 4, e rij representa as interações intermoleculares de 

van der Waals e Coulomb entre a partícula externa 5 e partícula 3. Adaptada 

de (PONDER; CASE, 2003).  

Uma expressão típica para energia potencial de um sistema molecular 

simples é apresentada na equação 5: 

𝑉(𝑟) =  ∑ 𝑉𝑏 + ∑ 𝑉𝜃 + ∑ 𝑉𝜙 + ∑ 𝑉𝑣𝑑𝑊 +  ∑ 𝑉𝑒𝑙𝑒𝑡 

Eq. 5 

onde 𝑉𝑏 é o potencial do estiramento de ligações, 𝑉𝜃 é o potencial da 

deformação angular da ligação, 𝑉𝜙 é o potencial de torção de ligação, 𝑉𝑣𝑑𝑊 é o 

potencial de interações de van der Waals e 𝑉𝑒𝑙𝑒𝑡 é o potencial de interações 

eletrostáticas ou Coulombianas. Cada termo da equação 5 será detalhado na 

próxima seção. 

4.4.2.1.1 
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Estiramento de ligação 

 A energia potencial para o alongamento da ligação geralmente é 

representada por um potencial harmônico, conforme mostra a equação 6: 

𝑉(𝑏) = ∑
𝑘𝑏

2
(𝑏 − 𝑏0)2    Eq. 6 

onde 𝑘𝑏 é constante de força da ligação, 𝑏 𝑒 𝑏0 são comprimento de ligação e 

comprimento de ligação de referência, respectivamente. Cabe dizer que 

geralmente 𝑘𝑏 tem um valor grande, o que se traduz em uma grande quantidade 

de energia para esticar ou comprimir significativamente uma ligação química 

(MONTICELLI; TIELEMAN, 2013).  

O potencial harmônico é uma aproximação ruim quando há grandes 

desvios no comprimento de ligação de referência (GONZÁLEZ, M.A., 2011).  

Ocasionalmente, outras formas funcionais são empregadas para melhorar a 

precisão nestes casos, em particular o potencial de Morse apresenta boa 

precisão (MONTICELLI; TIELEMAN, 2013). Como grandes deslocamentos de 

ligação de referência são incomuns em simulações de macromoléculas 

biológicas, funções de energia potencial desse tipo raramente são usadas. 

 

4.4.2.1.2  

Deformação angular de ligação 

 A energia potencial para a deformação angular da ligação também é 

descrita por um potencial harmônica (equação 7):  

𝑉(𝜃) = ∑
𝑘𝜃

2
(𝜃 − 𝜃0)2      Eq. 7 

onde 𝑘𝜃 é a constante de força da deformação angular, 𝜃 e 𝜃0 são a variação 

angular e o ângulo no equilíbrio, respectivamente.  

Diferente da constante de força para comprimento de ligação, 𝑘𝜃 

geralmente possui valores menores em comparação com  𝑘𝑑. Logo, é 

necessário menos energia para que ocorra uma variação no ângulo de ligação 

em relação ao valor de referência (MONTICELLI; TIELEMAN, 2013). Outros 

termos podem ser adicionados para melhorar a precisão em casos particulares. 

Entretanto, esta é uma boa aproximação no geral. 
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4.4.2.1.3 

Torsões de ligação 

Sempre que uma molécula contém mais de 4 átomos consecutivos é 

necessário adicionar o termo de torção de ligação. Este termo descreve a 

energia potencial do sistema molecular em relação a rotação em torno de cada 

ângulo diedro (MONTICELLI; TIELEMAN, 2013). Na função da energia 

potencial de deformação angular da ligação apresentada na equação 8, o 

primeiro somatório refere-se a energia potencial de torção e o segundo 

somatório refere-se a energia potencial de torções impróprias: 

𝑉(𝜙) = ∑
𝑘∅

2
(1 + cos(𝑛∅ − ∅0))2 + ∑

𝑘𝜓

2
(𝜓 − 𝜓0)2   Eq. 8 

onde 𝑘∅ representa a constante do diedro que está relacionada com a altura da 

barreira, 𝑛 é a multiplicidade ou número de mínimos da função potencial,  ∅0 é 

o ângulo diedro de referência. No segundo termo temos a 𝑘𝜓 que é a constante 

do diedro improprio e 𝜓0 é o ângulo diedro improprio de referência. 

As energias envolvidas nas torções são significativamente menores em 

relação ao comprimento de ligação e deformação angular, o que lhe confere 

centenas de vezes menos rigidez (GONZÁLEZ, M.A., 2011). Logo, os termos 

torcionais ou diedros são muito importantes para assegurar a conformação 

correta de moléculas e para reproduzir as principais mudanças conformacionais 

ocasionadas pelas rotações sobre as ligações.  

4.4.2.1.4  

Potencial de van der Waals 

 O potencial de van der Waals é um dos termos de átomos não ligados. 

Ele deve ser calculado para pares de átomos separados por no mínimo 3 

ligações e entre átomos de diferentes moléculas (MACKERELL, 2004). 

Geralmente, esse termo é representado pelo potencial de Lennard-Jones (LJ), 

como mostra a equação 9 para os átomos i e j: 

𝑉𝑣𝑑𝑊 = ∑ 4𝜀𝑖𝑗 [(
𝜎𝑖𝑗

𝑟𝑖𝑗
)

12

−  (
𝜎𝑖𝑗

𝑟𝑖𝑗
)

6

]   Eq. 9 
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onde 𝜀𝑖𝑗 representa a profundidade do poço, ou seja, o potencial entre barreira 

atrativa e repulsiva, o termo 𝜎𝑖𝑗 é o diâmetro ou distância na qual o potencial 

tende a zero.  

 O 𝑉𝑣𝑑𝑊 possui um termo de atração e um termo repulsivo. O primeiro 

tem como origem as forças de dispersão, que são geradas entre dipolos 

induzidos que nascem de variações na distribuição de cargas eletrônicas em 

todas as moléculas (GONZÁLEZ, M.A., 2011). Já o termo repulsivo surge da 

observação de que abaixo de uma certa distância, geralmente em torno de 0,3 

nm, os átomos tendem a se repelir, devido a sobreposição das nuvens de 

elétrons de cada átomo (GONZÁLEZ, M.A., 2011;MONTICELLI; TIELEMAN, 

2013). 

4.4.2.1.5  

Potencial eletrostático  

 O último termo da equação 5 é do potencial eletrostático, onde 

comumente é atribuído uma carga atômica parcial ao núcleo do átomo. 

Geralmente, a lei de Coulomb é utilizada para calcular esta contribuição 

conforme mostra equação 10 (MONTICELLI; TIELEMAN, 2013): 

𝑉𝑒𝑙𝑒𝑡 = ∑
𝑞𝑖 𝑥 𝑞𝑗

4𝜀0𝜀𝑟𝑟𝑖𝑗
    Eq. 10 

onde 𝑞𝑖  e 𝑞𝑗 representam as cargas parciais para os átomos i e j, 𝑟𝑖𝑗 é a distância 

entre os núcleos dos átomos, 𝜀0 é a permissividade do vácuo e 𝜀𝑟 é a constante 

dielétrica relativa do meio.  

Uma alternativa mais precisa para calcular a contribuição eletrostática é 

o uso de métodos quânticos, pois pode-se calcular este potencial diretamente 

da densidade eletrônica. Porém, o alto custo computacional no uso destes 

métodos para simulações de dinâmica molecular torna a aplicação inviável 

(GONZÁLEZ, M.A., 2011).  

4.4.2.2  

Condições iniciais do sistema em dinâmica molecular 

 Para executar uma simulação de DM é necessário especificar as 

posições iniciais das partículas que fazem parte do sistema. Portanto, é 

conveniente que as coordenadas iniciais estejam situadas dentro de uma rede 
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cristalina, evitando assim que haja sobreposições atômicas indesejadas 

(NAMBA; SILVA; SILVA, 2008). Cabe ressaltar que podem ser usadas 

diferentes geometrias para a caixa de simulação, e que estas não influenciam 

ou interferem significativamente no resultado da simulação (NAMBA; SILVA; 

SILVA, 2008). As geometrias mais utilizadas são cúbicas, octaédricas truncada 

e paralelepipédica.  

 Após a solvatação do sistema, sempre é necessário minimizar a energia 

do sistema para eliminar maus contatos entre os átomos. A minimização de 

energia visa encontrar um conjunto de posições atômicas que minimizam a 

energia potencial do sistema. Os métodos mais utilizados são o algoritmo de 

minimização de descida mais íngreme (do termo em inglês steepest descent) e 

o método dos gradientes conjugados (LINDAHL, 2008). Após a minimização de 

energia, há um relaxamento do sistema, no qual a força aplicada sobre cada 

átomo é pequena. Desta forma, obtém-se a estrutura de partida para a 

simulação (NAMBA; SILVA; SILVA, 2008).  

4.4.2.2.1 

Algoritmo de descida mais íngreme 

O método de descida mais íngreme é um dos mais usados por ser 

considerado um método robusto. Este método utiliza a primeira derivada da 

função de energia para determinar a direção para o mínimo. Apesar de não ser 

particularmente eficiente, esta técnica tem um bom desempenho na 

minimização de estruturas que estão longe do mínimo de energia (TONNER, 

2011). Este algoritmo utiliza a equação 11 para encontrar o mínimo local de um 

sistema: 

𝑥𝑘+1 = 𝑥𝑘 − 𝛼𝑘𝑔𝑘     Eq. 11 

onde 𝑥𝑘 é o ponto atual,  𝑔𝑘 é a direção do gradiente e 𝛼𝑘 é o tamanho do 

passo. O cálculo do próximo ponto 𝑥𝑘+1 é feito a cada iteração pela equação 

11 até que seja encontrado um mínimo local da função (MEZA, 2010). No 

software Gromacs, o método de descida mais íngreme é implementado pela 

equação 12: 

𝑟𝑛+1 = 𝑟𝑛 +
𝐹𝑛

max(|𝐹𝑛|)
ℎ𝑛   Eq. 12 
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onde r é um vetor definido por 3N coordenadas,  𝐹𝑛 é a força e ℎ𝑛 é o 

deslocamento máximo. A notação de max(|𝐹𝑛|) significa a maior força que pode 

ser aplicada a um átomo. Com isso as energias e forças são calculadas até que 

exista uma convergência com a força máxima definida. 

4.4.2.2.2 

Método de gradientes conjugados 

 Em comparação com o método de descida mais íngreme, a minimização 

por gradientes conjugados é mais robusta para encontrar o mínimo. Porém, é 

um cálculo mais demorado nos estágios iniciais da minimização. Este método 

também usa a primeira derivada para determinar o mínimo de energia. A 

equação principal para o método de gradientes (equação 13) é semelhante a 

equação 10, mas são consideradas as seguintes condições (GILBERT; 

NOCEDAL, 1992): 

𝑥𝑘+1 = 𝑥𝑘 − 𝛼𝑘𝑑𝑘    Eq 13. 

𝑑𝑘 = {
−𝑔𝑘                      𝑝𝑎𝑟𝑎  𝑘 = 1  

−𝑔𝑘 +  𝛽𝑘𝑑𝑘−1      para 𝑘 ≥ 2  
 

onde 𝛽𝑘 é um escalar e 𝛼𝑘 é um passo obtido por uma busca unidimensional.  

Como dito anteriormente, este método apresenta algumas limitações na busca 

por mínimos globais, sendo necessárias minimizações anteriores.   

 

4.4.2.3  

Ensembles 

 Um estado macroscópico é consequência da associação de vários 

microestados, que interagem para formarem um equilíbrio dinâmico estatístico 

(LUSTIG, 1994). Logo, um ensemble é um conjunto de microestados que 

representa o estado do sistema. Ele permite que um conjunto de propriedades 

termodinâmicas e configurações seja mantido constante durante a integração 

das equações de Newton (TOBIAS; MARTYNA; KLEIN, 1993). 

 O ensemble microcanônico (NVE) mantem constante o número de 

partículas (N), o volume (V) e a energia total do sistema (E) durante a simulação 

(NAMBA; SILVA; SILVA, 2008). Porém, este ensemble possui a desvantagem 

de que algumas propriedades experimentais não são mensuráveis através de 
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estudos por simulação (TOBIAS; MARTYNA; KLEIN, 1993). Geralmente, 

estudos experimentais são feitos sob a condição de número de partículas, 

temperatura, volume ou pressão constantes, o que levou ao desenvolvimento 

de novos ensembles.  

Para controlar de forma separada a temperatura (T), o volume (V) e a 

pressão (P), foram criados o ensemble canônico e o isotérmico-isobárico. O 

ensemble canônico (NVT) controla o número de partículas (N), Volume (V) e 

Temperatura (T) constantes durante a simulação. Já o ensemble isotérmico-

isobárico (NPT) mantém constantes o número de partículas (N), a pressão (P) 

e a temperatura (T). Os ensembles NVT e NPT tem como potencial 

termodinâmico característico a energia livre de Helmholtz e energia livre de 

Gibbs, respectivamente, que são bem mais fáceis de serem calculados por 

simulação do que a entropia, que é a propriedade termodinâmica característica 

do ensemble NVE (TOBIAS; MARTYNA; KLEIN, 1993).  

4.4.2.4  

Termostatos  

 As simulações de DM necessitam do controle de algumas variáveis no 

ensemble, entre elas a temperatura no NVT e a temperatura e a pressão no 

NPT. Para esta finalidade, usa-se uma ferramenta chamada de termostato que 

tem como função realizar o controle da temperatura do sistema. O termostato 

impede que a temperatura do sistema varie acima dos limites pré-definidos. Os 

termostatos mais comuns em simulações de DM são o de Berendsen 

(BERENDSEN et al., 1984), Nosé-Hoover (EVANS; HOLIAN, 1985) e o de 

reescalonamento da velocidade (BUSSI; DONADIO; PARRINELLO, 2007).  

4.4.2.4.1 

Termostato de Berendsen 

 O termostato de Berendsen controla a temperatura do sistema através 

de um banho térmico que é acoplado ao sistema, onde a temperatura T0 é 

mantida fixa(BERENDSEN et al., 1984).  A cinética deste termostato é de 

primeira ordem conforme mostra a equação 14: 

𝑑𝑇

𝑑𝑡
=  

1

𝜏
 (𝑇0 − 𝑇)     Eq. 14 
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onde τ é o tempo de cada passo da simulação ou constante de acoplamento, T 

é a temperatura do sistema no tempo t. Este termostato aplica uma 

renormalização das velocidades em cada passo da simulação para controlar a 

temperatura até que a temperatura desejada seja alcançada (BERENDSEN et 

al., 1984). O valor de τ deve ser testado para averiguar a rapidez com que o 

sistema chega à temperatura desejada. Cabe ressaltar que quanto maior o 

valor de τ mais tempo levará para a temperatura ser alcançada. Embora tenha 

uma forma simples, geralmente este não é o melhor termostato, pois por vezes 

não simula a temperatura corretamente. 

4.4.2.4.2 

Termostato de Reescalonamento de Velocidade 

 O termostato de reescalonamento de velocidade é uma otimização do 

termostato de Berendsen. Uma das desvantagens ou falha no termostato de 

Berendsen é que as flutuações presentes no sistema não satisfazem o 

ensemble canônico (BERENDSEN et al., 1984;BUSSI; DONADIO; 

PARRINELLO, 2007). Logo, este termostato tem como proposta corrigir as 

flutuações do NVT através de flutuações estocásticas, conforme mostra a 

equação 15:  

𝑑𝐾 =  (𝐾0 − 𝐾)
𝑑𝑡

𝜏
+ (

𝐾𝐾0

1
2

𝑁𝑙
)

𝑑𝑊

(𝜏)
1
2

   Eq. 15 

onde K representa a energia cinética,  𝑁𝑙 corresponde aos graus de liberdade, 

dW representa um processo de Wiener, ou seja, uma distribuição de movimento 

browniano, e τ é a constante de acoplamento (BUSSI; DONADIO; 

PARRINELLO, 2007).  

4.4.2.4.3 

Termostato de Nosé-Hoover 

 O termostato de Nosé-Hoover é um algoritmo que utiliza a adição de uma 

variável dinâmica imaginária. Ele atua modificando a cinética das partículas do 

sistema, aumentando ou diminuindo a aceleração até que estas atinjam a 

temperatura definida (EVANS; HOLIAN, 1985). Portanto, uma variável s e o seu 

momento conjugado são adicionados as equações de movimento. Estas 

DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 2112419/CA



 
 

49 
 

variáveis representam um reservatório térmico através da energia potencial Us, 

e cinética Ks. 

𝑈𝑠 = (3𝑁 − 2)𝑘𝑏𝑡 𝑙𝑛 (𝑠)     Eq. 16 

𝐾𝑠 =
𝑄𝑠

2

2
     Eq. 17 

onde o grau de liberdade é dado por (3N-2), k representa a constante de 

Boltzmann e Qs é a inércia térmica. A equação clássica (equação 18) do 

termostato de Nosé-Hoover é uma função de Lagrange estendida para incluir 

as coordenadas de s e sua derivada do tempo.  

ℒ =  𝑠2 ∑
𝑝𝑖

2

2𝑚𝑖
− 𝑈 + 𝑄2 − 𝑘𝑏

𝑁
𝑖=1 𝑇𝐿 ln 𝑠   Eq. 18 

onde Q é a massa efetiva associada a s, L é definido pelo número de graus de 

liberdade. Este termostato não é ergódico para um oscilador harmônico. Logo, 

um termostato ou cadeias de termostatos podem ser implementados para 

melhorar a ergodicidade e levar em conta leis de conservação adicionais 

(MARTYNA; KLEIN; TUCKERMAN, 1992). 

4.4.2.5  

Barostatos  

 Assim como a temperatura, a pressão também pode ser controlada em 

um ensemble. Neste caso, barostatos são usados para manter a pressão 

constante e próxima dá pressão desejada. O barostato usa a variável P. Os 

barostatos mais comuns são o de Berendsen (BERENDSEN et al., 1984) e o 

de Parrinello-Rahman (PARRINELLO; RAHMAN, 1981). 

4.4.2.5.1  

Barostato de Berendsen 

 A funcionalização deste barostato ocorre pelo fraco acoplamento de um 

banho térmico externo, no qual é fundamentado no princípio da menor 

perturbação local. Semelhante ao termostato de Nosé-Hoover, um termo extra 

é adicionado às equações de movimento que ocasionam uma mudança de 

pressão no sistema. A função que representa este barostato é apresentada na 

equação 19: 
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𝑑𝑃

𝑑𝑡
=  

𝑝0−𝑝

𝜏𝑝
     Eq. 19 

onde a pressão de referência é 𝑝0, 𝑝 é a pressão no tempo t e 𝜏𝑝 é a constante 

de tempo para o acoplamento. Cabe ressaltar que o barostato de Berendsen 

trabalha com o escalonamento de coordenadas com o escalonamento do 

volume para minimizar os distúrbios locais (BERENDSEN et al., 1984). Logo, é 

adicionando um termo extra (x’) a equação de movimento x=v conforme 

mostrado na equação 20: 

𝑥′ = 𝑣 +  𝛼𝑥    Eq. 20 

O ajuste do volume ocorre pela seguinte equação 21:   

𝑉′ = 3𝛼𝑉     Eq. 21 

Já a mudança de pressão está relacionada com a compressibilidade 

isotérmica β conforme a equação 22:  

𝑑𝑝

𝑑𝑡
=

1

𝛽𝑉
−  

𝑑𝑉

𝑑𝑡
=  −

3𝛼

𝛽
   Eq. 22 

O fator α é determinado pela equação 23: 

𝛼 =  
−𝛽(𝑝0−𝑝)

3𝜏𝑝
     Eq. 23 

Logo, a equação de movimento (equação 20) modificada fica da seguinte 

forma combinando as equações anteriores.  

𝑥′ = 𝑣 −  
𝛽(𝑝0−𝑝)

3𝜏𝑝
𝑥    Eq. 24 

Apesar da compressibilidade é muito imprecisa, ela não apresenta 

consequência para dinâmica (BERENDSEN et al., 1984) uma vez que β 

influencia apenas a precisão de 𝜏𝑝. 

4.4.2.5.1  

Barostato de Parrinello-Rahman 

O barostato de Parrinello-Rahman foi proposto pois não é suficiente 

dimensionar apenas o volume quando estruturas cristalinas são simuladas. 
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Este barostato foi projetado como uma extensão do método de Andersen, de 

modo que tanto o volume quanto a forma da caixa de simulação mudam com o 

tempo (KE et al., 2022;PARRINELLO; RAHMAN, 1981). A expressão para o 

barostato de Parrinello-Rahman é demonstrada na equação 25: 

 
𝑑2𝑟𝑖

𝑑𝑡2
= 𝑉 𝑊−1𝑏−1 (𝑃 − 𝑃𝑟𝑒𝑓)    Eq. 25 

onde b é a matriz que representa os vetores da caixa, V é o volume da Caixa, 

as pressões de referência e no tempo t são representadas por P e Pref, 

respectivamente. W é uma matriz de parâmetros de massa que estabelece a 

força do acoplamento, que é definida conforme a equação 26: 

𝑊 =  
3𝜏𝑝

2𝐿

4𝜋2𝛽
     Eq. 26 

onde 𝜏𝑝 é a constante de tempo do barostato, 𝐿 é o maior comprimento da 

caixa, e β é a compressibilidade isotérmica. Cabe dizer que este barostato 

representa um ensemble NPT corretamente. Apesar disso, quando o sistema 

se desvia muito do equilíbrio, pode haver oscilações que são capazes de levar 

o sistema ao colapso (PARRINELLO; RAHMAN, 1981). Uma das saídas para 

este problema é aumentar o valor da 𝜏𝑝 e ao simular o ensemble canônico usar 

o termostato de reescalonamento de velocidade, atingindo o equilíbrio com 

maior eficiência. 

4.4.2.6 

Condições periódicas de contorno 

 As condições periódicas de contornos são uma ferramenta utilizada em 

sistemas simulados por DM quando não há interesse em algum efeito particular 

da superfície. Geralmente, simulações de DM possuem entre 102 a 106 

partículas devido aos custos computacionais. Em comparação com sistemas 

reais (macroscópicos), essa quantidade de partículas é uma quantidade 

insignificante (NAMBA; SILVA; SILVA, 2008). Considerado um sistema com 

1000 partículas em uma caixa cubica de aresta 10, quase metade das 

partículas estão nas faces externas, o que ocasiona um grande efeito nas 

propriedades mensuráveis neste sistema (ALLEN.P, 2004).  
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 Existem várias maneiras para solucionar os problemas gerados pelas 

condições de contorno em uma simulação de DM. O uso das condições 

periódicas de contorno é um dos métodos utilizados para solucionar os 

problemas (KUMAR, H.; MAITI, 2011). Neste caso, a célula é replicada em 

todas as direções conforme mostra a Figura 9. 

 

Figura 9. Representação de um sistema com condições periódicas de 

contorno. A figura central é o sistema estudado e nas adjacências os sistemas 

especulares, a seta indica que o movimento executado na figura central é 

repetida nas imagens especulares. Figura extraída da literatura  (ALLEN.P, 

2004) 

A Figura 9 representa o esquema utilizado no método de condições 

periódicas de contorno. Esta representação mostra que à medida que uma 

partícula sai da caixa de simulação, sua imagem periódica se move da mesma 

maneira para substituí-la, mantendo o número de átomos na caixa central 

conservado (KUMAR, H.; MAITI, 2011). Quando as partículas estejam dentro 

de um intervalo, é possível computar as interações entre os átomos reais e de 

imagem periódica (ALLEN.P, 2004).  

4.4.2.7 

Algoritmos de integração em dinâmica molecular 

 As simulações de DM têm como principal finalidade gerar várias 

trajetórias de um sistema com o decorrer do tempo, possibilitando calcular as 
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propriedades termodinâmicas médias ou determinar a evolução temporal do 

sistema(KUMAR, H.; MAITI, 2011). Logo, é necessário o uso de operadores 

numéricos que sejam capazes de integrar as equações de movimento. 

Geralmente, algoritmos são utilizados para realizar essa tarefa (KUMAR, H.; 

MAITI, 2011). Os algoritmos de integração mais utilizados em simulações de 

DM são os algoritmos de Verlet e de Leap-Frog que serão detalhados nas 

próximas seções. 

4.4.2.7.1 

Algoritmo de Verlet 

O algoritmo de integração de Verlet é um operador matemático baseado 

no método das diferenças finitas, onde a integração é dividida em intervalos 

curtos de tempos. Estes intervalos são denominados de passos de integração 

(∆t), que permitem simular os movimentos de maior frequência do sistema 

(VERLET, 1967). A funcionalidade deste algoritmo é baseada na equação 27: 

𝑟(𝑡 + ∆𝑡) = 2𝑟(𝑡) − 𝑟(𝑡 − ∆𝑡) + 𝑎(𝑡)∆𝑡2   Eq. 27 

onde a é aceleração, r é posição da partícula e t é o tempo. Esta equação 

determina as novas posições dos átomos, 𝑟(𝑡 + ∆𝑡), no tempo de simulações 

(𝑡 + ∆𝑡), usando acelerações e posições das partículas no tempo t e posições 

no passo anterior r(t-∆t) (VERLET, 1967). Esta equação pode ser obtida pela 

expansão de Taylor, conforme mostra as equações 28 e 29. A expansão de 

Taylor para a posição em torno do tempo t é representada na equação 28: 

𝑟(𝑡 + ∆𝑡) = 𝑟(𝑡) + 𝑣(𝑡)∆𝑡 +
1

2
 𝑎(𝑡)∆𝑡2 +  𝑏(𝑡)∆𝑡3 + 𝑂∆𝑡4   Eq. 28 

Se invertemos o tempo teremos 

𝑟(𝑡 − ∆𝑡) = 𝑟(𝑡) − 𝑣(𝑡)∆𝑡 +
1

2
 𝑎(𝑡)∆𝑡2 −  𝑏(𝑡)∆𝑡3 + 𝑂∆𝑡4   Eq. 29 

Combinando as duas equações e mantendo os termos até ∆t2 temos,  

𝑟(𝑡 + ∆𝑡) = 2𝑟(𝑡) − 𝑟(𝑡 − ∆𝑡) + 𝑎(𝑡)∆𝑡2 + 𝑂∆𝑡4  Eq. 30 

É importante mencionar que o algoritmo de Verlet é capaz de determinar 

a posição com precisão até ∆𝑡4 e a velocidade até ∆𝑡2 (VERLET, 1967). Para 
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o cálculo da velocidade, utilizam-se as diferenças de posições nos 

tempos(𝑡 − ∆𝑡) e (𝑡 + ∆𝑡), dividido pelo tempo percorrido (Equação 31): 

𝑣(𝑡) =  
𝑟(𝑡+∆𝑡)−𝑟(𝑡+∆𝑡)

2∆𝑡
    Eq. 31 

Portanto, temos as equações de posição e velocidade do algoritmo de 

Verlet (equações 30 e 31, respectivamente). 

4.4.2.7.2 

Algoritmo de Leap-Frog 

 O algoritmo de Leap-Frog pode ser considerado uma optimização do 

algoritmo de Verlet, pois este foi projetado para corrigir a precisão numérica 

que era afetada por envolver erros grandes e pequenos. Neste algoritmo tanto 

a velocidade quanto a posição alternam simultaneamente. A primeira 

velocidade é calculada em meio passo de tempo e esta é utilizada para calcular 

a posição em passo de tempo completo (GUNSTEREN, VAN; BERENDSEN, 

1988;KUMAR, H.; MAITI, 2011). As expressões para o algoritmo de Leap-Frog 

são apresentadas nas equações 32 e 33: 

𝑟(𝑡 + ∆𝑡) = 𝑟(𝑡) + 𝑣 (𝑡 +
1

2
∆𝑡)∆𝑡   Eq. 32 

𝑣 (𝑡 +
1

2
∆𝑡) = 𝑣 (𝑡 −

1

2
∆𝑡) +  

1

𝑚
𝐹(𝑡)∆𝑡  Eq. 33  

Observa-se que ao combinar as equações 32 e 33, a equação obtida é 

equivalente a equação 27 do algoritmo de Verlet. O algoritmo de Leap-Frog 

necessita da determinação da velocidade do passo de tempo anterior que pode 

ser determinada pela equação 34:  

𝑣 (𝑡0 − ∆𝑡) = 𝑣(𝑡0) −  
1

𝑚
𝐹(𝑡0)

1

2
∆𝑡   Eq. 34 

Para calcular a velocidade de uma partícula no tempo atual pode ser 

usada uma interpolação simples. Como dito anteriormente uma das principais 

vantagens do esquema de integração Leap-Frog é que não precisamos somar 

erros de ordens diferentes em ∆t (KUMAR, H.; MAITI, 2011). 
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4.4.2.8 

Soma de Ewald (PME) 

 A forma das interações que é computada em uma simulação de DM 

associa-se diretamente ao custo computacional e a precisão dos resultados 

(ABRAHAM, Mark J.; GREADY, 2011). Em sistemas grandes, como por 

exemplo um sistema biomolecular, somar todas as contribuições de interações 

Coulombianas de pares de átomo, a fim de representar a natureza eletrostática 

de longo alcance é impraticável, devido ao elevado custo computacional 

(KUMAR, H.; MAITI, 2011).   

 A soma de Ewald é amplamente utilizada para tratar das interações em 

sistemas periódicos. A sua implementação dá-se através da equação 35: 

𝐸 =  
𝑓

2
 ∑ ∑ ∑ ∑ ∑

𝑞𝑖  𝑞𝑗

𝑟𝑖𝑗,𝑛

𝑁

𝑗

𝑁

𝑖𝑛𝑧∗𝑛𝑦𝑛𝑥

, (𝑛𝑥 + 𝑛𝑦𝑛𝑧) = 𝑛 ≠ 0  

   Eq. 35 

A equação 34 determina a energia eletrostática para N partículas e suas 

imagens periódicas. Os vetores de índice da caixa são representados por 

𝑛𝑥, 𝑛𝑦 , 𝑛𝑧, e a distância real entre as cargas é 𝑟𝑖𝑗,𝑛 (ESSMANN et al., 1995). 

Para aumentar a velocidade de convergência a equação 34, esta é decomposta 

como o somatório de três termos independentes: Edir calcula a energia de forma 

direta, Erec fornece uma distribuição gaussiana sobre a energia e a 

transformada de Fourier e Ecorr garante a neutralidade de carga da célula 

unitária (ESSMANN et al., 1995). Esses termos são apresentados nas 

equações 36, 37 e 38: 

𝐸𝑑𝑖𝑟 =  
𝑓

2
 ∑ ∑ ∑ ∑ 𝑞𝑖𝑞𝑗

𝑒𝑟𝑓𝑐(𝛽𝑟𝑖𝑗,𝑛)

𝑟𝑖𝑗,𝑛
𝑛𝑧∗𝑛𝑦𝑛𝑥

𝑁

𝑖,𝑗

  

   Eq. 36 

𝐸𝑟𝑒𝑐 =
𝑓

2𝜋𝑉
 ∑ 𝑞𝑖𝑞𝑗 ∑ ∑ ∑

𝑒𝑥𝑝(−(
𝜋𝑚
𝛽

)2 + 2𝜋𝑖𝑚 (𝑟𝑖 − 𝑟𝑗)

𝑚2

𝑚𝑧∗𝑚𝑦𝑚𝑥

𝑁

𝑖,𝑗

 

Eq. 37 

𝐸𝑐𝑜𝑟𝑟 = −
𝑓𝛽

√𝜋
 ∑ 𝑞2

𝑁

𝑖

 

   Eq. 38 
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onde o termo Edir é referido como energia direta ou de curto alcance, Erec é 

referido como energia recíproca ou de longo alcance e Ecorr é referido como 

energia de correção. Nas equações 36, 37 e 38, o termo β é o parâmetro que 

define o peso relativo das somas direta e recíprocas, erfc é uma função de erro, 

V é o volume da célula unitária, m é o número de células unitárias e q é a carga 

das partículas. 

4.4.2.9 

Algoritmo de Restrição  

 Em simulações de DM, geralmente as oscilações nas ligações são 

substituídas por restrições holonômicas, pois estas acontecem em frequência 

alta e amplitude baixa, o que limita o intervalo de tempo em uma simulação 

(HESS et al., 1997). Nesta situação, o comprimento de ligação entre os átomos 

fica longe do ideal, o que resulta na geração de energia que aquece o sistema. 

Esta situação geralmente ocorre com partículas pequenas e de pouca massa, 

visto que o momento médio do sistema produz grande movimento das 

partículas. Para resolver esse problema geralmente são aplicados algoritmos 

de restrições, os mais comuns são o LINCS e SHAKE. 

4.4.2.9.1 

Algoritmo de Restrição LINCS 

O algoritmo de restrição LINCS (solucionador de restrições lineares) foi 

projetado para otimizar o cálculo da equação matricial, executar correção de 

velocidade, evitando o alongamento rotacional e corrigindo o comprimento, e 

melhorando a precisão e a estabilidade (HESS et al., 1997). O método de 

LINCS é implementado pela equação 39, onde é considerado um sistema com 

N partículas, e posições dadas por um vetor 3N r(t). 

𝑑2𝑟

𝑑𝑡2
= 𝑀−1 𝑓      Eq. 39 

onde 𝑓 é a vetor de força 3N e M uma matriz diagonal 3N x 3N contendo as 

massas das partículas. Geralmente, um sistema é limitado por K equações 

independentes do tempo na condição gi (r)= 0, i = 1, ..., K. Adicionando as 

restrições como um potencial V(r), e multiplicando pelos multiplicadores de 

Lagrange (λi), temos a equação 39: 
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− 𝑀 
𝑑2𝑟

𝑑𝑡2
=  

𝑑

𝑑𝑟
(V − λ g)     Eq. 40 

onde g é uma função de restrição gi = (ra -rb)2
 – d2 = 0, e r são as posições das 

partículas relacionadas a restrição, e d é o comprimento ideal da ligação. 

4.4.2.9.2 

Algoritmo de restrição SHAKE 

 O método SHAKE utiliza a aplicação de restrição de distância, 

empregando coordenadas cartesianas para determinar os multiplicadores de 

Lagrange (KRAUTLER; GUNSTEREN, VAN; HUNENBERGER, 2001). Este 

algoritmo baseia-se na linearização e desacoplamento das equações de 

movimento, ou seja, as equações que redefinem as coordenadas atômicas dos 

sistemas (ELBER; RUYMGAART; HESS, 2011). A principal expressão 

matemática deste algoritmo é mostrada na equação 41:  

𝜎𝛼≡(𝑗𝑘)(𝑋) =  𝑟𝑗𝑘
2 − 𝑟𝑗𝑘,0

2 = 0     ∀𝛼 = 1, … , 𝐿   Eq. 41 

onde 𝑟𝑗𝑘
2   é o quadrado das distâncias entre os átomos j e k que são mantidas 

restritas, 𝑟𝑗𝑘,0
2  é o valor de referência ao qual o quadrado da distância é 

comparado e L é o número de distancias restritas. Por fim, α é um índice que 

denota as restrições.  

4.4.2.10 

Amostragem guarda-chuva 

 O método de amostragem guarda-chuva (do inglês umbrella sampling) é 

uma técnica que calcula a energia livre de um sistema ao longo de uma 

coordenada de reação (𝜉) (MILLS; ANDRICIOAEI, 2008). Geralmente 𝜉 é 

definido em termos de geométricos, como distâncias, torsões e RMSD de dois 

estados de referências. Após a definição da 𝜉 é possível calcular a energia livre 

(𝐺) de um processo pela equação 42: 

𝐺(𝜉) =  −
1

𝛽
ln 𝑄(𝜉)    Eq. 42 

onde 𝐺(𝜉) é também conhecido como potencial de força média (PMF). O termo 

β é igual ao inverso da constante de Boltzmann (kb) multiplicada pela 

temperatura absoluta T, e Q é a função de partição canônica. Para determinar 
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𝐺(𝜉) em simulações computacionais, é necessário ter uma amostragem boa 

dos estados intermediários (KÄSTNER, 2011). Com a suposição de ter um 

sistema ergódico, a 𝑄(𝜉) é igual a função de distribuição 𝑃(𝜉), que é calculada 

pela equação 43: 

𝑃(𝜉) = lim
𝑡→∞

1

𝑡
 ∫ 𝜌 [𝜉 (𝑡′)]𝑑𝑡′

1

0
   Eq. 43 

onde t denota o tempo, e 𝜌 é um termo que conta a ocorrência dos estados em 

um intervalo de 𝜉.  

O método de amostragem guarda-chuva utiliza a aplicação de potenciais 

harmônicos (equação 44) ao longo de uma coordenada para que o sistema seja 

conduzido de um estado termodinâmico para outro (TORRIE; VALLEAU, 1977). 

A amostragem deste processo é geralmente realizada através de uma série de 

janelas para mostrar o intervalo de cada 𝜉.  

𝜔𝑖(𝜉) =
𝐾

2
(𝜉 − 𝜉𝑟𝑒𝑓)

2
    Eq. 44 

onde 𝑤𝑖 é o potencial de polarização da janela i, K é a constante de força 

harmônica e 𝜉𝑟𝑒𝑓 é a coordenada de reação de referência. A aplicação do 

potencial em cada janela serve para o manter o sistema próximo ao ponto de 

referência 𝜉𝑟𝑒𝑓 da respectiva janela i. No método de amostragem guarda-chuva, 

a energia livre (𝐺) é determinada indiretamente através da função de 

distribuição não viesada (𝑃𝑖
𝑢), conforme mostra as equações 45 e 46: 

𝑃𝑖
𝑢 = 𝑃𝑖

𝑏(𝜉) exp[𝛽𝜔𝑖(𝜉)]〈exp[−𝛽𝜔𝑖(𝜉)]〉   Eq. 45 

𝐺(𝜉) = −
1

𝛽
ln 𝑃𝑖

𝑏(𝜉) − 𝜔𝑖(𝜉) + 𝐹𝑖   Eq. 46 

onde 𝑃𝑖
𝑏 é a função de distribuição enviesada e 𝐹𝑖 é uma ponderação que é 

calculado por 𝐹𝑖 = −
1

𝛽
𝑙𝑛〈𝑒−𝛽𝜔(𝜉)〉. Geralmente, esse termo é obtido através de 

técnicas de análises de amostragem (KÄSTNER, 2011).  

4.4.2.11 

Método da análise de histograma ponderado (WHAM) 

 Diversos métodos foram desenvolvidos para calcular o 𝐹𝑖, entre eles o 

método da análise de histograma ponderado (WHAM). Este é um método 

promissor que visa minimizar o erro estatístico associado a uma função de 
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distribuição global 𝑃𝑢(𝜉) (KUMAR, S. et al., 1992). A determinação da 

distribuição 𝑃𝑢(𝜉) é calculada através de uma média ponderada das 

distribuições 𝑃𝑖
𝑢(𝜉) das janelas individuais i, conforme a equação 47: 

𝑃𝑢(𝜉) = ∑ 𝑝𝑖(𝜉)

𝐽𝑎𝑛𝑒𝑙𝑎𝑠

𝑖

𝑃𝑖
𝑢(𝜉) 

   Eq. 47 

onde 𝑝𝑖(𝜉) é um peso escolhido para minimizar o erro estatístico da distribuição 

global (equação 48 e 49): 

𝑝𝑖 =
𝑎𝑖

∑ 𝑎𝑗𝑗
     Eq. 48 

𝑎𝑖(𝜉) = 𝑁𝑖 exp[−𝛽𝜔𝑖(𝜉) + 𝛽𝐹𝑖]   Eq. 49 

no qual 𝑁𝑖 é o número de total de etapas amostradas para cada janela i. Logo, 

é possível notar a associação da ponderação 𝐹𝑖 com a distribuição global 

𝑃𝑢(𝜉)(equação 47) e o peso 𝑝𝑖(𝜉) pelas equações 48 e 49. No WHAM, a 

ponderação 𝐹𝑖 é calculada pela equação 50: 

exp(−𝛽𝐹𝑖) = 〈exp(−𝛽𝜔(𝜉))〉 = ∫ 𝑃𝑢(𝜉)exp [−𝛽𝜔𝑖(𝜉)]𝑑𝜉  Eq. 50 

Ao observar a equação 47 onde tem-se 𝑃𝑢(𝜉) e as equações 48 e 49 

que mostram a associação de 𝐹𝑖 com 𝑃𝑢(𝜉), a presença dos dois termos na 

equação 50 sugere que estes devem ser iterados até a convergência para 

obtenção do PMF (KÄSTNER, 2011;KUMAR, S. et al., 1992).  

4.4.2.12  

Dinâmica molecular de aceleração randômica (-RAMD)  

 O tempo de residência (𝜏) é definido como o tempo em que um fármaco 

permanece ligado ao sítio de ligação de um alvo, podendo ser calculado 

conforme a equação 51: 

𝜏 =
1

𝑘𝑜𝑓𝑓
     Eq. 51 

onde 𝑘𝑜𝑓𝑓 é constante de taxa de dissociação. Este parâmetro trata-se de uma 

constante cinética de primeira ordem que geralmente é expressa em s-1. Para 

um fármaco ter efeito sobre um alvo, este tem que ter um tempo de residência 
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suficientemente longo para poder interferir na função da mesma (SOHRABY; 

NUNES-ALVES, 2022). 

Uma das abordagens para determinar o tempo de residência relativo (𝜏) 

é chamada dinâmica molecular de aceleração aleatória τ (-RAMD). Esta 

técnica de cálculo de 𝜏 é baseada em um procedimento de amostragem 

melhorada, onde uma pequena força adicional orientada aleatoriamente sobre 

a molécula ligante é aplicada, facilitando a sua desvinculação do alvo (KOKH 

et al., 2018). A direção da força aplicada é atribuída de forma aleatória toda vez 

que o ligante apresenta um movimento em um intervalo de tempo em que uma 

distância mínima definida não é respeitada.  

Uma das vantagens de utilizar o método -RAMD é o fato de que esta 

técnica não requer conhecimento prévio da via de dissociação, bem como um 

ajuste extensivo de parâmetros. Portanto, o único parâmetro a ser definido pelo 

usuário é a magnitude da força aleatória. Esta força geralmente não afeta o 

tempo de residência pois é definida para respeitar uma condição mínima de 

tempo de simulação para cada trajetória.   

4.4.2.13  

GROMACS 

GROMACS é um software para simulações de dinâmica molecular 

projetado para estudos da dinâmica de sistemas biomoleculares, tais como 

proteínas, ácidos nucleicos e lipídeos. A denominação de GROMACS vem da 

abreviação de GROningen MAchine for Chemical Simulation, onde o primeiro 

termo é referente a cidade da Universidade onde este software foi desenvolvido 

(SPOEL, VAN DER et al., 2005). Este programa é o resultado de um projeto de 

colaboração entre o Departamento de Química e o Departamento de Ciência 

da Computação da Universidade de Groningen na Holanda no início dos anos 

de 1990. O Gromacs dispõe da possibilidade de utilização de vários campos de 

força, entre eles o OPLS, Gromos, Charmm e Amber que são bem comuns em 

estudos de DM (SPOEL, VAN DER et al., 2005). Além disso, há atualizações 

frequentes que acompanham os avanços computacionais em termos de 

hardwares e softwares, possibilitando simulações mais rápidas e com boa 

eficiência. Este software é de livre acesso com licença geral livre GNU-LGPL, 

sendo mantido por diversos centros de pesquisa. A sua robustez e rapidez em 
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comparação com os concorrentes, além do fato de ser gratuito, contribui para 

que este seja um dos programas mais utilizados nesta área.  
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5 

Metodologia 

5.1 

Preparando as estruturas tridimensionais  

Primeiramente a estrutura 3D do ligante e as estruturas 3D 

cristalográficas dos alvos foram obtidos no formato *.PDB. Logo, após a 

aquisição destes arquivos, um processo de preparo pré-simulação foi realizado, 

para que os arquivos iniciais estivessem em conformidade com a necessidade 

de cada programa de simulação e para a otimização do custo computacional. 

O programa Autodock foi utilizado para o ancoramento molecular e 

posteriormente o programa Gromacs para a simulação de dinâmica molecular.  

A estrutura 3D do peptídeo antiviral ATN-161 foi obtida do banco de 

dados PubChem (KIM et al., 2021) com o código CID: 9960285. Os alvos 

macromoleculares foram adquiridos do banco de dados de proteínas, onde as 

integrinas α5β1 de conformação fechada e aberta foram obtidas pelos códigos 

PDB ID: 4WK4 (XIA; SPRINGER, 2014) e PDB ID: 7NWL (SCHUMACHER et 

al., 2021), respectivamente. Os alvos da proteinase principal 3C-Like (MPRO) e 

a proteína S da variante ômicron complexada com hACE2 do SARS-CoV-2 

foram adquiridos pelos códigos PDB ID: 7BQY (JIN et al., 2020) e PDB ID: 

7WPB (YIN et al., 2022), respectivamente. 

Os alvos macromoleculares foram visualizados e sanitizados utilizando 

o pacote UCSF Chimera, onde foram removidas as estruturas que não são de 

interesse (PETTERSEN et al., 2004). Logo, na estrutura do 4WK4 foram 

retirados ligantes (sacarídeos) que não são de interesse. Em 7NWL, foram 

removidas as cadeias C da fibronectina, e fragmentos de anticorpos artificiais 

das cadeias D e E, ficando apenas com as cadeias referentes as subunidades 

α5 e β1. Para a estrutura de 7BQY, apenas a cadeia C referente ao peptídeo 

artificial N3 foi removida. Finalmente, apenas os ligantes sacarídeos foram 

removidos da estrutura 7WPB. 
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5.2 

Ancoramento Molecular  

Para executar as simulações de ancoramento molecular foram utilizados 

os pacotes Autodock4.2 e o Autodock Tools (ADT) (MORRIS et al., 2014) como 

citado anteriormente. A simulação de ancoramento molecular foi executada 

com o intuito de obter as melhores poses iniciais do ligante ATN-161 

complexado aos alvos macromoleculares. O sistema inicial foi preparado com 

o ADT, onde foram adicionados hidrogênios polares a estrutura de todas as 

proteínas e foram computadas as cargas de Kollmann (MORRIS et al., 1998b). 

Em relação ao ligante este foi adicionado ao sistema, e também foram 

computadas as cargas e seus pontos de torção foram detectados, no qual 

foram computadas 24 ligações rotacionáveis e definidos 17 torsões para 

simulação. 

Na etapa seguinte, uma caixa de grade com dimensões de 126x126x126 

Å3 e espaçamento de grade de 0,375 Å foi gerada para cada sistema de alvo- 

ATN-161. Cabe ressaltar que as dimensões foram escolhidas para possibilitar 

que o ligante pudesse interagir com todos os sítios de ligação próximos ao sítio 

ativo definido na literatura para cada alvo. As coordenadas do centro de cada 

caixa de grade foram determinadas de acordo com os artigos associados a 

cada estrutura (JIN et al., 2020;SCHUMACHER et al., 2021;XIA; SPRINGER, 

2014;YIN et al., 2022). Sendo assim as coordenadas para 4WK4 (x= 22.286; 

y= 11.004; z= -19.274) e 7NWL (x= 287.143; y= 288.333; z=240.064) foram 

referenciadas com a coordenada do sítio de ligação RGD presente em cada 

arquivo. A referência da estrutura 7BQY (x= 5.218; y= -2.997; z= 20.37) baseou-

se na posição do resíduo de aminoácido GLN 166 que se encontra entre os 

domínios de ligação I e II. Finalmente, a referência da estrutura 7WPB (x= 

196.913; y= 175.471; z= 248.689) foi colocada no domínio de ligação RGD.  

Os sistemas foram submetidos a simulação de ancoragem molecular 

após a preparação de cada sistema. Vale ressaltar que a metodologia utilizada 

neste estudo considera as proteínas como estruturas rígidas e o ligante flexível. 

A simulação de ancoragem molecular consiste basicamente em duas etapas: a 

busca conformacional e o ranqueamento de energia para cada conformação 

encontrada.  A busca conformacional foi realizada utilizando o algoritmo 
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genético Lamarckiano (LGA), onde todos os sistemas foram submetidos a 100 

execuções independentes cada, com 150 indivíduos em cada população, 

perfazendo 25 milhões de avaliações de energia e gerando 27 mil gerações.  

A partir dos resultados obtidos, 10 configurações por ranqueamento de 

energia (Ebind) foram selecionadas dentre as 100 geradas para cada complexo 

do ligante ATN-161 com os alvos. Para escolher a configuração inicial para as 

simulações de dinâmica molecular, outros critérios foram também usados tais 

como a região que acomodou o maior número de configurações do ATN-161 

entre as 10 primeiras poses e a interação com resíduos de aminoácidos 

específicos do sítio ativo de cada alvo. 

5.3 

Dinâmica molecular clássica 

 As simulações de DM para cada complexo alvo-ligante foram 

executadas conforme o seguinte fluxo de trabalho: 1) geração das topologias 

do ligante e dos alvos, 2) criação da caixa de simulação, 3) solvatação e adição 

de íons para neutralizar a carga do sistema, 4) minimização de energia do 

sistema, 5) equilibração do sistema, 6) simulação de produção das trajetórias e 

7) análises das trajetórias. 

As simulações de DM foram realizadas com o pacote GROMACS versão 

2021.5 (SPOEL, VAN DER et al., 2005) usando o campo de força atomístico 

OPLS-AA (Jorgensen et al., 1996). A plataforma PolyParGen (YABE et al., 

2019) foi utilizada para gerar a topologia do ligante ATN-161. A função 

pdb2gmx do Gromacs foi usada para gerar as topologias dos alvos proteicos. 

Para a construção do sistema inicial, uma caixa dodecaédrica foi criada com 

função gmx_editconf. As dimensões da caixa de simulação foram definidas 

posicionando o complexo a uma distância de 1 nm das bordas da caixa.  

Os volumes dos sistemas 4WK4, 7NWL, 7WPB e 7BQY possuem 

aproximadamente 2077 nm3, 3436 nm3, 1742 nm3 e 661 nm3, respectivamente. 

Após a geração das caixas de simulação, moléculas de água foram adicionadas 

para solvatar o sistema usando a função gmx_solvate, onde o modelo de água 

TIP4P foi definido (GONZÁLEZ, Miguel A.; ABASCAL, 2011). Para neutralizar 

as cargas do sistema, a função gmx_genion foi utilizada para adicionar contra-

íons ao sistema. Na etapa seguinte, uma minimização de energia foi realizada 
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aplicando o método de descida mais íngreme com um critério de convergência 

de 10 kJ mol-1 nm-1. 

A equilibração do sistema foi realizada em duas etapas. Primeiramente, 

100 ps de simulação com o ensemble canônica (NVT) foi executada, onde o 

número de partículas, volume e temperatura são mantidos constantes. Em 

seguida, uma simulação de 100 ps com o ensemble isotérmico-isobárico NPT 

foi executada, onde foram mantidos constantes o número de partículas, a 

pressão e a temperatura. Desta forma, os sistemas foram otimizados em 

termos de energia e equilibrados na temperatura de aproximadamente 310K e 

pressão de 1 bar. 

A partir do sistema equilibrado, executou-se uma simulação de DM de 

produção de trajetórias de 200 ns com temperatura constante de 310 K e 

pressão de 1 bar, usando o termostato reescalomento de velocidade com 

constante de acoplamento τ de 0,1 ps (BUSSI; DONADIO; PARRINELLO, 

2007) e o barostato de Parrinello-Rahman com uma constante de acoplamento 

τ de 2,0 ps (PARRINELLO; RAHMAN, 1981). Todas as simulações usaram um 

intervalo integração de tempo (dt) de 2  fs. Além disso, o algoritmo LINCS foi 

aplicado como algoritmo de restrição e as interações eletrostáticas de longo 

alcance foram calculadas usando o método Particle-Mesh-Ewald (PME) 

(PETERSEN, 1995). 

As análises das trajetórias foram feitas utilizando as funções gmx_rms 

para gerar o gráfico de raiz quadrada do desvio quadrático médio (RMSD) e a 

raiz quadrada da flutuação quadrática média (RMSF). O cálculo do RMSD 

determina o quanto a posição dos átomos da estrutura estudada se desvia em 

relação a uma estrutura de referência ao longo do tempo de simulação. Sendo 

assim, os RMSDs para a cadeia principal do ligante e para espinha dorsal das 

proteínas foram calculados em relação às suas estruturas iniciais de referência. 

De forma semelhante ao RMSD, o cálculo do RMSF determina o grau de 

flutuação das posições de aminoácidos específicos. Então, o RMSF foi 

calculado para as proteínas que mostraram RMSD acima de 3 Å, com a 

finalidade de visualizar quais regiões contribuíram para o aumento do RMSD.  

Além disso, o software Visual Molecular Dynamics (VMD) (HUMPHREY; 

DALKE; SCHULTEN, 1996) foi utilizado para visualizar as trajetórias dos 
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sistemas e o pacote UCSF Chimera (PETTERSEN et al., 2004) foi usado para 

gerar os mapas de contato de interações importantes entre o ligante e os alvos 

proteicos. Finalmente, a função gmx_hbond foi utilizada para determinar a 

quantidade de ligações de hidrogênio que são formadas ao longo do tempo de 

simulação para cada sistema. 

5.4 

Amostragem guarda-chuva 

A amostragem guarda-chuva (KÄSTNER, 2011;TORRIE; VALLEAU, 

1977) foi realizada com o pacote Gromacs para calcular a energia livre de 

ligação entre o peptídeo ATN-161 e os alvos proteicos. Os sistemas simulados 

anteriormente foram usados para criar um sistema para simulação de dinâmica 

molecular direcionada e amostragem guarda-chuva.  

O solvente e os íons foram removidos para preparar o novo sistema. 

Uma nova caixa foi gerada com a geometria cúbica, considerando a condição 

em que a distância 5 nm entre a proteína e as bordas da caixa. No passo 

seguinte, as dimensões das caixas do sistema foram dobradas na direção de 

arraste do ligante na dinâmica molecular direcionada. Com isso, tem-se as 

seguintes dimensões das caixas de simulação para cada complexo ATN-161- 

alvo: 18.8 x 20.1 x 34.2 nm3 para 4WK4, 23.4 x 18.9 x 44.7 nm3 para 7NWL, 

21.3 x 42.7 x 21.3 nm3 para 7WPB e 30.8 x 11.9 x 12.5 nm3 para 7BQY.  

Com os as caixas geradas nas dimensões adequadas para simulação 

de DM direcionada, os sistemas foram novamente solvatados usando o modelo 

de água TIP4P (GONZÁLEZ, Miguel A.; ABASCAL, 2011) e a carga do sistema 

foi neutralizada pela adição de íons. Depois, foi necessário indicar a orientação 

para a força aplicada na simulação de dinâmica molecular direcionada. Logo, 

foi definido uma direção de arraste do ligante na dinâmica molecular 

direcionada para cada sistema considerando a melhor posição para retirada do 

ligante do sítio de ligação. As direções para cada sistema 4WK4 e 7NWL foram 

definidas no eixo Z, para o sistema 7WPB no eixo Y e para o sistema 7BQY no 

eixo X. Sendo assim o centro de massa do ATN-161 foi puxado ao longo da 

coordenada de reação (𝜉) para fora do sítio de ligação, utilizando um potencial 
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harmônico externo de 1000 kJ mol−1 nm−2 e velocidade de arraste de 0,0075 

nm ps−1 na dinâmica molecular direcionada. 

As configurações iniciais para a simulação de amostragem guarda-

chuva foram obtidas por meio das trajetórias da simulação de DM direcionada. 

Os quadros que foram amostrados foram gerados com um intervalo (ou janela) 

de 0,1 nm de distância entre si, ou seja, a configuração de um quadro foi 

adquirida cada vez que o ligante se moveu 0,1 nm. Os sistemas obtidos foram 

minimizados pelo método de descida mais íngreme com o critério de 

convergência de 10 kJ mol-1 nm-1 e equilibrados por simulação NVT de 100 ps 

na temperatura de 310K e pressão de 1 bar.  

Finalmente, cada janela gerada foi equilibrada por uma simulação NVT 

adicional de 500 ps. Em seguida, uma simulação de produção de trajetórias de 

1 ns foi realizada para cada janela usando uma constante de força de 2000 kJ 

mol-1 nm-2. Os resultados obtidos na amostragem foram analisados pelo 

método de análise de histograma ponderado (WHAM) (KUMAR, S. et al., 1992) 

onde o PMF foi calculado para cada sistema (LEMKUL; BEVAN, 2010). Desta 

forma, a energia livre de ligação de Gibbs (∆Gbind) foi calculada para cada 

complexo usando a diferença de energia livre entre os estados ligado (mínimo) 

e dissociado (máximo) no perfil de energia. 

5.5 

Dinâmica molecular de aceleração randômica (-RAMD)  

 A simulação de τ-RAMD calcula o tempo de residência relativo de um 

ligante em um sítio de ligação de um alvo proteico. Esta etapa foi realizada 

apenas para o complexo formado pelo ATN-161 com MPRO e um complexo 

cristalográfico de referência. O complexo de referência utilizado é formado pelo 

ligante GC376 complexado na MPRO. Esta referência foi obtida no PDB ID 

7CBT. O complexo do ATN-161 com a MPRO foi usado a partir das coordenadas 

iniciais utilizadas no cálculo de energia livre de ligação. 

 Primeiramente, o ligante foi separado da proteína usando o programa 

Pymol. Os átomos de hidrogênio foram adicionados ao ligante e as moléculas 

de água cristalográficas distantes em até 5 Å foram mantidas e as demais 

removidas. Posteriormente, o complexo foi novamente formado, adicionando o 
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ligante e as moléculas de água nas mesmas coordenadas cristalográficas 

originais.  

 A ferramenta AmberTools 22 foi utilizada para gerar os parâmetros de 

topologia para os complexos. O método de AM1 foi utilizado para determinar 

as cargas parciais do ligante. O campo de força para proteínas ff14SB (do termo 

em inglês force field 14 Stony Brook) (MAIER, J. A. et al., 2015) e o campo de 

força GAFF (do termo em inglês Generalized Amber Force Field) (WANG, J. et 

al., 2004) para moléculas ligantes foram utilizados, bem como o modelo de 

água TIP3P (PRICE; BROOKS, 2004).  

 A caixa de simulação foi construída com a proteína a uma distância de 1 

nm das bordas da caixa e o sistema foi solvatado com o modelo de água TIP3P 

(PRICE; BROOKS, 2004). Finalmente, íons foram adicionados para neutralizar 

a carga líquida do sistema. Com o sistema preparado, uma simulação de 

minimização de com 500 passos foi realizada pelo método de descida mais 

íngreme, seguida por 1000 passos de minimização pelo método de gradiente 

conjugado. 

 O sistema foi gradualmente aquecido até a temperatura de 300K em 1 

ns, utilizando restrições harmônicas nos átomos diferentes de hidrogênio com 

uma constante de força de 50 kcal mol-1 Å-2. Em seguida, a etapa de 

equilibração do sistema foi realizada, onde as restrições foram retiradas 

gradualmente diminuindo a constante de força em 50, 10, 5, 2 kcal mol-1 Å-2. 

Cada etapa foi simulada por 1ns. Posteriormente, uma simulação de DM de 

equilíbrio de 10 ns foi realizada sem restrições. Durante a equilibração, o 

termostato de Langevin foi utilizado para manter a temperatura em 300 K 

(DAVIDCHACK; HANDEL; TRETYAKOV, 2009) e o barostato de Berendsen 

(BERENDSEN et al., 1984) foi utilizado para manter a pressão em 1 bar.  

 Um corte de 10 Å foi definido para interações Coulombianas e Lennard-

Jones. As condições de contorno periódicas foram aplicadas com um 

tratamento para interações eletrostáticas de longo alcance usando o método 

Particle Mesh Ewald (PME) (PETERSEN, 1995). Além disso, um intervalo de 

tempo de 2 fs foi empregado com ligações a átomos de hidrogênio restritas 

usando o algoritmo SHAKE (ANDERSEN, 1983). Com o sistema equilibrado, 

as coordenadas iniciais geradas pelo AMBER foram empregadas para o cálculo 
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do tempo de residência do ligante no alvo proteico usando o τ-RAMD com o 

GROMACS.  

 Para o cálculo do tempo de residência do ligante no alvo proteico usando 

o τ-RAMD, o sistema foi inicialmente aquecido em ensemble NVT por 10 ns, 

usando o termostato de Berendsen (τ= 1 ps). Em seguida, uma equilibração foi 

realizada por 10 ns utilizando o termostato Nose-Hoover (EVANS; HOLIAN, 

1985) e barostato de Parrinello-Rahman (PARRINELLO; RAHMAN, 1981) com 

constante de acoplamento de 0,8 e 2 ps, respectivamente. Esta etapa consiste 

em gerar a replica inicial para a simulação de -RAMD. Logo, esta etapa foi 

repetida para gerar 5 replicadas. Cabe dizer que foram geradas coordenadas 

atômicas com diferentes velocidades para serem utilizadas como ponto de 

partida com o intuito de gerar simulações independentes e diferentes. 

 A simulação de -RAMD foi constituída por 5 réplicas com um conjunto 

de 15 trajetórias foram geradas para cada replica. Em cada sistema, foi 

aplicada uma força de 7 kcal mol-1 Å-1 com a direção da força definida 

aleatoriamente, após cada ponto de verificação no qual a saída do ligante fica 

retida. Esta força é redirecionada. As simulações foram encerradas quando o 

centro de massa do ligante moveu-se a uma distância superior a 30 Å da sua 

posição de referência. Por fim, o método bootstrap foi utilizado para estimar o 

tempo de residência relativo, o desvio padrão e a distribuição média de cada 

réplica. 

6 

Resultados e Discussão 

6.1 

Ancoramento molecular 

As simulações de ancoramento molecular tiveram como resultado a 

geração de 100 configurações alvo-ligante para cada macromolécula. Para 

realizar análises posteriores, estas configurações foram delimitadas as 10 

primeiras de acordo com o ranqueamento de energia de ligação. Na Tabela 1 

as 10 poses e suas respectivas energias (Ebind) são apresentadas. 
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Tabela 1. Pontuação de energia de ligação (Ebind) para a ancoragem do ATN-

161 com as conformações fechada (código PDB: 4WK4) e aberta (código PDB: 

7NWL) da integrina α5β1, MPRO (código PDB: 7BQY) e proteína S da variante 

ômicron complexada ao hACE2 (código PDB: 7WPB) obtida por ancoragem 

molecular. 

Pose 
Ebind (kcal mol-1) 

4WK4 7NWL 7WPB 7BQY 

1 -6.32 -6.33 -4.84 -7.27 

2 -5.80 -5.71 -4.35 -7.20 

3 -5.77 -5.36 -4.18 -7.03 

4 -5.56 -5.21 -4.15 -6.99 

5 -5.46 -5.18 -4.11 -6.79 

6 -4.84 -5.12 -4.07 -6.75 

7 -4.71 -5.01 -4.03 -6.60 

8 -4.62 -4.84 -3.83 -6.22 

9 -4.32 -4.76 -3.71 -6.19 

10 -4.24 -4.60 -3.64 -6.18 

 

A Tabela 1 mostra que a pontuação entre as 10 primeiras configurações 

para cada sistema é bastante próxima. Logo, para selecionar apenas uma 

configuração como estrutura de partida para as simulações de dinâmica 

molecular, fez-se necessário utilizar outros critérios. Os critérios adotados para 

selecionar as poses para integrina consideraram a energia de ligação (Ebind), a 

região que acomodou o maior número de configurações entre as 10 primeiras 

já selecionadas, e em particular, os aminoácidos que interagiam no complexo 

alvo-ligante. Os primeiros 10 complexos gerados pela simulação de ancoragem 

molecular para cada alvo são mostrados na Figura 10. 
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(a) (b) 

(c) (d) 

Figura 10. As primeiras 10 poses geradas pelo acoplamento molecular do ATN-

161 na (a) integrina conformação fechada (código PDB: 4WK4) e na (b) 

conformação aberta (código PDB: 7NWL), na (c) proteína S da variante 

ômicron/hACE2 (código PDB: 7WPB) e na (d) MPRO do SARS-CoV-2 (código 

PDB: 7BQY). 

A Figura 10 mostra que há uma região de ocupação em que o ATN-161 

se liga em cada sistema. Como em quase todos os sistemas, o maior número 

de poses foi em apenas uma região, como mostra a Figura 10b, c e d. A 

configuração de menor Ebind foi selecionada. Para a Figura 10a, também foram 

observados os aminoácidos que interagiam, e ao comparar com a integrina de 
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conformação aberta, as poses de menor energia tinham interações 

semelhantes. Logo, foi selecionada aquela configuração de menor energia no 

ranqueamento. Portanto, as configurações selecionadas para o cálculo de 

dinâmica molecular foram aquelas de menor energia em cada sistema. 

Como validação do ancoramento molecular, a simulação de 

reancoragem foi realizada. No entanto, as estruturas cristalográficas dos alvos 

4WK4, 7NWL e 7WPB não possuem ligantes cristalográficos nos respectivos 

sítios de ligação estudados. Sendo assim, a reancoragem foi executada apenas 

para 7BQY, pois o ligante N3 está presente no sítio de ligação. O resultado para 

sobreposição é mostrado na Figura 11.  

 

Figura 11. Reancoragem molecular do ligante N3 no sítio de ligação MPRO para 

os dados cristalográficos encontrados no código PDB: 7BQY. A pose 

cristalográfica de referência é mostrada em roxo e a pose do encaixe é 

mostrada em laranja.  

Os resultados deste reancoragem molecular mostram uma grande 

sobreposição das poses, onde foi calculado um RMSD de 1,388 Å, que é 

considerado dentro de uma margem de tolerância (geralmente RMSD < 3 Å). 

Além disso, foi também calculado um Ebind igual a -8,95 kcal mol-1 para a melhor 

pose da ancoragem molecular (ligante em laranja). Para os demais sistemas, 

aminoácidos que interagem já foram reportados em outros estudos de 

modelagem molecular (LAN et al., 2020;SCHUMACHER et al., 2021;XIA; 

SPRINGER, 2014;YIN et al., 2022). 

6.2 
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Dinâmica molecular 

As estruturas obtidas das simulações de ancoramento molecular foram 

submetidas à solvatação, neutralização da carga líquida por adição de íons, 

minimização de energia e equilibração do sistema. Por fim, foi realizada uma 

simulação de produção de trajetória de 200 ns onde a estabilidade do sistema 

foi analisada, avaliando a estabilidade de seus componentes ao longo do tempo 

de simulação utilizando o RMSD das posições atômicas. Os resultados da 

análise de RMSD são mostrados na Figura 12, onde a variação das posições 

atômicas da cadeia principal das proteínas e do ligante em cada complexo, e 

das proteínas não complexadas foram avaliados. 

(a)

(b) 

DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 2112419/CA



 
 

74 
 

c)

(d) 

Figura 12. Raiz quadrada do desvio quadrático médio (RMSD) da posição 

atômica da cadeia principal da proteína complexada com ligante, cadeia 

principal da proteína sem ligante e átomos pesados de ATN-161 (azul). (a) 

conformação fechada e (b) conformação aberta da integrina α5β1, no qual a 

cadeia A da proteína complexada está em marrom e cadeia B em roxo, a cadeia 

A da proteína sem ligante está em vermelho e a cadeia B em verde. (c) proteína 

S da variante ômicron/hACE2 e (d) complexo da MPRO do SARS-CoV-2, 

proteína complexada em laranja e proteína sem ligante em cinza. 

A Figura 12 mostra como o RMSD variou ao longo do tempo de 

simulação de 200 ns. Em geral, nota-se que o ligante ATN-161 não apresenta 

grande mobilidade no sítio de ligação, tendo assim apenas pequenas variações 

de RMSD. Análises visuais da trajetória de simulação pelo software VMD, 

indicam que o ligante se acomoda em uma determinada posição no sítio de 

ligação nos primeiros picosegundos da simulação. Então, após 5 ns de 

simulação não há variações acima de 0,1 nm para o ATN-161. Já para as 
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macromoléculas é notoriamente visível que há uma variação maior em relação 

ao ATN-161, o que é considerado normal, levando em conta que o número de 

átomos é muito maior nas proteínas em comparação com o ligante.  

Analisando individualmente cada sistema, sugere-se fortemente que há 

estabilidade dos ligantes nos sítios de ligação de cada alvo proteico. Apesar 

disso, as maiores variações de RMSD nas proteínas (aproximadamente 0,3 

nm) são mostradas nas Figuras 3a e 3b. Portanto, para esses casos em 

particular, a RMSF foi calculada e os resultados são mostrados na Figura 13.  

(a) (b)

(c) (d) 

Figura 13. Raiz quadrada da flutuação quadrática média (RMSF) da posição 

atômica por resíduo de aminoácido. As regiões que mostraram variação de 

RMSF maior que 0,3 nm foram destacadas. (a) RMSF da integrina de 

conformação fechada, (b) representação das regiões de maior variação na 

integrina conformação fechada. (c) RMSF da integrina de conformação aberta, 

(b) representação das regiões de maior variação na integrina conformação 

aberta. Em (a) e (c) as linhas sólidas referem-se à cadeia A e as linhas 

pontilhadas referem-se à cadeia B, em (b) e (d) as marcações de cor verde 

representam as maiores variações na cadeia A e em magenta na cadeia B.  
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A Figura 13 mostra que as regiões as quais causam o aumento 

significativo no RMSD, tendem a não alterar a estabilidade do sítio de ligação 

em que o ATN-161 liga-se. Logo, é demonstrado que os aminoácidos que 

participam do sítio de ligação e que interagem com o ATN-161 não apresentam 

variações maiores que 0,3 nm, indicando que o sistema está em equilíbrio. 

Além da variação das posições atômicas, a formação das ligações de 

hidrogênio é verificada durante a simulação em termos de ocupação relativa 

conforme apresentado na Figura 14. A distribuição de ocupação de ligações de 

hidrogênio indica o quanto o ligante permaneceu interagindo ao longo da 

simulação com o respectivo resíduo, assim sendo um dos indicadores de quão 

forte o ligante está interagindo sítio de ligação. 

(a) (b) 

(c) (d) 

Figura 14. Distribuição de ligações de hidrogênio em termos de ocupância 

relativa entre o ATN-161 e os alvos. (a) integrina α5β1 de conformação fechada 

e (b) aberta, (c) proteína S da variante ômicron/hACE2. (d) MPRO do SARS-

CoV-2. “Princ” refere-se a cadeia principal e “Lat” a cadeia lateral. 

A análise para os sistemas com a integrina α5β1 mostrado nas Figuras 

14a e 14b indicam que o ATN-161 interage fortemente com a cadeia lateral do 

resíduo ASP228, computando uma ocupação em torno de 60% no complexo 
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com conformação fechada e quase 40% em sua conformação aberta. Observa-

se que os resíduos SER224 para a conformação fechada e PHE262 para a 

conformação aberta apresentam ocupação significativa (em torno de 25% e 

30%). O sistema com a proteína S da variante da ômicron/hACE2 presente na 

Figura 14c foi aquele que apresentou a menor ocupação, não computando 

nenhuma ocupação acima de 10%, o pode indicar que não há afinidade 

suficiente entre o ligante e os resíduos do sítio de ligação. O complexo com a 

MPRO mostrado na Figura 14d e a conformação fechada de integrina Figura 4a 

são aqueles que apresentaram a maior ocupação de ligação de hidrogênio 

entre todos os sistemas. O sistema com MPRO apresentou a maior ocupação de 

ligações de hidrogênio, sendo o valor em torno de 60% de ocupação entre o 

ATN-161 e GLN189. 

Para ter uma visão geral de como foram geradas as interações por 

ligações de hidrogênio, o número de ligações de hidrogênio formadas ao longo 

do tempo de simulação (200 ns) foram computadas para cada sistema 

estudado e estão presentes na Figura 15.  

(a) (b) 

(c) (d) 

Figura 15. Número de ligações de hidrogênio dos sistemas de ATN-161 e alvos 

(a) integrina α5β1 com conformação fechada e (b) aberta, (c) proteína S da 

variante ômicron/hACE2. (d) MPRO do SARS-CoV-2.  
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A Figura 15 mostra que o ATN-161 forma várias ligações de hidrogênio 

no decorrer da simulação. Logo, isto indica que o ligante está estável no sítio 

de ligação. De forma particular, a Figura 15b referente ao ATN-161 com a 

conformação aberta da integrina é aquela que apresenta um maior valor médio 

de ligações de hidrogênio formadas. Comparando com a conformação fechada 

(Figura 15a), a quantidade média de ligações de hidrogênio computadas é 

quase duas vezes menor, o que pode resultar em uma maior afinidade por esta 

conformação. Os sistemas representados nas Figuras 15c e 15d apresentaram 

praticamente o mesmo valor médio de ligações de hidrogênio formadas, e é 

notável que em alguns períodos não são computadas as ligações de 

hidrogênio. Cabe ainda ressaltar que as ligações de hidrogênio têm uma 

contribuição importante para afinidade de ligação, porém outros fatores podem 

contribuir para uma maior ou menor afinidade de ligação. 

Após analisar as ligações de hidrogênio, uma configuração do sistema 

foi escolhida para o cálculo de energia livre de ligação. Esta configuração 

também foi utilizada para calcular as demais interações. Estas interações 

intermoleculares entre o ATN-161 e as proteínas são apresentadas na Figura 

16.  

(a) (b) 

(c)  (d) 

DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 2112419/CA



 
 

79 
 

(e)  (f) 

Figura 16. Interações intermoleculares entre ATN-161 e alvos. (a) interações 

da integrina α5β1 com conformação fechada, (b) ligações de hidrogênio da 

integrina α5β1 com conformação fechada, (c) interações da integrina α5β1 com 

conformação aberta, (d) interações da proteína S da variante ômicron/hACE2, 

(d) interações da MPRO do SARS-CoV-2 e (e) ligações de hidrogênio da MPRO 

do SARS-CoV-2. 

A Figura 16a apresenta os resíduos que interagem com o ligante no 

sistema com a integrina com conformação fechada. Neste complexo, as 

interações com resíduos VAL324, PHE321, ALA260, THR258, LEU257, 

ASP228, ASP227, SER227, ILE225 e SER224 foram computadas. A Figura 

16b dá um destaque as interações por ligações de hidrogênio, onde os resíduos 

ASP228 e SER224 foram mostrados. Pode-se notar que este resultado está 

acordo com os dados apresentados na Figura 14a. O sistema da conformação 

aberta da integrina é apresentado na Figura 16c. Para este complexo, as 

interações com os resíduos GLU320, PRO323, PHE262, GLY261, THR258, 

LEU257, LYS254, ASP228, ASP227 e ILE225 foram contabilizadas. Cabe 

ainda comentar que, dentre as interações registradas, 4 foram por ligações de 

hidrogênio, sendo interações com os resíduos PHE262, LYS254 e ASP228. Em 

particular, o resíduo PHE262 possui duas interações por ligação de hidrogênio.  

Uma busca foi realizada com a finalidade de encontrar trabalhos que 

relatam o sítio de ligação do ATN-161 na integrina α5β1. No entanto, não foram 

encontrados estudos com esse dado, sendo apenas sugerido que este 

peptídeo se liga ao sítio de sinergia, devido este ser inspirado pelo fragmento 

de fibronectina que interage neste sítio. Para analisar este fato primeiramente, 

é importante notar que o ATN-161 tem sequência Ac-PHSCN-NH2, e a região 
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de sinergismo da fibronectina tem sequência PHSRN, no qual é possível notar 

semelhanças e diferenças entre as estruturas. 

A sequência PHSRN interage exclusivamente com o sítio na região N-

terminal da subunidade α5 integrina (KHALILI et al., 2006;SCHAFFNER; RAY; 

DONTENWILL, 2013). Porém, a substituição do resíduo ARG (R) no fragmento 

de fibronectina por CYS (C) no ATN-161 e inserção dos terminais acetil e amina 

fornecem novas possibilidades de interação como é mostrado nas Figuras 16a, 

16b e 16c. Os resultados obtidos para os sistemas com a integrina mostram 

que o ATN-161 se liga entre o sítio de sinergismo e o bolso de ligação (RGD) 

para ambas as conformações estudadas.  

A análise visual do sistema mostra as interações de ATN-161 com 

GLU320 e ASP227 no complexo α5β1/ATN-161 de conformação aberta. Essas 

interações são consideradas importantes, pois esses resíduos fazem parte do 

domínio de ligação RGD. Além disso, outros resíduos já citados anteriormente 

ficam próximos dos sítios de sinergismo e RGD em ambos os sistemas com 

integrinas (SCHUMACHER et al., 2021;XIA; SPRINGER, 2014). Cabe destacar 

que o resíduo ASP228 interage por ligação de hidrogênio e os resíduos 

TRH258, LEU257, ASP227 e ILE225 interagem por interações hidrofóbicas em 

ambos os complexos (conformações aberta e fechada). 

O sistema formado pela proteína S da variante do ômicron/hACE2 é 

apresentado na Figura 16d. A análise deste complexo contabilizou as 

interações com os resíduos PHE555, GLN552, PRO321 e GLY319, sendo o 

sistema que apresentou o menor número de interações. Além disso, não foram 

computadas ligações de hidrogênio neste complexo. O resultado para o 

sistema com a MPRO é mostrado nas Figuras 16e e 16f, no qual foram 

computadas as interações com os resíduos GLN192, GLN189, ARG188, 

ASP187, VAL186, PRO168, MET165, HIS164, MET49, SER46, HIS41 e 

THR26. A Figura 16f destaca as ligações de hidrogênio formadas neste 

complexo, onde é possível notar que foram formadas 3 ligações, sendo todas 

com o resíduo GLN189. 

Dentre as interações mostradas para o sistema com MPRO
, cabe destacar 

a alta afinidade do ATN-161 pelo resíduo GLN189, que é um aminoácido 

importante para o domínio de ligação dessa proteína (ANTONOPOULOU et al., 

2022;JIN et al., 2020). Além dessa interação, existem as interações com os 
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resíduos GLN192, ARG188, ASP187, VAL186, MET165, MET49 e HIS41 que 

fazem parte do sítio de ligação S2. A interação com o resíduo HIS41 é mais um 

indicativo da ação inibitória do ATN-161, considerando que HIS41 é um 

componente da díade catalítica dessa enzima (ANAND et al., 2003;NGUYEN 

et al., 2020;OWEN et al., 2021).   

Sobre a interação do ATN-161 com MPRO, a estabilidade do ligante é 

mediada pela interação com aminoácidos importantes para o funcionamento 

dessa enzima, indicando que o peptídeo estudado tem grande potencial para 

inibir esse alvo e consequentemente inibir a replicação viral decorrente do 

SARS-CoV-2.  

De forma geral, as Figuras 14, 15 e 16 apresentam dados que 

concordam entre si. Comparando os dados da Figura 15, nota-se que o valor 

médio do número de ligações de hidrogênio está próximo do apresentado para 

cada sistema na Figura 16. Os resíduos que interagem por ligação de 

hidrogênio são aqueles que apresentaram maiores ocupações na Figura 14, 

com exceção da LYS254 na Figura 14c. 

6.3 

Método de Amostragem Guarda-Chuva 

O método de amostragem guarda-chuva foi utilizado para calcular a 

energia livre de ligação (∆Gbind) para cada sistema. A partir da ∆Gbind é possível 

aferir o quão forte o ATN-161 liga-se a cada alvo, bem como calcular a 

constante de inibição aproximada. O cálculo da ∆Gbind é feito através da 

diferença de energia (G) entre os estados ligado (mínimo) e dissociado 

(máximo). O potencial de força média ao longo da coordenada de reação é 

utilizado para calcular o ∆Gbind como mostrados na Figuras 17a, 17c, 17e e 17g. 

Os histogramas para cada sistema são mostrados na Figuras 17b, 17d, 17f e 

17h.  
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(a) (b) 

(c) (d) 

(e) (f) 

(g) (h) 

Figura 17. Perfis de energia livre de Gibbs e histogramas obtidos pelo método 

de amostragem guarda-chuva e análise de histograma ponderado (WHAM) 

para ATN-161/Alvos. (a) potencial de força média e (b) histograma para 

integrina α5β1 conformação fechada, (c) potencial de força média e (d) 
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histograma para integrina α5β1 conformação aberta, (e) Potencial de força 

média e (f) histograma para a proteína S da variante de ômicron/hACE2, (g) 

potencial de força média e (h) histograma para a MPRO do SARS-CoV-2.  

 A Figura 17 apresenta os PMF’s e os respectivos histogramas para cada 

sistema como citado anteriormente. A energia livre é determinada a partir da 

análise do potencial de força média. Os histogramas servem para validar 

estatisticamente os valores obtidos na simulação. É possível notar que todos 

os histogramas apresentados na Figura 17 estão dentro de uma margem 

tolerável de sobreposição, conferindo confiabilidade as energias livres 

calculada. Um resumo das ∆Gbind calculadas é mostrado na Tabela 2.  

Tabela 2. Energia livre de ligação (∆Gbind) do ATN-161 com as conformações 

fechada (código PDB: 4WK4) e aberta (código PDB: 7NWL) da integrina α5β1, 

da proteína MPRO (código PDB: 7BQY) e da proteína S da variante do 

ômicron/hACE2 (código PDB: 7WPB), calculada por amostragem guarda-

chuva. 

Proteína 

Alvo 

∆Gbind 

(kcal mol-1) 

4WK4 -12.6±0.2 

7NWL -14.4±0.5 

7WPB -3.2±0.3 

7BQY -17.7±0.2 

 

Os resultados para ∆Gbind, de todos os ligantes mostram que os 

complexos são formados espontaneamente, pois apresentam energia livre de 

ligação negativas. Porém, é possível notar que o ATN-161 apresenta maior 

afinidade para o sistema 7BQY. Os resultados para a integrina em conformação 

aberta (7NWL) e fechada (4WK4) mostram afinidades de ligação 

termodinamicamente semelhantes, ou seja, não há uma diferença significativa. 

Entretanto, o sistema 7WPB apresenta uma baixa afinidade de ligação. 

Os sistemas 4WK4 e 7NWL apresentam ∆Gbind de -12,6 ± 0,2 e -14,4 ± 

0,5 kcal mol-1 respectivamente, com a conformação fechada tendo uma energia 

ligeiramente inferior, conforme mostrado na Tabela 2. De forma geral, a energia 
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livre de ligação indica que o ATN-161 se liga mais facilmente à conformação 

aberta da integrina α1β5, possivelmente devido ao impedimento estérico na 

conformação fechada (NAGAE et al., 2012;TAKAGI et al., 2003). No entanto, é 

muito provável que o ATN-161 se ligue a essa proteína mesmo na forma inativa, 

como já foi demonstrado para a fibronectina (SCHUMACHER et al., 2021). 

Os resultados para os alvos do SARS-CoV-2 indicam que o ATN-161 se 

liga fortemente à proteína MPRO (7BQY), com uma ∆Gbind de aproximadamente 

-17,7 ± 0,2 kcal mol-1 (Tabela 2), sendo o sistema que apresentou a maior 

afinidade de ligação. No entanto, o ATN-161 se liga fracamente a proteína S da 

variante ômicron/hACE2 (7WPB), com um ∆Gbind de -3,2 ± 0,3 kcal mol-1 

(Tabela 2). A explicação para esse resultado pode estar relacionada à baixa 

ocupação nas ligações de hidrogênio, bem como nas poucas interações 

intermoleculares em geral (Figura 4).  

A energia de livre de ligação pode ser comparada a dados experimentais 

relatados na literatura se a energia livre de ligação experimental (∆Gbind,exp) for 

calculada a partir da concentração inibitória máxima (IC50, molar) ou constante 

de inibição (Ki) pela seguinte fórmula: 

∆𝐺𝑏𝑖𝑛𝑑.𝑒𝑥𝑝 ≈ 𝑅𝑇 ln 𝐼𝐶50  ≈ 𝑅𝑇 ln 𝐾𝑖    Eq. 52 

onde R é a constante geral dos gases e T é a temperatura. Portanto, para efeito 

de comparação, dados experimentais foram encontrados para cada sistema, 

quando possível, para alguns ligantes com atividade comprovada em cada alvo. 

O IC50 experimental para a inibição da integrina α5β1 com ATN-161 é de 

15 nM segundo dados da literatura (YAO; VEINE; LIVANT, 2016). Logo, a sua 

∆Gbind,exp é de -10,7 kcal mol-1, onde pode-se considerar termodinamicamente 

de acordo com os valores encontrados pelas simulações de dinâmica 

molecular, -12,6 ± 0,2 e -14,4 ± 0,5 kcal mol-1 para a integrina α5β1 nas 

conformações fechada (4WK4) e aberta (7NWL), respectivamente. A ligação 

do ATN-161 com a integrina α1β5 na sua forma inativa é um resultado 

importante. Logo, sugere-se que esse inibidor tem atividade contra a ativação 

de dentro para fora que ocorre por interação de elementos do citoesqueleto 

(DHALIWAL; SHEPHERD, 2022;MAKOWSKI; OLSON-SIDFORD; WEISEL, 

2021). A ativação de dentro pra fora ocasiona a vulnerabilidade do receptor à 

ligação por proteínas virais e proteínas de adesão. Portanto, a sua inibição 
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também irá inibir a sinalização de fora para dentro por ligantes extracelulares 

como a fibronectina que ativam esse receptor (DHALIWAL; SHEPHERD, 

2022;MAKOWSKI; OLSON-SIDFORD; WEISEL, 2021). 

A busca realizada para o sistema 7WPB mostrou que até o momento, 

não há estudos experimentais de ATN-161 com a proteína S da variante 

ômicron. Porém estudos in vitro e in vivo com o vírus nativo comprovaram que 

esse peptídeo atua diminuindo a carga viral e a replicação do vírus dentro das 

células (AMRUTA et al., 2021; BEDDINGFIELD et al., 2021). O experimento de 

inibição de Beddingfield et al (2021) obteve um IC50 de 3,16 μM, o que resulta 

em um ∆Gbind,exp de -7,50 kcal mol-1. No entanto, o resultado da simulação do 

ATN-161 com a proteína S da variante do ômicron apresenta quase que a 

metade do ∆Gbind,exp para a proteína nativa do vírus, o que pode ser explicado 

pela mutação presente no domínio de ligação. 

Assim como para o sistema ATN-161/7WPB, o sistema com ATN-

161/7BQY também não apresenta dados experimentais, o que é compreensível 

dado que o SARS-CoV-2 é uma doença recente. Portanto, foram pesquisadas 

moléculas aprovadas para o uso contra o SARS-CoV-2 na literatura 

(ANTONOPOULOU et al., 2022;FU, L. et al., 2020). Estas moléculas 

apresentam estudos clínicos e in vivo comprovando a atividade inibitória contra 

a MPRO. Os ligantes Lufotrelvir, Nirmatrelvir, S-217622 e GC376 foram 

selecionados como referência, que indicam IC50 de 0,27, 77,9, 13 e 150 nM, 

respectivamente. Estes valores resultam em ∆Gbind,exp de -13,03, -9,70, -10,76 

e -9,31 kcal mol-1 para Lufotrelvir, Nirmatrelvir, S-217622 e GC376, 

respectivamente (ANTONOPOULOU et al., 2022;FU, L. et al., 2020). Assim 

sugere-se que a energia de ligação no complexo ATN-161/MPRO encontrada 

pela simulação de dinâmica molecular apresenta afinidade de ligação 

comparável com esses inibidores da MPRO. 

A forte interação do ATN-161 com uma das enzimas mais importantes 

para a replicação viral do SARS-CoV-2 é um resultado considerado promissor. 

Além disso, esse sistema apresenta menor ∆Gbind do que os complexos 

α5β1/ATN-161. Portanto, os resultados encontrados neste trabalho, indicam 

que o ATN-161 apresenta grande potencial como candidato a inibidor da MPRO 

do SARS-CoV-2. Também, a diminuição da carga viral apresentada em estudos 
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experimentais pode ser reflexo da inibição concomitante da entrada alternativa 

por integrinas, bem como pela inibição da protease principal MPRO.  

6.3 

Dinâmica molecular de aceleração randômica (-RAMD)  

 O tempo de residência relativo calculado por -RAMD para cada sistema, 

é estimado através de cada replica, sendo que uma única replica gera 15 

trajetórias de dissociação do ligante. A validação da metodologia é feita através 

do método bootstrap que gera gráficos de função de distribuição cumulativa 

(CDF), função de distribuição de tempo residência efetivo e de teste de 

Kolmogorov-Smirnov (KS). Os resultados estatísticos para as simulações dos 

complexos ATN-161/MPRO e GC376/MPRO são mostrados nas Figuras 18 e 19. 

 

(a) 
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(b) 

Figura 18. Resultados estatísticos para o complexo (a) ATN-161 com MPRO e 

(b) GC376 com MPRO: Função de distribuição cumulativa (CDF), função de 

distribuição de tempo residência efetivo e teste de Kolmogorov-Smirnov (KS).  

 A função de distribuição cumulativa (CDF) para os dois complexos 

mostra que o tempo de residência dos ligantes no sítio de ligação da MPRO que 

foi observado em metade das trajetórias é entre 1,5 e 3,5 ns, sendo indicado 

pela linha sólida vermelha. A segunda linha das Figuras 18a e 18b mostra a 

distribuição gaussiana (linha solida preta) em relação aos tempos de 

dissociação e as linhas vermelhas indicam o tempo médio para cada replica, 

indicando o mesmo tempo de dissociação já observado. A terceira linha das 

Figuras 18a e 18b mostra o teste de Kolmogorov-Smirnov (KS) que apresenta 

a função de distribuição cumulativa de Poisson (PCDF) na linha solida preta. 

Esta função é comparada com a função de densidade cumulativa empírica 

(ECDF) representada pelos símbolos azuis obtidos dos dados brutos da 

simulação.  
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 O teste de KS indica que há um comportamento semelhante entre as 

distribuições. Estes dados são determinados pela distância entre a distribuição 

de Poisson e os CDFs empíricos. Portanto, os valores de KS indicam que as 

quantidades de réplicas utilizadas são suficientes para que tenha uma boa 

amostragem do tempo de residência para tais sistemas. Sendo assim, os 

tempos de residência relativos são apropriados. A variação do tempo de 

residência relativo para cada replica é mostrado na Figura 19.  

 (a) 

 (b) 

Figura 19. Variação do tempo de residência médio para cada replica. 

Complexo (a) ATN-161 – MPRO e (b) GC376 – MPRO. A caixa representa o 

intervalo dos valores médios entre as trajetórias e os valores discrepantes são 

representados por círculos. A barra mostra o desvio dos valores entre as 

trajetórias de cada replica. A média é mostrada pelas linhas vermelhas 

tracejadas e a mediana pela linha sólida laranja.  

 Os valores dos tempos de residência médios para cada réplica 

apresentam variações aceitáveis considerando que o método bootstrap realiza 

um tratamento de dados. O método bootstrap retornou valores de tempos de 

residência relativos de 2,8 ± 0,4 e 2,5 ± 0,5 ns para os sistemas de MPRO com 

ATN-161 e GC376, respectivamente. Apesar de não se tratar de um dado 

absoluto, ou seja, não é um dado comparável com dados experimentais, esta 

metodologia mostrou-se eficaz na classificação de tempos de residências para 

diversos fármacos (KOKH et al., 2018). Além disso, simulações com dados 
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absolutos precisam de uma extensiva amostragem, considerando que esses 

processos podem levar de segundos a horas em sistemas com moléculas 

ativas, o que requer um alto custo computacional.  

Os resultados para ATN-161 são promissores quando comparado ao 

GC376, já que apresenta um tempo de residência similar a esta molécula que 

apresenta diversos estudos que comprovam a sua atividade inibitória contra a 

MPRO. Estudos recentes relatam que o tempo de residência e a afinidade de 

ligação apresentam boas correlações com a eficácia de uma molécula ativa 

(COPELAND, 2016; 2021;FOLMER, 2018). Portanto, estes dados são mais um 

indicativo que o ATN-161 tem grande potencial para ser um fármaco inibidor da 

replicação viral do SARS-CoV-2.  
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7 

Implicações  

 As implicações deste trabalho estão relacionadas ao entendimento do 

mecanismo de ação do ATN-161 em alguns alvos proteicos importantes do 

SARS-CoV-2 e a possibilidade de aplicação do ATN-161 em um tratamento 

terapêutico contra o SARS-CoV-2. Como este peptídeo antiviral apresenta 

estudos de atividade contra outras patogenicidades, como acidente vascular 

cerebral isquêmico (EDWARDS et al., 2020), colite (DANESE et al., 2007), 

câncer de mama (KHALILI et al., 2006), metátese hepática (STOELTZING et 

al., 2003), encefalomielite hemaglutinante suína (LV et al., 2019) e 

degeneração macular relacionada à idade (WANG, W. Q. et al., 2016), entre 

outros, existe um amplo conhecimento da comunidade cientifica, o estudo 

apresentado nesta dissertação é mais amplo do que a área de estudo do SARS-

CoV-2. Além disso, estudos comprovam que o ATN-161 apresenta baixa 

toxicidade, e por ser um peptídeo antimicrobiano tem baixa capacidade de 

desenvolver resistência, o que potencializa a importância e implicações desta 

dissertação em uma área de grande ameaça e importância para a humanidade. 
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8 

Conclusões 

Neste trabalho, foi demonstrado com sucesso que o pentapeptideo ATN-

161 forma complexos estáveis espontaneamente com os alvos da integrina 

α5β1 (conformações aberta e fechada), da proteína S variante do ômicron com 

complexo hACE2 e da protease principal (MPRO). As configurações iniciais 

foram geradas por ancoramento molecular, e a estabilidade dos complexos foi 

verificada por dinâmica molecular. Os resultados obtidos por estudos de 

dinâmica molecular indicam que o ATN-161 se liga fortemente à integrina α5β1 

(tanto nas conformações abertas quanto nas fechadas) com ∆Gbind de -14.4 ± 

0.5 e -12.6 ± 0.2 kcal mol-1, respectivamente. Também, o ATN-161 se liga a 

MPRO com ∆Gbind de -17.7 ± 0.2 kcal mol-1. Os resíduos que contribuem para 

ligação do ATN-161 com sitio de ligação de cada alvo também foram 

apresentados. Além disso, descobriu-se que o ATN-161 se liga fracamente à 

proteína S variante ômicron complexada a hACE2 com uma ∆Gbind de -3.2 ± 

0.3 kcal mol-1.  

Portanto, verifica-se que o ATN-161 interagiu com a integrina α5β1 em 

uma região que fica entre o domínio RGD e o local de sinergismo.  De acordo 

com a literatura, o ATN-161 atua ligando-se fora do bolso RGD. Os resultados 

demonstram que o ATN-161 pode se ligar tanto a forma ativa como inativa da 

integrina α5β1, inibindo a ativação de fora para dentro e de dentro para fora, 

sugerindo o grande potencial de inibição que é observado experimentalmente. 

Os resultados para a interação de ATN-161 com a integrina α5β1 são 

importantes porque podem contribuir para o desenvolvimento de novos 

inibidores de integrinas não dependentes do sítio RGD, pois as integrinas são 

alvos de várias patogenicidades, incluindo SARS-CoV-2 que foi recentemente 

sugerido por ensaios in vitro e in vivo na literatura.  

Os resultados para a ligação de ATN-161 com o complexo hACE2-

complexo de proteína S variante ômicron mostram baixa afinidade de ligação, 

tendo poucas interações intermoleculares. Os resultados para ATN-161 com 

MPRO destacam-se por apresentar a maior afinidade de ligação entre todos os 

sistemas. Entre os resultados apresentados para este sistema pode-se também 

salientar a interação com os aminoácidos que fazem parte do sítio de ligação 
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dessa enzima, como o resíduo GLN189 que computou 3 pontes de hidrogênio 

e o HIS41, que faz parte da díade catalítica. Os resultados de ATN-161 com 

MPRO levaram a realização de estudos da cinética de ligação deste complexo. 

A simulação da cinética de dissociação teve como resultado para ATN-161 um 

tempo de residência relativo maior ou no mínimo igual ao ligante de referência 

utilizado, no qual foi computado um tempo de 2,8 ± 0,4 para o ATN-161 e 2,5 ± 

0,5 ns GC376.  

Os resultados obtidos neste trabalho corroboram que o ATN-161 é um 

ótimo candidato a novo fármaco contra SARS-CoV-2, tendo em vista o 

surgimento de novas variantes e as opções limitadas de fármacos para o 

tratamento desta doença. Umas das principais vantagens do uso de peptídeos 

é o fato de que geralmente estes não desenvolvem resistência á agentes 

microbianos. Portanto, os resultados deste trabalho contribuem para a 

sociedade cientifica indicando uma molécula com grande potencial de inibição 

da replicação viral da SARS-CoV-2. Além disso, ele contempla dados que 

podem justificar resultados obtidos em in vivo e in vitro relatados na literatura, 

como a diminuição da infecção viral quando aplicado concentrações de ATN-

161, que segundo os resultados obtidos pode ser devido a inibição 

concomitante da MPRO e da via alternativa de entrada por integrinas. Além de 

indicar o possivel sitio de ligação do ATN-161 com a integrina α5β1, que é um 

resultado que não foi encontrado na literatura.  Porém, mesmo com esses 

excelentes resultados preliminares, mais estudos experimentais são 

necessários para uma melhor validação e descrição destes sistemas.  
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9 

Perspectivas Futuras 

Para uma possível continuação deste trabalho indica-se a realização de 

estudos experimentais como forma de validação dos resultados adquiridos por 

simulações moleculares. Além de testar a afinidade de ligação do ATN-161 com 

demais alvos do SARS-CoV-2. Atualmente um estudo experimental do sistema 

ATN-161 com MPRO está sendo desenvolvido em parceria com o Prof. Gregory 

J. Bix da Tulane University em Nova Orleans nos EUA, o que motivou a 

realização de estudos da cinética de ligação para este mesmo complexo. É 

importante também estudar a cinética de ligação do ATN-161 nos sítios de 

ligação dos demais alvos proteicos do SARS-CoV-2. 
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Anexos 

Arquivos de entrada ancoramento molecular. 

❖ Parâmetros de grade (GPF) 

npts 126 126 126                     # num.grid points in xyz 
gridfld 4wk4_Ca_Mg.maps.fld          # grid_data_file 
spacing 0.375                        # spacing(A) 
receptor_types A C Ca H HD Mg N NA OA SA # receptor atom types 
ligand_types A C HD N NA OA SA       # ligand atom types 
receptor 4wk4_Ca_Mg.pdbqt            # macromolecule 
gridcenter 22.286 11.004 -19.274     # xyz-coordinates or auto 
smooth 0.5                           # store minimum energy w/in rad(A) 
map 4wk4_Ca_Mg.A.map                 # atom-specific affinity map 
map 4wk4_Ca_Mg.C.map                 # atom-specific affinity map 
map 4wk4_Ca_Mg.HD.map                # atom-specific affinity map 
map 4wk4_Ca_Mg.N.map                 # atom-specific affinity map 
map 4wk4_Ca_Mg.NA.map                # atom-specific affinity map 
map 4wk4_Ca_Mg.OA.map                # atom-specific affinity map 
map 4wk4_Ca_Mg.SA.map                # atom-specific affinity map 
elecmap 4wk4_Ca_Mg.e.map             # electrostatic potential map 
dsolvmap 4wk4_Ca_Mg.d.map              # desolvation potential map 
dielectric -0.1465                   # <0, AD4 distance-dep.diel;>0, constant 
 

❖ Parâmetros de ancoragem (DPF) 

autodock_parameter_version 4.2       # used by autodock to validate parameter set 
parameter_file AD4.1_bound.dat       # parameter library filename  
intelec                              # calculate internal electrostatics 
seed pid time                        # seeds for random generator 
ligand_types A C NA OA N SA HD       # atoms types in ligand 
fld 4wk4_Ca_Mg.maps.fld              # grid_data_file 
map 4wk4_Ca_Mg.A.map                 # atom-specific affinity map 
map 4wk4_Ca_Mg.C.map                 # atom-specific affinity map 
map 4wk4_Ca_Mg.NA.map                # atom-specific affinity map 
map 4wk4_Ca_Mg.OA.map                # atom-specific affinity map 
map 4wk4_Ca_Mg.N.map                 # atom-specific affinity map 
map 4wk4_Ca_Mg.SA.map                # atom-specific affinity map 
map 4wk4_Ca_Mg.HD.map                # atom-specific affinity map 
elecmap 4wk4_Ca_Mg.e.map             # electrostatics map 
desolvmap 4wk4_Ca_Mg.d.map           # desolvation map 
move ATN.pdbqt                       # small molecule 
about 1.4065 5.9535 6.4482           # small molecule center 
tran0 random                         # initial coordinates/A or random 
quaternion0 random                   # initial orientation 
dihe0 random                         # initial dihedrals (relative) or random 
torsdof 17                            # torsional degrees of freedom 
rmstol 2.0                           # cluster_tolerance/A 
extnrg 1000.0                        # external grid energy 
e0max 0.0 10000                      # max initial energy; max number of retries 
ga_pop_size 150                      # number of individuals in population 
ga_num_evals 25000000                # maximum number of energy evaluations 
ga_num_generations 27000             # maximum number of generations 
ga_elitism 1                         # number of top individuals to survive to next generation 
ga_mutation_rate 0.02                # rate of gene mutation 
ga_crossover_rate 0.8                # rate of crossover 
ga_window_size 10                    #  
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ga_cauchy_alpha 0.0                  # Alpha parameter of Cauchy distribution 
ga_cauchy_beta 1.0                   # Beta parameter Cauchy distribution 
set_ga                               # set the above parameters for GA or LGA 
sw_max_its 300                       # iterations of Solis & Wets local search 
sw_max_succ 4                        # consecutive successes before changing rho 
sw_max_fail 4                        # consecutive failures before changing rho 
sw_rho 1.0                           # size of local search space to sample 
sw_lb_rho 0.01                       # lower bound on rho 
ls_search_freq 0.06                  # probability of performing local search on individual 
set_psw1                             # set the above pseudo-Solis & Wets parameters 
unbound_model bound                  # state of unbound ligand 
ga_run 100                           # do this many hybrid GA-LS runs 
analysis                             # perform a ranked cluster analysis 
 
Arquivos de entrada dinâmica molecular. 

❖ Parâmetros de dinâmica molecular - NVT.mdp 

title                   = Protein-ligand complex NVT equilibration  
define                  = -DPOSRES  ; position restrain the protein and ligand 
; Run parameters 
integrator              = md        ; leap-frog integrator 
nsteps                  = 50000     ; 2 * 50000 = 100 ps 
dt                      = 0.002     ; 2 fs 
; Output control 
nstenergy               = 500   ; save energies every 1.0 ps 
nstlog                  = 500   ; update log file every 1.0 ps 
nstxout-compressed      = 500   ; save coordinates every 1.0 ps 
; Bond parameters 
continuation            = no        ; first dynamics run 
constraint_algorithm    = lincs     ; holonomic constraints  
constraints             = h-bonds   ; bonds to H are constrained  
lincs_iter              = 1         ; accuracy of LINCS 
lincs_order             = 4         ; also related to accuracy 
; Neighbor searching and vdW 
cutoff-scheme           = Verlet 
ns_type                 = grid      ; search neighboring grid cells 
nstlist                 = 20        ; largely irrelevant with Verlet 
rlist                   = 1.2 
vdwtype                 = cutoff 
vdw-modifier            = force-switch 
rvdw-switch             = 1.0 
rvdw                    = 1.2       ; short-range van der Waals cutoff (in nm) 
; Electrostatics 
coulombtype             = PME       ; Particle Mesh Ewald for long-range electrostatics 
rcoulomb                = 1.2       ; short-range electrostatic cutoff (in nm) 
pme_order               = 4         ; cubic interpolation 
fourierspacing          = 0.16      ; grid spacing for FFT 
; Temperature coupling 
tcoupl                  = V-rescale                     ; modified Berendsen thermostat 
tc-grps                 = Protein_ATN Water_and_ions    ; two coupling groups - more accurate 
tau_t                   = 0.1   0.1                     ; time constant, in ps 
ref_t                   = 310   310                     ; reference temperature, one for each group, in K 
; Pressure coupling 
pcoupl                  = no        ; no pressure coupling in NVT 
; Periodic boundary conditions 
pbc                     = xyz       ; 3-D PBC 
; Dispersion correction is not used for proteins with the C36 additive FF 
DispCorr                = no  
; Velocity generation 
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gen_vel                 = yes       ; assign velocities from Maxwell distribution 
gen_temp                = 310       ; temperature for Maxwell distribution 
gen_seed                = -1        ; generate a random seed 
 
 

❖ Parâmetros de dinâmica molecular - NPT.mdp  

title                   = Protein-ligand complex NPT equilibration  
define                  = -DPOSRES  ; position restrain the protein and ligand 
; Run parameters 
integrator              = md        ; leap-frog integrator 
nsteps                  = 50000     ; 2 * 50000 = 100 ps 
dt                      = 0.002     ; 2 fs 
; Output control 
nstenergy               = 500       ; save energies every 1.0 ps 
nstlog                  = 500       ; update log file every 1.0 ps 
nstxout-compressed      = 500       ; save coordinates every 1.0 ps 
; Bond parameters 
continuation            = yes       ; continuing from NVT  
constraint_algorithm    = lincs     ; holonomic constraints  
constraints             = h-bonds   ; bonds to H are constrained  
lincs_iter              = 1         ; accuracy of LINCS 
lincs_order             = 4         ; also related to accuracy 
; Neighbor searching and vdW 
cutoff-scheme           = Verlet 
ns_type                 = grid      ; search neighboring grid cells 
nstlist                 = 20        ; largely irrelevant with Verlet 
rlist                   = 1.2 
vdwtype                 = cutoff 
vdw-modifier            = force-switch 
rvdw-switch             = 1.0 
rvdw                    = 1.2       ; short-range van der Waals cutoff (in nm) 
; Electrostatics 
coulombtype             = PME       ; Particle Mesh Ewald for long-range electrostatics 
rcoulomb                = 1.2 
pme_order               = 4         ; cubic interpolation 
fourierspacing          = 0.16      ; grid spacing for FFT 
; Temperature coupling 
tcoupl                  = V-rescale                     ; modified Berendsen thermostat 
tc-grps                 = Protein_ATN Water_and_ions    ; two coupling groups - more accurate 
tau_t                   = 0.1   0.1                     ; time constant, in ps 
ref_t                   = 310   310                     ; reference temperature, one for each group, in K 
; Pressure coupling 
pcoupl                  = Berendsen                     ; pressure coupling is on for NPT 
pcoupltype              = isotropic                     ; uniform scaling of box vectors 
tau_p                   = 2.0                           ; time constant, in ps 
ref_p                   = 1.0                           ; reference pressure, in bar 
compressibility         = 4.5e-5                        ; isothermal compressibility of water, bar^-1 
refcoord_scaling        = com 
; Periodic boundary conditions 
pbc                     = xyz       ; 3-D PBC 
; Dispersion correction is not used for proteins with the C36 additive FF 
DispCorr                = no  
; Velocity generation 
gen_vel                 = no        ; velocity generation off after NVT  
 

❖ Parâmetros de dinâmica molecular MD_prod.mdp. 

title                   = Protein-ligand complex MD simulation  
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; Run parameters 
integrator              = md        ; leap-frog integrator 
nsteps                  = 100000000   ; 2 * 100000000 = 200000 ps (200 ns) 
dt                      = 0.002     ; 2 fs 
; Output control 
nstenergy               = 50000      ; save energies every 500.0 ps 
nstlog                  = 50000      ; update log file every 500 ps 
nstxout-compressed      = 100000      ; save coordinates every 100.0 ps 
; Bond parameters 
continuation            = yes       ; continuing from NPT  
constraint_algorithm    = lincs     ; holonomic constraints  
constraints             = h-bonds   ; bonds to H are constrained 
lincs_iter              = 1         ; accuracy of LINCS 
lincs_order             = 4         ; also related to accuracy 
; Neighbor searching and vdW 
cutoff-scheme           = Verlet 
ns_type                 = grid      ; search neighboring grid cells 
nstlist                 = 20        ; largely irrelevant with Verlet 
rlist                   = 1.2 
vdwtype                 = cutoff 
vdw-modifier            = force-switch 
rvdw-switch             = 1.0 
rvdw                    = 1.2       ; short-range van der Waals cutoff (in nm) 
; Electrostatics 
coulombtype             = PME       ; Particle Mesh Ewald for long-range electrostatics 
rcoulomb                = 1.2 
pme_order               = 4         ; cubic interpolation 
fourierspacing          = 0.16      ; grid spacing for FFT 
; Temperature coupling 
tcoupl                  = V-rescale                     ; modified Berendsen thermostat 
tc-grps                 = Protein_ATN Water_and_ions    ; two coupling groups - more accurate 
tau_t                   = 0.1   0.1                     ; time constant, in ps 
ref_t                   = 310   310                     ; reference temperature, one for each group, in K 
; Pressure coupling  
pcoupl                  = Parrinello-Rahman             ; pressure coupling is on for NPT 
pcoupltype              = isotropic                     ; uniform scaling of box vectors 
tau_p                   = 2.0                           ; time constant, in ps 
ref_p                   = 1.0                           ; reference pressure, in bar 
compressibility         = 4.5e-5                        ; isothermal compressibility of water, bar^-1 
; Periodic boundary conditions 
pbc                     = xyz       ; 3-D PBC 
; Dispersion correction is not used for proteins with the C36 additive FF 
DispCorr                = no  
; Velocity generation 
gen_vel                 = no        ; continuing from NPT equilibration  
 
Arquivos de entrada Amostragem guarda chuva 

❖ Parâmetros de dinâmica molecular- MD-pull.mdp 

title       = Umbrella pulling simulation  

define      = -DPOSRES_P 

integrator  = md 

dt          = 0.002 

tinit       = 0 

nsteps      = 500000    ; 1 ns 

nstcomm     = 10 

; Output parameters 

nstxout     = 5000      ; every 10 ps 

;nstvout     = 5000  
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;nstfout     = 500 

nstxtcout   = 500       ; every 1 ps 

;nstenergy   = 500 

; Bond parameters 

constraint_algorithm    = lincs 

constraints             = h-bonds 

continuation            = yes       ; continuing from NPT  

; Single-range cutoff scheme 

cutoff-scheme   = Verlet 

nstlist         = 20  

ns_type         = grid  

rlist           = 1.4 

rcoulomb        = 1.4 

rvdw            = 1.4 

; PME electrostatics parameters 

coulombtype     = PME 

fourierspacing  = 0.12 

fourier_nx      = 0 

fourier_ny      = 0 

fourier_nz      = 0 

pme_order       = 4 

ewald_rtol      = 1e-5 

optimize_fft    = yes 

; Berendsen temperature coupling is on in two groups 

Tcoupl      = V-rescale   

tc_grps     = Protein   Non-Protein  

tau_t       = 0.1       0.1 

ref_t       = 310       310 

; Pressure coupling is on 

Pcoupl          = Parrinello-Rahman  

pcoupltype      = isotropic 

tau_p           = 2.0        

compressibility = 4.5e-5 

ref_p           = 1.0 

refcoord_scaling = com 

; Generate velocities is off 

gen_vel     = no  

; Periodic boundary conditions are on in all directions 

pbc     = xyz 

; Long-range dispersion correction 

DispCorr    = EnerPres 

; Pull code 

pull                    = yes 

pull_ncoords            = 1         ; only one reaction coordinate  

pull_ngroups            = 2         ; two groups defining one reaction coordinate  

pull_group1_name        = K36  

pull_group2_name        = Protein 

pull_coord1_type        = umbrella  ; harmonic potential 

pull_coord1_geometry    = distance  ; simple distance increase  

pull_coord1_dim         = N N Y 

pull_coord1_groups      = 1 2 

pull_coord1_start       = yes       ; define initial COM distance > 0 

pull_coord1_rate        = 0.0075      ; 0.0075 nm per ps = 7.5 nm per ns 

pull_coord1_k           = 1000      ; kJ mol^-1 nm^-2 

❖ Parâmetros de dinâmica molecular - NPT- umbrella.mdp 
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title       = Umbrella pulling simulation  
define      = -DPOSRES_P 
; Run parameters 
integrator  = md 
dt          = 0.002 
tinit       = 0 
nsteps      = 250000     ; 500 ps  
nstcomm     = 10 
; Output parameters 
nstvout             = 25000  ; every 50 ps  
nstfout             = 25000 
nstxout-compressed  = 25000 
nstenergy           = 25000 
; Bond parameters 
constraint_algorithm    = lincs 
constraints             = h-bonds 
continuation            = no  
; Single-range cutoff scheme 
cutoff-scheme   = Verlet 
nstlist         = 20 
ns_type         = grid  
rlist           = 1.4 
rcoulomb        = 1.4 
rvdw            = 1.4 
; PME electrostatics parameters 
coulombtype     = PME 
fourierspacing  = 0.12 
fourier_nx      = 0 
fourier_ny      = 0 
fourier_nz      = 0 
pme_order       = 4 
ewald_rtol      = 1e-5 
optimize_fft    = yes 
; Berendsen temperature coupling is on in two groups 
Tcoupl      = Berendsen  
tc_grps     = Protein   Non-Protein  
tau_t       = 0.5       0.5 
ref_t       = 310       310 
; Pressure coupling is on 
Pcoupl          = Berendsen  
pcoupltype      = isotropic 
tau_p           = 1.0        
compressibility = 4.5e-5 
ref_p           = 1.0 
refcoord_scaling = com 
; Generate velocities is on  
gen_vel     = yes  
gen_temp    = 310 
; Periodic boundary conditions are on in all directions 
pbc     = xyz 
; Long-range dispersion correction 
DispCorr    = EnerPres 
; Pull code 
pull                    = yes 
pull_ncoords            = 1         ; only one reaction coordinate 
pull_ngroups            = 2         ; two groups defining one reaction coordinate 
pull_group1_name        = ATN 
pull_group2_name        = Protein 
pull_coord1_type        = umbrella ; harmonic potential 
pull_coord1_geometry    = distance  ; simple distance increase 
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pull_coord1_dim         = N N Y 
pull_coord1_groups      = 1 2 
pull_coord1_start       = yes       ; define initial COM distance > 0 
pull_coord1_rate        = 0.0       ; restrain in place  
pull_coord1_k           = 2000      ; kJ mol^-1 nm^-2 
 

❖ Parâmetros de dinâmica molecular - md-umbrella.mdp 

title       = Umbrella pulling simulation  
define      = -DPOSRES_P 
; Run parameters 
integrator  = md 
dt          = 0.002 
tinit       = 0 
nsteps      = 500000   ; 1 ns  
nstcomm     = 10 
; Output parameters 
nstxout-compressed  = 500      ; every 1 ps 
nstenergy           = 500 
; Bond parameters 
constraint_algorithm    = lincs 
constraints             = h-bonds 
continuation            = yes 
; Single-range cutoff scheme 
cutoff-scheme   = Verlet 
nstlist         = 20  
ns_type         = grid  
rlist           = 1.4 
rcoulomb        = 1.4 
rvdw            = 1.4 
; PME electrostatics parameters 
coulombtype     = PME 
fourierspacing  = 0.12 
fourier_nx      = 0 
fourier_ny      = 0 
fourier_nz      = 0 
pme_order       = 4 
ewald_rtol      = 1e-5 
optimize_fft    = yes 
; Berendsen temperature coupling is on in two groups 
Tcoupl      = V-Rescale 
tc_grps     = Protein   Non-Protein  
tau_t       = 0.1       0.1 
ref_t       = 310       310 
; Pressure coupling is on 
Pcoupl          = Parrinello-Rahman  
pcoupltype      = isotropic 
tau_p           = 2.0        
compressibility = 4.5e-5 
ref_p           = 1.0 
refcoord_scaling = com 
; Generate velocities is off 
gen_vel     = no  
; Periodic boundary conditions are on in all directions 
pbc     = xyz 
; Long-range dispersion correction 
DispCorr    = EnerPres 
; Pull code 
pull                    = yes 
pull_ncoords            = 1         ; only one reaction coordinate 
pull_ngroups            = 2         ; two groups defining one reaction coordinate 
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pull_group1_name        = ATN 
pull_group2_name        = Protein 
pull_coord1_type        = umbrella  ; harmonic potential 
pull_coord1_geometry    = distance  ; simple distance increase 
pull_coord1_dim         = N N Y 
pull_coord1_groups      = 1 2 
pull_coord1_start       = yes       ; define initial COM distance > 0 
pull_coord1_rate        = 0.0       ; restrain in place 
pull_coord1_k           = 2000      ; kJ mol^-1 nm^-2 
 
Arquivos de Dinâmica molecular de aceleração randômica  

❖ Parâmetros de dinâmica molecular - RAMD.mdp 

define                   =  
integrator               = md     
comm-mode                = Linear 
nstcomm                  = 100 
comm_grps                = System   
dt                       = 0.002  
nsteps                   = 15000000 ;(30ns) 
nstxout                  = 5000 
nstvout                  = 5000 
nstlog                   = 5000 
nstenergy                = 5000 
nstxtcout                = 5000 
nstfout                  = 5000 
compressed-x-precision   = 1000 
xtc_grps                 = SYSTEM   
pbc                      = xyz   
rlist                    = 1.2 
coulombtype              = PME   
rcoulomb                 = 1.2           
cutoff-scheme            = Verlet 
nstlist                  = 20 
fourierspacing           = 0.12 
pme_order                = 4 
ewald_geometry           = 3d 
ewald-rtol               = 1e-5 
ewald-rtol-lj            = 1e-5 
optimize_fft             = yes 
vdw-type                 = Cut-off 
vdw-modifier             = none 
rvdw                     = 1.2 
tcoupl                   = Nose-Hoover 
tc_grps                  = Protein_K36  Water_and_ions 
tau_t                    = 1.0    1.0 
ref_t                    = 300 300 
Pcoupl                   = Parrinello-Rahman 
pcoupltype               = isotropic 
tau_p                    = 2.0 ; 5 before 
compressibility          = 4.5e-5   
ref_p                    = 1.0     
refcoord_scaling         = com     
gen_vel                  = no   
gen_seed                 = -1 
continuation             = yes 
constraints              = h-bonds 
constraint_algorithm     = lincs     
lincs_order              = 4 
lincs_iter               = 1 
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lincs_warnangle          = 60 
DispCorr                 = EnerPres 
ramd                     = yes 
ramd-seed                = 98XX 
ramd-ngroups             = 1 
ramd-group1-force        = 292.5 ; = 14kcal/mol A  
ramd-eval-freq           = 50 
ramd-group1-r-min-dist   = 0.0025       ; nm 
ramd-force-out-freq      = 10 
ramd-group1-max-dist     = 4.0         ; nm 
ramd-group1-receptor     = Protein 
ramd-group1-receptor-pbc-atom = 569 
ramd-group1-ligand       = K36 
ramd-group1-ligand-pbc-atom = 0 
ramd-pbc-ref-prev-step-com = yes 
ramd-old-angle-dist      = no 
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