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Resumo

Os liquidos idnicos sdo solventes, formados por ions, com notaveis caracteristicas fisico-
quimicas (baixa pressdo de vapor, alta estabilidade térmica, inimera variabilidade de compostos
possiveis. etc.). As diversificadas propriedades que os liquidos i6nicos detém proporcionam sua
utilizacdo em aplicacGes industriais e em variados campos de pesquisa, como a area biotecnoldgica.
Alguns trabalhos tratam da estabilizacdo/desestabilizacdo de proteinas em meios contendo liquidos
ionicos e agua. Contudo, ainda sdo limitados os trabalhos experimentais e tedricos que descrevem
os mecanismos pelos quais liquidos idnicos e proteinas interagem.

Neste trabalho, a estrutura de solvatacdo da ubiquitina (em sua conformacdo nativa e
em diversas conformacdes desenoveladas) por liquidos idnicos imidazdlicos foi estudada
computacionalmente por meio de simulacdes de dinamica molecular e funcoes de distribuicao de
minima-distancia. A teoria de solucées de Kirkwood-Buff foi empregada para, a partir das funcdes
de distribuicdo, calcular quantidades que representam o acimulo ou a exclusdo das moléculas do
solvente nos dominios da proteina.

Os liquidos i6nicos apresentaram maior acumulacdo, em relacdo a agua, sobre a
superficie das conformacdes simuladas. Isto, principalmente para o intervalo de 0,5 e 1,5 mol L.
Observou-se que nas estruturas mais abertas o actimulo era particularmente maior do que
comparado com a conformacdo nativa da ubiquitina. O anion DCA apresentou maior aciimulo
sobre a proteina em comparacdo ao BF4. Além disso, os sistemas com o cation BMIM
demonstram maior acumulacdo do liquido i6nico do que aqueles com o cation EMIM. Constatou-se
que os liquidos i6nicos (principalmente aquelas que contém o anion DCA) solvatam a ubiquitina
preferencialmente.



Abstract

lonic liquids are molten salts (solvents only formed by ions that have melting points
lower than 100 °C) with incredible physicochemical properties (low vapor pressure, high thermal
stability, variable composition, etc.). lonic liquids have been used in industry and academy as
solvents, catalysts, and cosolvents in systems with proteins. Researchers are using ionic liquids as
refolding /denaturating agents of proteins in a large number of systems. Nevertheless, the number of
theoretical and experimental studies that describe the interaction between proteins and ionic liquids
are still small.

In this thesis, the structure of ubiquitin solvation by ionic liquids was computationally
studied by molecular dynamics simulation and minimum-distance distribution functions. The
Kirkwood-Buff theory of solutions was applied for the calculation of thermodynamic quantities
from minimum-distance distribution functions calculated from simulations.

The protein was preferentially solvated by the ions from the ionic liquids, especially at
the lower concentrations simulated. It was noted that the ions had a greater preferential solvation
parameters when solvating denaturated and extended ubiquitin conformations. Besides that, we
observed that the presence of different cations, for example, causes changes in the anion distribution
functions. This fact suggests that there exists a correlation of the distribution of the ions on protein
solvation by ionic liquids.
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Capitulo 1

Liquidos ionicos

Os liquidos ibnicos sdao compostos estudados desde a segunda metade no século XX.
Em 1970, Brockis e Reddy publicaram um livro intitulado Modern Eletrochemistry, o capitulo 6
deste livro tinha o titulo de "lonic Liquids". Este capitulo tratava de de sais de tetraalquialamonio
com silicatos e haletos [1]. Além disso, foi um dos primeiros capitulos de livro que tratavam,
especificamente, de sais no estado liquido. No entanto, a era moderna dos liquidos i6nicos comecou
com estudos sobre sais de alquilpiridinio e dialquilimidazol. Neste capitulo, apresentaremos o que
sao os liquidos i6nicos. Faremos uma breve revisao sobre as suas caracteristicas fisico-quimicas e as
aplicacdes mais comuns na indistria e academia. Uma atencao particular serd dadas as aplicacdes
dos liquidos i6nicos, especialmente imidazdlicos, em sistemas bioldgicos, como, sua utilizacdo como
cossolvente em sistemas contendo proteinas. Apresentaremos algumas razdes que impulsionaram a

utilizacdo, em pesquisas, dos liquidos iGnicos como cossolventes em sistemas com proteinas.

1.1 Propriedades e aplicacoes gerais

Uma das substancias idnicas liquidas mais simples que podemos pensar é o NaCl fundido.
O NaCl precisa ser aquecido até altas temperaturas (801°C) para ser fundido, devido a energia
eletrostatica de rede do sal [2]. Os liquidos i6nicos (Lls), por sua vez, sdo substancias idnicas no
estado liquido em temperaturas em torno de 25°C. Eles sdo formados por cations organicos, e anions
que podem ser inorganicos ou organicos. Em funcao do tamanho dos ions, as interacdes couldmbicas
(responsaveis, nos compostos idnicos comuns, por formar uma forte rede de ligacdes culminando
em um composto de alto ponto de fusdo) tornam-se mais fracas. O enfraquecimento do reticulo

cristalino tornam os Lls, de fato, liquidos em temperaturas onde um composto i6nico normalmente
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seria sélido [3].

A energia potencial entre duas cargas cresce com o inverso da distancia entre as cargas.
Os Lls sdo formados por cations orgadnicos que sdo bem maiores do que o fon Na™, por exemplo.
Além disso, a carga do cation é, em alguns casos, deslocalizada. Tal fato diminui ainda mais
a intensidade da interacdo eletrostatica. A Figura 1.1 apresenta um cation encontrado nos Lls
imidazélicos. Além de ser uma molécula grande, a sua carga esta deslocalizada no anel [4]. A carga
deslocalizada contribui muito menos para a interacao eletrostatica do que uma carga localizada em
um ion pequeno, como ocorre no NaCl. Portanto, o enfraquecimento das ligacGes iGnicas torna o
reticulo cristalino menos estavel, viabilizando a existéncia desses compostos no estado liquido na

temperatura ambiente [3].

Ri~p > —R2

\&)

Figura 1.1: Carga deslocalizada no anel imidazdlico. Este cation é frequentemente escolhido para
compor diversos Lls. R1 e R2 s3o grupos alquilicos, podendo variar de um metil até octil.

Ainda que enfraquecidas, as interacdes ionicas em Lls s3o relevantes. Esta relevancia é tal
que os Lls possuem propriedades atipicas (se comparados com a maioria dos solventes organicos) [5]:
alta estabilidade térmica, baixa pressao de vapor, alta capacidade de solubilizar diversos compostos,
elevada polaridade, baixa toxicidade e alta viscosidade. Estas propriedades fazem dos Lls objetos de

estudo em diversos tipos de aplicacdes industriais e académicas [6, 7, 8].

Aplicacoes para os Lls surgem conforme o entendimento sobre esse grupo de compostos
aumenta. Atualmente, os Lls sdo usados como lubrificantes e aditivos de combustiveis [9]. Ha
aplicagdes em dispositivos eletroliticos e até mesmo em displays (como cristais liquidos) [10, 11]. A
incrivel variabilidade de compostos possiveis, aliada ao fato da possivel modelagem do cation e do
anion para aplicacGes especificas, fazem de seus usos tdo amplos e diversos que os Lls tém espaco

até em sistemas biotecnolégicos [12, 13, 14, 15, 16].

O LI interage com outras substancias de acordo com natureza dos seus ions e das outras
substancias. Por exemplo, um LI formado por ions muito hidrofébicos sera excluido de uma eventual
fase aquosa. No nitrato de 1-butil-3-Metilimidazol (BMIMNO3), o cation é um composto organico

grande que apresenta uma carga deslocalizada no anel imidazélico, além disso, este cation é pouco
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polar. O grupo imidazélico pode interagir com o soluto (que aqui pode ser uma biomolécula) através
de interacdes n3o-especificas, como interacdes de van der Waals ou ion-dipolo. O anion (NO3 ™),
que é muito polar, claramente poderia interagir por interacdes especificas (ligacdes de hidrogénio) em
funcdo da existéncia dos atomos de oxigénio e também por interacdes ndo-especificas (dipolo-dipolo,

ion-dipolo, dipolo-dipolo induzido).

E interessante mencionar o fato de que, além de um enfraquecimento geral das interacdes
entre os ions, o fator entrépico nos liquidos i6nicos é presente na diminuicao do ponto de fusao destes
compostos. O cation imidazol costuma vir acompanhado de dois grupos alquil que sdo ligados em
cada nitrogénio. As duas cadeias alquilicas conferem mais graus de liberdade para a molécula. Sendo
assim, ha uma vantagem entrépica, relacionada ao ganho de movimento, principalmente para os
cations (que sdo mais volumosos e possuem cadeias laterais), quando o sistema passa do estado

s6lido para o liquido.

1.2 Liquidos i6nicos como cossolventes em sistemas com biomoléculas

Quando pensamos em biomoléculas (exceto lipideos) nos referimos a, basicamente, trés
grupos de polimeros bioldgicos: polissacarideos, acidos nucleicos e proteinas. Os polissacarideos
tém a func3do de reserva energética em nosso organismo, sao marcadores celulares e possuem funcao
estrutural em plantas. Os acidos nucleicos, por sua vez, possuem a funcdo de armazenamento e
transporte de informacdes. Por tltimo, as proteinas possuem variadas funces nos organismos vivos,

e sdo as moléculas de principal interesse neste trabalho [17, 18].

As proteinas exibem inliimeras propriedades bioldgicas, como no transporte de oxigénio
(hemoglobina), na protecdo do corpo contra organismos patogénicos (anticorpos), catalisadores
de reacBes quimicas (enzimas), receptoras de membrana, atuacdo na contracdo muscular (actina
e miosina), além de serem fundamentais para o crescimento corpéreo e formacdo dos hormdnios.
Pesquisas envolvendo proteinas contribuem para a medicina, agricultura e ciéncia de alimentos [19,
20]. Cada proteina tem sua acdo especifica dependente da sua forma tridimensional e, sendo assim, é
importante entender como as proteinas interagem com outras moléculas em solucdes, principalmente
aquosas. Um dos aspectos fundamentais deste entendimento sao os mecanismos que fazem com

que as proteinas mantenham ou n3o sua estrutura tridimensional.
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As proteinas sao biopolimeros que possuem diversos niveis de complexidade estrutural,
levando em conta as variadas conformacdes espaciais que elas podem assumir. As proteinas s3o
formadas por unidades basicas, denominadas de aminoacidos. Os aminoacidos podem ser carregados,
neutros, polares ou apolares. A sequéncia de aminoacidos que compde a proteina é a estrutura
priméaria (inclui as ligacdes peptidicas entre residuos adjacentes). Elementos espaciais locais como
a-hélice e folha-/3 sdo a estrutura secundaria. O agrupamento de elementos da estrutura secundaria
forma a estrutura terciaria e uma aglomeracio de diferentes cadeias forma a estrutura quaternaria

[17].

O processo de enovelamento e desenovelamento de proteinas pode ser modulado por
osmolitos. Estes siao moléculas pequenas e abundantes em organismos vivos, empregados no
contrabalanceamento de stress causado por fatores externos, por meio de interacoes
ndo-especificas e fracas [21, 22]. Em muitos casos, o stress compromete a estabilidade

conformacional das proteinas, por exemplo [23, 24].

A estabilidade das proteinas pode ser perturbada pela variacdo da composicao dos
componentes da solucao em que ela se encontra. Cossolventes como a glicose e alguns polidis tém
a capacidade de estabilizar proteinas (manté-las na conformacdo enovelada), enquanto a ureia, por
exemplo, causa desestabilizacdo (levando a desnaturacdo) [25]. Neste contexto, Lls vém
tornando-se potenciais cossolventes em sistemas biotecnolégicos [12, 14, 15]. E interessante notar
que Lls aplicados em sistemas biolégicos perdem as caracteristicas fisico-quimicas que apresentam
quando estdo puros (apenas com os ions) e passam a ser sais dissolvidos em meios aquosos.
Diferentemente de cossolventes comuns (uréia, TMAO, polidis, etc.), os Lls sdo intrinsecamente
formados por duas espécies quimicas ionicas. Portanto, Lls modulam processos quimicos

diferentemente do que normalmente ocorre para cossolventes mais comuns [26].

Basicamente, o problema que buscamos entender melhor é o seguinte: temos uma
solucdo composta por agua e LI, adicionaremos a solucao uma proteina. A proteina preservard a
estrutura que possuia antes de ser adicionada a solucdo ou ird desenovelar-se assumindo outras
conformacdes? Como discutido anteriormente, os ions estabelecem interacdes intermoleculares com
o soluto que sao dependentes da natureza de ambos. A agua é muito polar e ira interagir fortemente
com outras moléculas polares e que possam estabelecer ligacdes de hidrogénio. Desta maneira,

existe uma competicdo entre os ions e a agua pelas interacoes com a superficie proteica acessivel
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ao solvente. O problema de desenovelamento (ou n3o) da proteina em solucdo pode ser entendido
por meio da relacao das interacGes preferenciais de cada solvente com as diferentes conformacdes
da proteina. A conformacdo que uma proteina assume em um organismo vivo (estrutura nativa),
costuma ser a conformacdo mais estavel. Porém, se uma solucdo consegue estabilizar melhor estados
de enovelamento diferentes do nativo, a proteina podera assumir outras conformacoes nesta solucao.

Esta situacdo culminaria na desnaturacdo de uma proteina.

Quanto maior a capacidade que um liquido iGnico tem de estabelecer ligacGes de
hidrogénio ou interacdes nao-especificas com a proteina, mais provavel é que exerca um efeito
desestabilizante na estrutura [27, 28]. Anions como BF4~, com menor capacidade de formar
ligacGes de hidrogénio e menor nucleofilicidade, s3o compativeis com enzimas, em algumas
situacdes [29]. Por exemplo, Lozano e colaboradores estudaram a estabilidade da a-crimotripsina
em reacOes de transesterificacdo na presenca de Lls, neste trabalho foram usados 5 Lls
imidazdlicos e 4 de alquilamonio. O LI contendo o cation BF4~ promoveu uma das maiores
estabilizacdes da proteina, medida em funcao da constante de primeira ordem de desativacao da

enzima e o seu tempo de meia-vida exibidos nas solucdes de Lls.

1.2.1 Liquidos ionicos e proteinas

Os Lls possuem diversas propriedades fisico-quimicas que fazem deles compostos
interessantes para diversas aplicacdes [30]. Em especial, a sua utilizacdo como cossolventes em
sistemas com proteinas tem relevante aplicabilidade por conta de, em resumo, dois motivos: 1) Os
Lls apresentam efeitos relevantes sobre a estrutura de proteinas em concentracdes menores do que
os cossolventes usuais [6, 26]. 2) Os Lls sdo formados por um cétion e um &nion, de forma que é
possivel sintetizar LIs que possuam um ion cuja acdo acontece em algum sitio especifico da
proteina. Portanto, é importante entender a distribuicio dos ions em solucdo e também seu
comportamento com respeito a proteina. Os cations, por exemplo, podem apresentar maior
interacdo com dominios apolares. Isto deve-se a baixa polaridade que a maioria dos cations

apresenta [14, 13].

Diversos estudos tratam de sistemas onde proteinas sdo solubilizadas em solucoes

aquosas, com ou sem cossolventes. Devido as caracteristicas hidrofébicas, hidrofilicas e anfifilicas,
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a agua e os cossolventes (no caso deste trabalho, liquidos ibnicos), interagem com sitios
ndo-polares, polares e carregados das proteinas, resultando em acumulacdo ou exclusao desses

componentes de diferentes regides em torno da proteina [31, 32, 33].
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Capitulo 2

Teoria de Solucoes

Neste capitulo buscaremos compreender os fundamentos tedricos do estudo da estrutura
de solvatacdo ao redor de biomoléculas, com especial destaque para as proteinas. Mostraremos que
a forma com que as moléculas do solvente distribuem-se na solucdo pode ser descrita por meio de
funcoes de distribuicdo. Apresentaremos dois tipos de funcdes de distribuicdo: radial e de minima-
distancia. Vamos discorrer sobre a Teoria de Solucdes de Kirkwood-Buff, que permite calcular
diretamente o acimulo ou a exclusdo dos componentes da solucdo sobre o soluto. Apresentaremos
o parametro preferencial de solvatacao, que é uma forma de medir experimentalmente acumulacao
de osmolitos sobre macromoléculas. Além disso, mostraremos como o parametro de solvatacdo

preferencial pode ser calculado utilizando as integrais de Kirkwood-Buff.

2.1 Estrutura de solvatacao ao redor de biomoléculas

Como previamente discutido, as proteinas tém suas funcdes bioldgicas vinculadas a sua
estrutura tridimensional. Além disso, a compreensao das funcionalidades de uma proteina da-se pela
sua identificacdo e andlises de seu comportamento em variados meios. Para estudar uma proteina
especifica a partir de uma amostra biolégica é necessario separa-la do meio que se encontra. As
separacdes sao baseadas na solubilidade que as proteinas podem ter nos mais variados meios. Desta
forma, é muito importante entender as razbes e os mecanismos que fazem com que as proteinas

fiquem dissolvidas.

Em funcdo da grande complexidade estrutural exibida pelas proteinas, faz-se necessario

compreender como esses biopolimeros interagem com outras moléculas do solvente em solucao.
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Vamos analisar como ocorre a dissolucao de um soluto genérico em uma solucdo aquosa. As
substancias dissolvem-se espontaneamente em um solvente quando ha uma diminuicdo na energia
livre de Gibbs associada ao processo. Portanto, a dissolucdo deve resultar em aumento da entropia
total ou diminuicdo da entalpia (liberacdo de energia na foma de calor), ou ambos. Por exemplo, o
NaCl é dissolvido na dgua pelo balanco entalpia e entropia. A dissolucdo, neste caso, é um processo
endotérmico. Portanto, a dissolucao sé ocorre por conta do aumento da entropia. A variacdo da

energia livre de Gibbs é dada pela seguinte equacao:
AG =AH —TAS (2.1.1)

onde AH é a variacdo da entalpia, AS é a variacdo da entropia e T' é a temperatura.

Um processo é espontaneo quando variacao da energia livre de Gibbs é negativa. Logo,
devemos avaliar AH e AS. Se o NaCl é dissolvido em agua, sua estrutura, que antes era organizada,
passa a ter um certo grau de desordem em funcao da dispersao dos ions no solvente. Nesta situacao,
o processo de solubilizacdo leva a AS > 0. A variacao da entropia ird depender do que acontecera
com a estrutura do solvente posteriormente a adicdo de um soluto (podendo ser muito complexo de
avaliar). A contribuicdo das interacdes intermoleculares estd contida na AH. Se a solubilizac3o for
um processo exotérmico, teremos AH < 0 (ndo é o caso do NaCl). A adicdo de um cossolvente

em uma solucdo altera a forma com que as moléculas interagem entre si.

Podemos pensar, de maneira geral, num raciocinio parecido sendo aplicado para solutos
complexos como as proteinas. Sendo assim, AH e AS poderiam ser alterados na dissolucdo de
uma proteina pela adicao de cossolventes. Os estudos computacionais sdo uma forma de observar
microscopicamente o comportamento de proteinas em solucdo. A estrutura de solvatacdo ao redor
das proteinas pode ser estudada calculando a densidade de um determinado componente da solucdo

em funcdo da distancia a partir da proteina. Para isto, calculamos as funcées de distribuicao.

As funcbes de distribuicao descrevem como a densidade numérica das particulas da
solucdo varia em funcao da distancia, a partir de uma particula de referéncia. Dizemos que a funcao
de distribuicdo (representada por g(r)) descreve a probabilidade de encontrar uma particula dentro
de um elemento de volume dr e a uma distancia r do sitio de referéncia, em relacao a probabilidade

em uma distribuicdo aleatéria com a mesma densidade total do solvente [34, 35].
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As funcdes de distribuicdo radiais (RDFs) s3o geralmente calculadas levando em conta
a distancia entre centros de massa (na verdade, se o célculo for feito utilizando qualquer sitio
de referéncia que seja Gnico, também serd uma funcdo de distribuicdo radial) de uma particula
de referéncia e o centro de massa de uma particula contida no elemento de volume dr, como

apresentado na Figura 2.1.

~
~N

—
-

~
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- —

Figura 2.1: Configuracdo que representa o calculo da funcdo de distribuicdo radial. A particula
vermelha é a particula de referéncia, a partir desta particula tomamos uma distancia r. Esta
distancia é entre centros de massa, especificamente, entre o centro de massa da bola vermelha e da
bola azul apontada pelas setas.

Podemos entender melhor as RDFs pensando na seguinte abordagem qualitativa.
Supondo que pudéssemos estar dentro de um sistema com diversas moléculas de dgua (a agua estd
no estado liquido) e que, nesta situacdo, escolhéssemos aleatoriamente o centro de uma molécula
para ficar em cima. Apenas olhando as vizinhancas, provavelmente ndo seria possivel observar
nenhum padrdo na distribuicio das moléculas de agua. Contudo, se contarmos o numero de
centros das moléculas que aparecem dentro de uma casca esférica de largura dRR, a uma distancia
R do centro da particula onde estamos, poderemos encontrar regularidades. Cada casca esférica
possui um volume dV que é igual a 4mR*dR. Considerando que a densidade do liquido é
p = N/V (N é o nimero de particulas no sistema e V' é o volume das particulas), devemos
esperar um ndmero médio de particulas igual a pdmR?dR (neste caso, particulas com centro de
massa dentro de uma casca esférica de raio R). No entanto, estar em cima de uma particula
equivale em adicionar outra particula no sistema. O que é observado, de cima da particula,
corresponde a uma densidade média. Esta densidade é um desvio da densidade que é esperada

para a solugdo (p). Podemos, dessa forma, pensar em g(R) levando em conta a densidade média
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de moléculas dentro de uma casca de raio R. A densidade de moléculas dentro da casca sera igual
a pg(R). Entdo, o nimero médio de moléculas que realmente existem (ao redor da molécula que
estamos sentados) dentro da casca esférica é pg(R)4mR*dR. Além da definicio de g(R) que foi
dada anteriormente no texto, podemos pensar que g(R) é uma medida do desvio da contagem que
fizemos (ou seja, contando de cima de uma molécula aleatéria que é centro de uma casca esférica
de raio R) em relacdo ao nimero médio de particulas que esperariamos encontrar em uma casca

esférica centrada em uma particula aleatéria no liquido.

Resumidamente, a densidade média de um liquido em qualquer ponto da solucdo é
chamada densidade bulk (p). A funcdo de distribuicdo, g(r), é, portanto, dada pela densidade local

e pela densidade bulk da solucdo de acordo com:

p(r)
A funcdo de distribuicdo radial (RDF) contém a informacdo do empacotamento das
moléculas, por exemplo, na agua liquida. RDFs podem se experimentalmente obtidas por meio de
dados provenientes de técnicas como difracdo de raios X (DRX) e espalhamento de néutrons. A

Figura 2.2 contém dados experimentais para a funcdo de distribuicao da dgua na temperatura de

25°C [36, 37].
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Figura 2.2: Funcoes de distribuicdo radiais para a agua obtida a partir das técnicas de difracdo
de raios X e espalhamento de néutrons [36, 37]. A secdo de choque do hidrogénio é maior
que a do oxigénio, por conta disto o espalhamento de Néutrons observa o dtomo de hidrogénio
preferencialmente, e o pico fica mais deslocado a esquerda.

Funcdes de distribuicio podem ser calculadas para sélidos, liquidos e gases. Os sélidos
costumam possuir estruturas periddicas e regulares, desta forma, os dtomos tém apenas flutuacoes
préximas das posicdes no reticulo cristalino que cada dtomo ocupa [34]. Sendo assim, na funcdo
de distribuicao calculada a partir das posicdes dos atomos do sélido, devem existir alguns picos em
posicoes bem especificas, estes picos possuirdo uma pequena largura em funcao da vibracao dos
atomo em torno da posicao no reticulo. Os gases, por sua vez, possuem mobilidade muito maior em
comparacdo aos sélidos. Desta forma, a funcdo de distribuicao para um gas ndo apresentard picos

em distancias periddicas.

Podemos separar em 3 regimes a funcao de distribuicdo de um gas. Primeiramente,
teriamos g(r) = 0 se a distancia r for menor que o raio o (raio aproximado da molécula de gas).
O ponto onde g(r) > 1 representa algum tipo de interacdo e é localizado em 0 < r < 20.
Quando r > 20 teremos regime bulk [34, 35]. Os liquidos terdo funcdes de distribuicdo com mais
informacdo do que os gases, porém a distancia entre os picos nao serd periédica quanto ao que
ocorre nos sélidos. As substancias no estado liquidos apresentam moléculas que possuem certa
mobilidade e alguma organizacdo ao longo da solucdo (principalmente tratando-se de substancias

muito polares, ou formadoras de ligacdes de hidrogénio, como a 4gua).
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2.1.1 Funcoes de distribuicao de minima distancia

Em razdo das RDFs tomarem o centro de massa das espécies como sitios de referéncia,
elas n3o consideram o formato do soluto e ndo representam bem interacdes entre moléculas da
solucdo e a superficie do soluto [38]. Se um soluto possui um formato muito diferente de uma
esfera, a funcdo de distribuicao radial ndo representarad a camada de solvatacdo de forma precisa. A
Figura 2.3A apresenta como seria a problematica existente no calculo de RDFs em solutos com forma
muito diferente de uma esfera. Podemos observar que, na situacao representada por 2.3A, parte
do volume que estamos contando as particulas do sistema esta sendo ocupado pelo préprio soluto.
Esta situacdo culmina em uma func3o de distribuicao sem muita utilidade fisica, isto pensando em

retirar informac3do qualitativa sobre as interacGes entre solvente e soluto a partir da RDF.
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Figura 2.3: A - Representacdo da particularidade existente no calculo das RDFs para solutos que
possuem forma muito diferente de uma esfera. B - Exemplificacao da ideia basica contida nas
funcoes de distribuicdo de minima distancia. Contando as minimas-distancias r podemos obter a
funcdo de distribuicao do solvente independentemente do formato do soluto.

Logo, uma func3o de distribuicdo que leva em conta a forma do soluto deve proporcionar
uma caracterizacao da estrutura de solvatacao mais intuitiva. As funcdes de distribuicao de minima
distancia (MDDFs) levam em conta a forma do soluto [38]. Essas func¢des sdo melhor ajustadas a
caracterizacdo da estrutura da solucdo de acordo com a distancia entre a superficie do soluto e do
solvente, que estd em linha com a vis3o classica da superficie de solvatacdo da proteina. Na funcao
de distribuicdo de minima-distancia definimos que a "minima-distancia" é a menor distancia entre
qualquer atomo do solvente e qualquer &tomo do soluto. A Figura 2.3B apresenta um conjunto de

moléculas de dgua que estdo a uma minima-distancia r da superficie proteica. Neste novo arranjo,
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se contarmos as minimas-distancias existentes a uma distancia r da proteina teremos uma funcao de
distribuicdo cuja interpretacdo em termos de interacGes moleculares faz sentido independentemente

das por diferentes formas do soluto.

Podemos definir a funcdo de distribuicdo de minima-distancia (MDDF) como:
Ny (T
gri(r) = s (7) (2.1.3)

onde n,(r) é a densidade numérica média de 4tomos do solvente que estdo a uma distancia minima

*

r do soluto. n’ (r) é a densidade numérica média que deveria ser observada se n3o houvesse

interacdo do soluto com o solvente [38]. E importante observar que, se o soluto e o solvente tém
somente um atomo, a funcdo de distribuicdo de minima distancia reduz-se a funcao de distribuicao
radial, pois n,s(r) passa a ser a densidade de moléculas de solvente a uma distancia 7, e n’ (r)
passa a ser constante e igual a densidade do solvente no bulk. As densidades n,s(r) e n}: (1) diferem
da densidade do solvente, pois elas sdo associadas com a contagem de qualquer &tomo da molécula

de solvente a cada distancia [38].

A Figura 2.4 apresenta uma representacdo simplificada de como seria a contagem de
minimas distancias. Na representacdo o soluto hipotético esta em vermelho. O atomo do solvente
que estd mais préximo da proteina é contado (isto é equivalente a contar minimas distancias).
Por fim, é estabelecida uma razdo com o nimero de dtomos que seriam contados caso existisse
a proteina, mas nao houvessem interacdes entre as moléculas. Desta maneira, distribuicoes do

solvente ao redor de solutos com variadas formas s3o calculadas com precisao.

r

d

Figura 2.4: Esquema simplificado apresentando como as MMDFs s3o calculadas. Em vermelho
temos o soluto, as demais moléculas sdao aguas. As distancias assinaladas no desenho representam
as menores distancia entre a superficie do soluto e um atomo das moléculas do solvente.

A Figura 2.5 contém uma comparacdo (que serve como exemplo) entre uma RDF(g(r))
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e uma MDDF (g,,q(7)) para um mesmo sistema. Nela, vemos estamos observando a distribuicdo
do anion (DCA) do liquido iénico EMIMDCA em um sistema cujo soluto é a ubiquitina em sua
conformac3do nativa. Sem entrar em detalhes sobre o significado de cada pico, podemos notar que
a MDDF apresenta um distribuicdo com picos com um formato bem definido, além disso pode-se
notar a convergéncia para 1 de maneira clara. A RDF, por sua vez, n3o apresenta picos com forma
definida e a convergéncia para 1 n3o acontece até a distancia maxima representada. Sendo assim,

a MDDF apresenta melhor a distribuicao o anion em torno da proteina.
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Figura 2.5: Representacdo das funcdes de distribuicdo radial e de minima distancia para o anion DCA
ao redor da ubiquitina na conformacao nativa. As funcdes de distribuicdo foram calculadas a partir
da mesma simulacdo. Podemos notar que RDF apresenta um comportamento que é muito dificil de
interpretar. Contudo, a MDDF apresenta picos com formatos que possibilitam uma descricio mais
intuitiva do sistema.

2.2 Integrais de Kirkwood-Buff e Parametro de Solvatacao Preferencial

2.2.1 Teoria de solucoes de Kirkwood-Buff

O estudo de misturas é fundamentado em quantidades termodindmicas de excesso
(energia livre, entropia, entalpia e volume de excesso). A teoria de Kirkwood-Buff (TKB) conecta
propriedades macroscépicas com propriedades microscépicas de solucdes [39, 35]. Essa teoria torna
possivel o calculo de propriedades termodindmicas (por exemplo, coeficiente de atividade e volume
molar parcial) a partir de integrais de funcdes de correlacdo de pares sobre o espaco. As funcdes
de correlacdo de pares (aqui, funcdes de distribuicdo de minima distancia) podem ser calculadas a
partir de métodos computacionais, como as simulaces de dindmica molecular (DM). A TKB pode

ser aplicada a qualquer solucdo em equilibrio envolvendo variado nimero de componentes [40, 41].
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Além disso, a TKB estabelece relacao de propriedades como compressibilidade, volume molar
parcial, potenciais quimicos e do parametro preferencial de solvatacdo, com funcdes de

distribuicdo, com as integrais de Kirkwood-Buff (IKB):

Gij = 47r/r2[gij(r) — 1] dr (2.2.1)

onde g¢;;(r) é a funcdo de distribuicdo radial entre duas espécies i e j. 7 é a distancia da particula

de referéncia.

Fisicamente, as IKBs refletem a afinidade entre o soluto e as moléculas do solvente [42,
43, 40, 44]. Além disso, podemos obter o nimero de moléculas que se acumulam ou s3o excluidas
(do soluto) multiplicando a IKB pela concentragdo da moléculas em questdo. Portanto, p;G;; pode
ser entendido como o nimero de particulas ¢ em toda a regido integrada (Equacdo 2.2.1) apds a

alocacdo de uma particula do tipo j (p; é a densidade da particula 7).

Assim, a TKB permite o calculo de propriedades termodinamicas a partir das funcoes
de distribuicdo. Grande parte das funcdes de distribuicdo sdo obtidas por meio de simulacoes
computacionais [39]. O ensemble p,V,T corresponde ao sistema aberto e as simulacdes
computacionais normalmente utilizam ensembles que correspondem a sistemas fechados (as
simulaces nos sistemas abertos sdo mais dificeis de serem realizadas), como N,V,T e N, P, T,
onde N é o nimero de particulas no sistema, V', P e T' sdo, respectivamente, volume, pressao e
temperatura do sistema. No entanto, para sistemas suficientemente grandes, ndo ha uma diferenca
importante em simulacGes realizadas em diferentes ensembles. Logo, podemos usar funcoes de
distribuicdo obtidas com outros ensembles na TKB. Para sistemas suficientemente grandes as
quantidades termodinamicas convergem para valores equivalentes, independentemente do ensemble

utilizado.

A forma e tamanho das moléculas n3o tém influéncia no formalismo da TKB, logo,
pode-se aplica-la para moléculas com formas e tamanhos variados. As IKBs vém sendo utilizadas
para gerar expressoes exatas para as interacoes preferenciais de cossolventes com proteinas. Além
disso, quantificam as interacdes entre soluto e solvente em termos do excesso ou déficit de agua e
cossolvente nas proximidades do soluto em relacdo as suas concentracdes no seio da soluciao. As

IKBs podem ser escritas em termos da densidade numérica média de dtomos do solvente que estdo a
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uma distancia minima r do soluto (n,5(7)) e da densidade numérica média que deveria ser observada

se ndo houvesse interagdo do soluto com o solvente (n (7)):

R
Gus(R) = (1/ps) /S Vnus(r) —nl (r)] dr (2.2.2)

onde S(r) é a superficie definida pela minima distancia r, no caso das MDDFs, em relacdo a qualquer
atomo do soluto, como estamos integrando as funcdes de distribuicao ao longo de todo o volume,
o resultado final serd a correlacido geral entre duas particulas que é dada pela integracido de todos
os desvios da distribuicao bulk. De maneira simples e direta, as IKBs representam o volume que o
componente ocupa na solucao em relacao ao que ocuparia se ndo houvessem interacdes. Portanto,

sao propriedades de excesso.

2.2.2 Parametro de Solvatacao Preferencial

O parametro de solvatacdo preferencial (I') é uma quantidade termodindmica que ajuda
a entender como componentes de uma solucdo interagem com solutos complexos, como é o caso das
proteinas [25, 45]. T pode ser experimentalmente mensurado por densiometria envolvendo diélise
no equilibrio, assim como por centrifugacdo analitica [25]. O experimento de diélise determina T’

por meio da relac3do:

)
I (aﬁ) (2.2.3)
Tv/j‘lvu3

onde my e mg sao, respectivamente, a molalidade da proteina e do cossolvente.

O objetivo da dialise no equilibrio é medir a variacdo na concentracdo de cossolventes
devida a adicao da proteina na solucdo. Isto é feito, experimentalmente, através de um processo
indireto. Em qualquer mistura de cossolvente e biomolécula é dificil distinguir o quanto do
cossolvente interage efetivamente com o soluto. Contudo, caso o cossolvente livre possa ser
dialisado até que a concentracao através da membrana entre em equilibrio, sera possivel mensurar
a concentracdo do cossolvente que esta ligado [25]. Portanto, com a concentracdo do cossolvente
conhecida, a concentracdo do cossolvente ligado a biomolécula pode ser calculada. Sendo assim,

L', s € interpretado num contexto de dominio local-bulk como uma medida de actimulo/exclusao,
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que é experimentalmente dado em funcdo das molalidades do soluto pequeno (cossolvente) em
duas solucdes na dialise no equilibrio. O experimento é simplificadamente representado na Figura

2.6 [46].

Inicio Equilibrio

D <> D
D <> P

"
0

O
v

(A) (B)

Figura 2.6: Esquema simplificado de um experimento de dialise no equilibrio. O fundo azul representa
a agua, os poligonos vermelhos sdo as moléculas de cossolvente e os desenhos amarelos s3o as
biomoléculas.

Como I' é uma quantidade fisica, pode ser obtida a partir de teorias gerais para solucdes,

como a teoria de KB, pela relacdo contida na equacdo 2.2.4 [40, 44].

Lue = pe(Gue — Gue) (2.2.4)

onde Gy € G sdo as integrais de Kirkwood-Buff (KBIs), p. é concentracdo do cossolvente no

bulk, u corresponde ao soluto e w ao solvente principal (geralmente agua).

Havendo um equilibrio quimico entre conformacdes desnaturada e nativa de uma
proteina, podemos estudar como um cossolvente interage com cada estado. Um cossolvente que
apresenta um parametro de solvatacio preferencial maior no estado desnaturado da proteina (I'?)
ird deslocar o equilibrio quimico em favor do estado desnaturado. Este tipo de cossolvente sera
tratado como desnaturante. Como regra, se I',. < 0, a proteina é preferencialmente hidratada.
Porém, se I',. > 0, a proteina é preferencialmente solvatada pelo cossolvente. Esta situacdo leva

ao desenovelamento da estrutura [31, 33]. O pardmetro de hidratacdo preferencial (I',,,) indica se
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a agua é excluida ou acumulada em torno da proteina.

Este fato pode ser observado de maneira mais clara relacionando I' com o potencial
quimico. Quando um cossolvente é adicionado a uma solucdo aquosa que contém uma proteina,
ha uma alteracdo no potencial quimico da proteina devido a presenca do cossolvente [47, 48].
Resumidamente, este processo é a mudanca nas interacoes da proteina com o solvente quando é

transferida da agua pura para um sistema com cossolvente:

Ap" = py(cossolvente) — p, (dgua) (2.2.5)

u

onde 1; é o potencial quimico do componente 4. E definido como y; = u;(P,T) + RT Ina;, aqui
a; é a atividade do coeficiente i, i.e. a; = m;7y;, onde m; é a molalidade do componente i e

o coeficiente de atividade de 7. Quando um cossolvente é adicionado em um sistema com

[0

Vi
agua, ha uma perturbacdo mutua no potencial quimico da proteina e do cossolvente [25, 49]. Esta

"perturbacdo" é dada pela seguinte igualdade de derivadas:

(a““> - ( Ope ) (2.2.6)
ome T,Pma my, T,Pme

A relacdo 2.2.6 é o gradiente de transferéncia de energia livre em uma concentracao de

cossolvente (medida termodindmica de interacdo em uma dada concentracdo). Podemos relacionar

2.2.6 com 2.2.5 usando a seguinte relac3o:

Apll = /Omc<8,uu> dm, (2.2.7)

om,

A Equacdo 2.2.7 relaciona a variacao do potencial quimico com o efeito decorrente da
adicdo do cossolvente (que é a derivada). O pardmetro de solvatacdo preferencial é uma forma
de definir termodinamicamente a ligacdo entre uma componente da solucdo e o soluto. Se a
concentracao de um cossolvente é maior nas vizinhancas da proteina do que no bulk, I',. € maior do
que zero, e /1, € menor na presenca no cossolvente do que na sua auséncia [47]. Podemos relacionar

a variacdo do potencial quimico da proteina (na adicdo de um cossolvente a uma solucdo de proteina
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e agua) com o parametro de solvatacdo preferencial por meio da seguinte relacdo [47, 48]:

Apl" = —RTT,, (2.2.8)

A equacdo 2.2.8 mostra uma relacdo direta entre ', e o potencial quimico. A solvatacdo
preferencial, e a perturbacdo no potencial quimico, referem-se a uma dada composicdo do solvente.
O efeito do cossolvente, relativo a dgua pura como estado de referéncia, é expresso por Apy,., a
energia livre de transferéncia da proteina da agua para o solvente de composicdo. A Figura 2.7
mostra uma situacdo onde o I',. do seria positivo. O resultado seria a diminuicdo do potencial
quimico da proteina na presenca de um LI, levando em conta um sistema hipotético anterior que

teria LI confinado em uma caixa dentro de um sistema com a proteina e a agua.
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Figura 2.7: Representacdo do sistema que descreve a adicao de LI em uma solucdo aquosa com
proteina. Em (A) temos um sistema hipotético que contém a agua e a proteina em solucdo, nesta
configuracdo a proteina tem um determinado potencial quimico (4%). Em (B) o LI é colocado no
sistema e se espalha pela solucao, passando a interagir com a proteina. Aqui o potencial quimico da
proteina foi perturbado, de maneira que acarretou em actimulo de LI na superficie proteica. Nesta
situacdo, [, seria maior que zero e o novo potencial quimico da proteina seria menor do que no
sistema (A), levando em conta a equacdo 2.2.8.
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Capitulo 3

Dinamica molecular

Diversos sistemas fisicos e quimicos possuem enorme complexidade, portanto
frequentemente nao é possivel compreender todos os mecanismos por tras de um fenémeno apenas
com técnicas experimentais.  Porém, se houvesse algum microscépio que possibilitasse a
observacdo da movimentac3o das particulas (em tempo real), inimeras propriedades e fenémenos
poderiam ser entendidos mais profundamente. Apesar deste aparato experimental ser, atualmente,
utdpico, diversas técnicas computacionais aproximam-se de um "microscépio em tempo real". Uma
das técnicas computacionais mais amplamente utilizadas é a dindmica molecular. A dinamica
molecular é uma das principais técnicas computacionais para a simulacido de sistemas quimicos, em
especial sistemas contendo biomoléculas. Este capitulo serd dedicado a apresentacdo da dinamica
molecular. Inicialmente apresentaremos uma visdo geral do método, focando nos principios
mecanico-estatisticos que fazem com que a dindmica molecular seja uma técnica confidvel. Além
disso, apresentaremos as etapas basicas de uma simulacao de dinamica molecular e uma breve

introducdo a respeito do campo de forca utilizado nesta dissertacao

3.1 Visao geral do método

A dindmica molecular (MD) fornece informacdes a respeito do comportamento
dindmico microscoépico, dependente do tempo, das particulas que compdem um sistema molecular.
Os métodos de simulacdo por dindmica molecular (MD) geram uma trajetéria, i.e., uma série de
configuracoes espaciais do sistema geradas pela propagacao de um conjunto inicial de coordenadas
e velocidades [50]. Essa propagacdo da-se, no caso de simulacdes classicas, pela aplicacdo da

segunda lei de Newton por uma série finita de passos de tempo. Sendo assim, sucessivas
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configuracoes dos sistemas s3o geradas por meio da integracdo das equacdes do movimento de
Newton. O resultado final é uma trajetéria que compreende posicoes e velocidades das particulas

pelo tempo [51].

A trajetdria é obtida pela resolucdo da equacao diferencial existente na segunda lei de
Newton, ou seja, resolvemos as equacdes de movimento para cada particula que compde o sistema.
O nGmero de particulas do sistema simulado depende do tipo de propriedade que se deseja calcular
e da capacidade computacional disponivel [52]. Além disso, é necessario que a razdo do niimero de
particulas (N) com o volume da caixa de simulacdo (V) represente a concentracdo de um sistema

real que se deseja simular.

S30 necessarios conceitos da mecanica estatistica para, a partir de propriedades
microscépicas obtidas da trajetdria, extrair grandezas macroscopicas observaveis (pressdo, energia
interna, volume, entropia, energia livre, etc.) [51]. Um conceito fundamental na mecanica
estatistica é que, se esperarmos tempo suficiente, o sistema ira, eventualmente, fluir através de
todos os microestados consistentes com as restricoes que definem seu estado termodinamico.
Realizando N medidas independentes no sistema simulado, o valor observavel dessas medidas para
a propriedade P é:

1 N
Py = N Z P, (3.1.1)
a=1

onde P, é o valor numérico da enésima medida, e N é o nimero de medidas.

Podemos tratar a soma em 3.1.1 como:

Pp=Y [N Nv] P, (3.1.2)

onde N, é o niimero de vezes que o estado v é observado, P, é o valor esperado para P quando o
sistema estad no estado v. Se assumirmos que, apds um longo tempo, todos os possiveis estados do
sistema foram visitados, podemos atribuir a fracdo de tempo (probabilidade) no estado v o simbolo

Py €, consequentemente, teremos:

Pobs = ZPUPU = <P> (313)

A equacdo 3.1.3 é a média no ensemble da propriedade P. Considera-se que a média
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temporal é a mesma da média do ensemble (hip6tese conhecida como hipétese Ergddica na mecénica

estatistica) [34, 35].

3.2 Etapas basicas de uma simulacao de dinamica molecular

3.2.1 Montagem da caixa de simulacao

A etapa inicial de uma simulacao de DM consiste na definicio da configuracdo inicial,
ou seja, precisamos montar a caixa de simulacdo. No caso dos sistemas que serdo abordados nesta
dissertacao, a caixa inicial contém a proteina alocada no centro da caixa, e as moléculas de agua e
de LI aleatoriamente distribuidas pelo espaco restante de uma caixa, que frequentemente é cibica.
As dimensdes da caixa sdo escolhidas de forma que a densidade numérica (razdo entre o nimero de
moléculas dentro da caixa pelo seu volume) seja correspondente aquela desejada para o sistema real.
As posicoes inicias que cada particula ird ocupar na caixa de simulacdo normalmente é organizada
levando em conta a disposicdo que as particulas ocupam em redes cristalinas [52]. Esta forma
de dispor as particulas evita sobreposicdes e forcas de interacdes intermoleculares muitos fortes na
montagem da caixa. A estrutura da proteina é obtida a partir do banco de dados de proteina (PDB

- Protein Data Bank).

3.2.2 Calculo das forcas

Na DM as moléculas sao tratadas como uma colecao de dtomos que pode ser descrita por
forcas classicas, ou seja, consideramos que em um sistema tratado na DM as particulas s3ao mantidas
unidas por forcas elasticas e harmonicas. Um conjunto completo de poténcias de interacdo entre
as particulas (atomos, moléculas...) é denominado "campo de forca" [53, 54]. A energia de uma
molécula é expressa como sendo uma funcao da resisténcia ao estiramento da ligacdo, torcdo da
ligacao, angulos diedros e aglomeracdo dos atomos. A equacdo para a energia é usada para encontrar
o comprimento das ligacdes, angulos e diedros [55]. Na DM as particulas sdo tratadas de maneira
classica. Portanto, fenémenos quanticos como quebra de ligacdes quimicas ndo sdo observados
[51]. Bons campos de forca sdo imprescindiveis para que a simulacdo de DM possa gerar resultados

reprodutiveis e concordantes com os experimentos.
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Podemos apresentar uma forma geral para as equacdes que regem os campos de forcas

por meio das equacdes abaixo. Desta forma, um campo de forca tem a seguinte equacao como geral

E = Z Eestiramento + Z Edobra + Z Etorgéo + Z Enéo—ligagéo (321)

ligagodes angulos dihedros pares
onde as energias( Eestiramentor Edobra Etorcio € Enao—ligacio) 30 contribuicdes do estiramento de
ligacOes, dobramento de angulos, movimento torcional ao redor de ligacoes simples, e interacoes
entre atomos ou grupos que sdo de nao-ligacdo. De maneira geral, os campos de forca tratam
basicamente de interacdes de ligacdo e ndo-ligacdo. Normalmente, os campos de forca sdo
parametrizados, i.e. definicio dos pardametros que serdo utilizados para descrever as interacdes,
estes pardmetros podem ser obtidos por meio de dados empiricos e/ou calculos quanticos, para
uma determinada aplicacdo, por exemplo o campo de forca OPLS (Optimized Potentials for Liquid
Simulations) é especialmente parametrizado para reproduzir comportamentos experimentais em
simulacdes de liquidos de uma maneira Geral [56, 57]. Existem diversos campos de forcas

diferentes como o CHARMM, GROMOS, GAFF, entre outros [58, 59, 60].

O campo de forca utilizado neste trabalho consiste em uma alteracao dos potenciais
existentes no OPLS, especialmente parametrizado para liquidos idnicos imidazélicos. Este campo de
forca consiste de parametros que utilizam um sitio virtual no centro do anel imidazélico. A funcao
do sitio virtual é de representar a carga positiva deslocalizada que os anéis imidazélicos possuem.
A parametrizacdo das cargas foi realizada por meio de calculos de energia livre de hidratacdo do
cation imidazélico em solucdo aquosa. Todos os termos dos potenciais deste campo de forca
foram refinados de forma a reproduzir dados experimentais de densidades, entalpia de vaporizacao,
viscosidade, coeficiente de difusdo, tensdo superficial e capacidade calorifica. Devido ao uso de
um sitio virtual, o campo de forca recebe o nome de OPLS-VSIL (Optimized Potentials for Liquid

Simulations - Virtual Site lonic Liquid) [61].

3.2.3 Movimentacao das particulas e ensembles estatisticos

Como ja mencionado, a trajetéria resultante de uma simulacio de DM advém da
integracdo das equacGes de movimento para cada particula do sistema. O método das diferencas

finitas é aplicado em diversos algoritmos que s3o utilizado na integracdo das equacdes de
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movimento. Neste método a integracdo é dividida em intervalos temporais pequenos, At,
permitindo a simulacdo das movimentacdes de maior frequéncia que acontecem no sistema
(normalmente s3o as vibracbes das ligacdes). O algoritmo de Verlet é frequentemente usado no
célculo da trajetérias de particulas dindmicas em simulacdes computacionais [62]. Resumidamente,
o algoritmo utiliza posicOes e aceleracdes dos atomos no tempo ¢ e as posicoes do passo anterior,
r(t + At), para determinar as novas posicdes no tempo ¢t + At, como apresentado da equacdo
3.2.2:

r(t+ At) = 2r(t) — r(t — At) + a(t) At? (3.2.2)

O conjunto de configuracdes é o ensemble. As propriedades que sdo mantidas constantes
definem o tipo de ensemble [34]. Um possivel ensemble que pode ser utilizado pode ser o NV E,
onde s3o as variaveis que sao mantidas fixas sdo o niimero de particulas, volume e energia. Outras
opcdes sdo os ensembles uV'I', NVT e NPT. As varidveis que ddo nome ao ensemble sdo aquelas
mantidas fixas. A escolha do ensemble que serd escolhido para simulacdo depende das condicdes

que queremos para o sistema.

Para realizar uma simulacdo de DM é necessario que sejam definidas algumas variaveis
de controle. O controle da temperatura é alcancado por meio de termostatos. O termostato de
Berendsen, por exemplo, funciona da seguinte forma: durante as simulacdes, as velocidades s3o re-
escalonadas a cada passo de integracdo, de forma que a energia cinética do sistema é ajustada até
chegar na temperatura requerida [51, 52]. O controle da pressdo da-se pela utilizagdo dos barostatos.
Alguns barostatos que sdo muito utilizados sdo os de Berendsen e o de Parrinello-Rahman [63, 64,

65].

3.2.4 Condicoes iniciais e etapas da simulacao

Em uma simulacdo de DM as posicdes iniciais das particulas que constituem o sistema
devem ser especificadas [51, 52, 55]. E importante que as posicdes inciais nio tenham
sobreposicdo das particulas. Softwares como o Packmol desempenham o papel de construcdo de
configuracBes iniciais com eficiéncia [66, 67]. Em sistemas com biomoléculas, por exemplo,
estruturas obtidas de técnicas experimentais como difracdo de raios X (DRX) e ressonancia

magnética nuclear (RMN) s3o utilizadas como configuracdes inicias. Apesar das posicdes iniciais
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ndo contemplarem situacdes onde ha sobreposicdes (quando feitas corretamente), elas, muito
provavelmente, possuem configuracGes que resultam em energia potenciais muito altas. Assim, a
primeira etapa da DM deve ser uma minimizacdo da energia potencial do sistema [51, 55, 52]. As
configuracoes iniciais de uma DM que obtemos apds a minimizacdo ndo correspondem as
estruturas adequadas nas condicoes termodinamicas desejadas, sendo necessdrias etapas
adicionais, chamadas de equilibracdo. A equilibracdo é uma simulacdo que ocorre até que
propriedades como pressdo, temperatura ou energia figuem constantes ao longo do tempo (as
propriedades que devem atingir valores constantes durante a equilibracao dependem do ensemble
utilizado). Na equilibracdo as propriedades termodindmicas ndo se mantém constantes, o tempo

de equilibracao é dependente do tipo e do tamanho do sistema.

Outro aspecto importante nas simulacdes de DM s3o as condicdes periddicas de contorno
(PBC) [68]. As PBC viabilizam a realizacdo das simulagdes com um niimero relativamente pequeno
de particulas, de forma que as particulas experimentem forcas semelhantes ao que ocorreriam se
elas estivessem no regime bulk da solucdo. As PBC possuem a funcao de minimizar os efeitos de
superficie em uma simulacao de DM. Isto é feito fazendo com que os dtomos existentes dentro da
caixa que serad simulada sejam replicados em todas as direcGes no espaco. Durante as simulacdes,
quando um 4dtomo se movimenta na caixa inicial, sua imagem periddica (em uma das caixas que
foram replicadas) move-se da mesma forma. Se um dtomo sair da caixa inicial, sua imagem entrara

pela face oposta (contendo a mesma velocidade).

Com as PBC aplicadas ao sistema, temos uma situacdo em que as N particulas iniciais
(por exemplo) sdo replicadas em todas as direcdes. Desta forma, se o sistema contém N particulas
e o potencial se expressa como a soma das interaces entre pares de particulas, teriamos que fazer
essa soma para as outras caixas replicadas [68]. A soma, portanto, contaria com infinitos termos,
sendo necessaria a realizacdo de aproximacdes. Para as interacdes de curto alcance (van der Waals)
utilizamos a convencdo da imagem minima [69]. Basicamente, é realizado um truncamento do
potencial em um raio de corte esférico, costumeiramente da ordem de metade do comprimento da
caixa de simulacdo. Isto evita a interacdo da particula com sua prépria imagem ou com a mesma

particula duas vezes.

O tratamento das interaces de longo alcance (potencial de Coulomb), em que o

potencial decai com a distancia que é menor do que 7¢ (onde d é a dimensionalidade do sistema) é



CAPITULO 3. DINAMICA MOLECULAR 45

diferente do que vimos para as interacdes de curto alcance [51]. O truncamento abrupto do
potencial pode comprometer fortemente os resultados da simulacdes. Este problema vem sendo
tratado usando método derivados das somas de Ewald, como P3M (Particle-Particle-Particle Mesh

Ewald) e PME (Particle Mesh Ewald) que produzem trajetérias estaveis 70, 51, 71, 72, 73].

Diversos textos tratam de maneira aprofundada e completa os mais diversos aspectos
das simulacdes por dindmica molecular [51, 52, 55, 74, 75]. Desde a parametrizacdo de campos de
forca até todos os algoritmos usados para atribuicdo de velocidades iniciais, controle das varidveis do
sistema (ensembles), célculo das forcas sobre as particulas, propagacdo das particulas ao longo da
simulacdo, manutencdo da geometria molecular, calculo de forcas de longo alcance e determinacao

de propriedades fisico quimicas a partir das trajetérias.
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Capitulo 4

Objetivos e Metodologia

Este capitulo apresentara os principais objetivos do trabalho. Também serad descrito o

protocolo utilizado para realizar as simulacGes de DM e todas as anélises.

4.1 Abordagem e objetivos

4.1.1 Visao geral da abordagem do sistema

Os sistemas que serdo estudados nesta dissertacdo sdo formados por uma proteina, dgua
e Lls. Nesta configuracdo, vamos tratar o LI como um cossolvente. Por meio das MMDFs sera
almejado o entendimento da distribuicdo das moléculas na solucdo (sempre tomando como ponto
de referéncia a superficie da proteina). Isto possibilitard a determinacdo da forma com que cada
composto se distribui e, consequentemente, a natureza da interacdo entre as moléculas da solucao
com a proteina. Portanto, a ideia geral do trabalho é estudar a estrutura de solvatacao de proteinas
por liquidos ionicos. A informacdo inicial reportada pelas funcdes de distribuicdo de minima-distancia
diz respeito as interacdes que ocorrem entre os componentes da solucdo e a superficie da proteina,

ou seja, € uma informacao microscépica.

Além da distribuicao dos componentes ao longo da solucao, precisamos obter quantidades
macroscopicas. Isto pode ser alcancado pela teoria de solugbes de Kirkwood-Buff (TKB). Com
ela podemos calcular volumes molares de excesso tendo uma nocdo de acimulo ou ou exclusdo
efetivos de uma componente da solucdo dos arredores da proteina Com isto podemos calcular

o parametro preferencial de solvatacao. A ideia principal consiste em calcular o parametro de
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solvatacdo preferencial (I') para sistemas com diferentes tipos de liquidos i6nicos e em diversas
concentracdes. Além disso, buscamos entender o que acontece no sistema quando a solucio de
LI e 4gua é colocada em contato com a proteina em conformacdes que possuem uma maior area
superficial d. Se I' apresenta um valor maior para um determinado componente numa conformacao
mais aberta da proteina deve ser um indicativo que, ao longo do tempo, a proteina tenderd a

aumentar sua area superficial para maximizar a interacdo com este componente.

De maneira geral, a abordagem segue as seguintes etapas:

Simulacdo dos sistemas

Calculo das funcdes de distribuicao

Calculo das integrais de Kirkwood-Buff

Célculodo I

Portanto, o trabalho possui dois grandes objetivos, o primeiro deles é entender como os
Lls distribuem-se em uma solucdo que contém uma proteina. O segundo deles, que é consequéncia do
primeiro, consiste em entender o efeito do LI sobre a estabilidade da proteina. Além disso, por meio
das funcdes de distribuicao e teorias de solucGes pertinentes, determinar propriedades que permitam

o entendimento fisico-quimico das interacdes estabelecidas entre dgua-proteina e Ll-proteina.

4.2 Metodologia Desenvolvida

4.2.1 Montagem das caixas de simulacao

Os sistemas simulados consistiram de 4 componentes: agua, proteina, anion e cation
(provenientes do LI). A ubiquitina é uma proteina que possui 76 residuos e é uma das proteinas
mais amplamente estudadas [76, 77], também desempenha uma importante funcdo reguladora nas
células eucariotas, onde é encontrada. Ademais, detém a funcdo de marcar proteinas que nao estao
na conformac3o tridimensional adequada para que sejam degradadas [78]. Sendo assim, a ubiquitina
por si s6 é uma proteina que desempenha papel muito importante. Também é conveniente porque
possui uma carga total nula. Utilizou-se a estrutura da ubiquitina proveniente de difracdo de raios

X. A estrutura foi retirada do “Protein Data Bank", com cédigo PDB 1UBQ [79, 80].
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Foram utilizadas diversas conformacdes da ubiquitina, divididas em 3 tipos. O primeiro
tipo de ubiquitina usada corresponde a estrutura nativa da proteina, que é a conformacao da
ubiquitina retirada diretamente do experimento de difracdo de raios X. O segundo tipo compreende
um grupo de 30 diferentes conformacdes parcialmente desenoveladas, obtidas simulando a
ubiquitina no vacuo em 600 K (as condicdes sdo as mesmas da etapa de termalizacdo que serd
descrita na secdo "Dindmica molecular", exceto pela proteina estar fixa). As conformacdes foram
obtidas tomando 30 frames, igualmente intervalados, da trajetéria final. O dltimo tipo é uma
representacdo de uma proteina totalmente desenovelada. Utilizando a sequéncia de aminoacidos
que compdem a ubiquitina criou-se uma estrutura estendida de forma linear (foram substituidas 3
prolinas por 3 alaninas, fazendo com que a estrutura tridimensional resultando da ligacdo entre

cada aminoéacido assumisse uma conformacdo reta) .

Conformacoes Sequéncia de aminodacidos
(
{Jim MQIFVKTLTGKTITLEVEPSDTIENVKAKIQDKEGIPPD
é}f'};:” QQRLIFAGKQLEDGRTLSDYNIQKESTLHLVLRLRGG

, MQIFVKTLTGKTITLEVEASDTIENVKAKIQDKEGIAAD
UV QQRLIFAGKQLEDGRTLSDYNIQKESTLHLVLRLRGG

Figura 4.1: A imagem apresenta, na cor vermelha, os trés aminoacidos prolina que existem na
ubiquitina nativa. Na cor azul, estao representadas as trés alaninas que foram colocadas no lugar
das prolinas.

Quatro Lls foram utilizados como cossolventes no sistema, compostos por dois cations
diferentes: 1-alquil-3-metilimidazol, onde o alquil é um etil (EMIM) ou butil (BMIM), e dois anions:
dicianamida (DCA) e tetrafluoreto de boro (BF4). Os liquidos i6nicos, portanto, sdo resultado da
combinacao dos dois cations e dois anions citados. A partir de agora, usaremos os seguintes nomes
para nos referir aos liquidos i6nicos: EMIMDCA, BMIMDCA, EMIMBF4 ¢ BMIMBF4. A férmula

estrutural de cada componente esta representada na figura 4.2.
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1-butil-3-metilimizadol (BMIM)
CH, CH,

|
(1w
~ NN

1-etil-3-metilimizadol (EMIM)

CHy

Dicianamida (DCA) Tetrafluorborato (BF4)

Figura 4.2: Férmulas estruturais dos cations e anions que compdem os liquidos idnicos utilizados.

Para as caixas de simulacdo definiu-se um padrao de forma que houvesse distancias
minimas iguais entre as bordas das proteinas e as faces da caixa. Sendo assim, independentemente
da conformac3do que estava sendo utilizada, a minima distancia entre a borda da proteina e a face
da caixa foi a mesma. Cada caixa teria um tamanho de 30 A a mais em cada direcdo, além das

dimensdes da proteina.

Para calcular a concentracdo, o volume destinado para a solucio era a diferenca entre
o volume total da caixa e o volume ocupado pela proteina. O nimero de moléculas de agua e de
LI necessarios para chegar em uma concentracdo especifica foi definido utilizando a aproximacao
em que cada molécula teria um volume proporcional a sua massa. Assim, foi possivel calcular o
numero de moléculas necessario para solvatar a proteina e ainda respeitar a concentracao inicial.
Os sistemas foram montados com as seguintes concentracdes de LI: 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5¢€ 3,0
mol L='. E importante ressaltar que, no momento que fizemos a simulacdo usando o ensemble
NPT o volume das caixas mudou, se adequando as condicdes termodinamicas impostas. Dessa
forma, as concentracdes aqui informadas ndo passam de estimativas. Elas serdo recalculadas e
as concentracdes que serdo reportadas nos resultados corresponderdo aquelas correspondentes ao

sistema simulado.

As configuracdes iniciais foram criadas contendo a proteina, agua e LI. Todas as caixas
contendo as configuracdes de partida foram criadas utilizando o software Packmol [66]. A disposicdo

das moléculas tinha a proteina ocupando o centro da caixa enquanto os componentes da solucao
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eram dispostos de maneira aleatéria. O célculo das funcdes de distribuicdo de minima-distancia e

das integrais de Kirkwood-Buff foi feito utilizando o software MDanalysis com o médulo gmd [38].

4.2.2 Dinamica molecular

Os poténciais (ligagdo e n3o-ligacdo) utilizados para a ubiquitina sdo provenientes do
campo de forca OPLS, enquanto que para os liquidos idnicos sdo provenientes do OPLS-VSIL [61].
Para a dgua utilizou-se o campo de forca TIP3P [81]. O campo de forca OPLS-VSIL foi parametrizado
utilizando um sitio virtual. Este artificio foi utilizado para fixar uma carga no centro do anel
imidazélico e, assim, simular a carga deslocalizada que existe nos imidazdis presentes nos cations

dos Lls.

Para a proteina no estado nativo a simulacdo ocorreu como descrito adiante. As
simulacdes foram realizadas no software GROMACS.2018.3.CUDA [50]. A etapa inicial foi uma
minimizacdo utilizando o método Steepest Descent com no maximo 50000 passos. Nesta etapa

foram aplicadas restricdes de movimento a proteina, deixando-a fixa [82].

A segunda etapa consistiu numa equilibracdo usando o ensemble NVT por 1 ns usando
o termostato modificado de Berendsen, ainda com a proteina fixa [65]. Esta etapa tem como
objetivo a termalizacdo do solvente, ou seja, estamos equilibrando a estrutura do solvente em torno
da estrutura proteica. A temperatura foi mantida fixa em 300 K, o raio de corte utilizado para as
interacGes (eletrostaticas e van der Waals) de curta distancia foi 10 A. O passo de tempo utilizado
foi de 2 fs. Particle Mesh Ewald foi utilizado para o célculo das interacGes eletrostaticas de longa

distancia [83].

Apds a equilibracao da temperatura, equilibrou-se a pressdao com uma simulacdo usando
o ensemble NPT (300 K e 1.0 bar), continuamos equilibrando a temperatura aqui utilizando o
termostato modificado de Berendsen [65] e o barostato de Parinello-Rhaman [64, 63] por 5 ns
(ainda com a proteina fixa). Foi feita uma dindmica molecular de 1 ns com o sistema livre e
posteriormente uma simulacdo de producdo por 10 ns. Para cada liquido idnico foram simuladas 6
concentracOes diferentes. Para cada concentracdo de LI, 20 simulacdes foram realizadas. A dificil
convergéncia das integrais de Kirkwood-Buff requer que muitas simulacdes sejam feitas para cada

concentracao.
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As simulacdoes da proteina na forma estendida e das conformacdes provenientes da
simulacdo no vacuo foram realizadas da mesma forma. Os sistemas foram minimizados e
equilibrados no ensemble NVT da mesma forma do que foi feito para a proteina no estado nativo,
contudo, a proteina sempre foi mantida fixa no centro da caixa. Somente era possivel a
movimentacdo das cadeias laterais. Simulacdes de 5 e 10 ns foram feitas usando o ensemble NPT.

A simulacdo utilizada para a producdo foi de 10 ns.

A razdo de terem sido feitas diversas simulacées com tempo de 10 ns ao invés de uma
simulacao é que estamos interessados em estudar a estrutura de solvatacdo da conformacao do
inicio da simulacdo. Portanto, com pouco tempo de simulacdo poderemos entender a estrutura de
solvatacdo ao redor das conformacdes que propusemos inicialmente e ndo de possiveis estruturas

que possam vir a aparecer ao longo de simula¢cdes mais longas.

4.2.3 Calculo das funcoes de distribuicao de minima-distancia

As funcdes de distribuicdo de minima distancia (MDDFs) foram calculadas até 20A
distante da superficie da proteina, consideramos que a estruturacdo da solucdo sofre influéncia
da proteina. Esta condicdo surge do fato de que, em 20A as KBIls convergem para um valor
aproximadamente constante. Sendo assim, tudo que estd neste raio de distancia da superficie da
proteina sera considerado como sofrendo influéncia da presenca da mesma. As demais moléculas
que compdem a solucdo sdo constituintes do bulk. Portanto, as concentracdes foram re-calculadas
levando em conta a quantidade de moléculas presentes no bulk de cada sistema simulado. As funcdes

de distribuicio de minima distancia foram calculadas até uma distancia de 20 A.

A funcdo de distribuicao total pode ser decomposta em suas contribuicoes parciais para
cada adtomo do solvente. Além disso, também podemos decompor a funcao de distribuicao total das
contribuicoes parciais levando em conta o soluto. Com a decomposicao é possivel saber com quais
partes da proteina o solvente interage mais, ou qual d&tomo no solvente é responsavel por algum

comportamento observado na curva.

O célculo do pardmetro preferencial de solvatacdo (Equacdo 2.2.4) utiliza as integrais
de Kirkwood-Buff (Equagdo 2.2.2). Estas sdo calculadas integrando todos os desvios da distribuicdo

das componentes do solvente, em relacdo ao bulk, sob todo o volume. A Figura 4.3 é um exemplo
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de integral de Kirkwood-Buff. O parametro preferencial de solvatacao é obtido pela multiplicacao

da concentrac3do bulk da espécie em questao pela diferenca entre a KBI da substancia e da agua.

0
-2

-~ —4

|

E

a -6

5

O -8

-10

—1%; 5 10 15 20

[

r (A)

Figura 4.3: Integral de Kirkwood-Buff para um sistema contendo o liquido i6nico EMIMDCA. A
curva foi calculada integrando a funcdo de distribuicdo da agua ao redor da proteina ao longo de
toda a solucdo. O valor utilizado para os calculos dos pardmetros de solvatacao preferencial é aquele
onde hd uma constancia na curva da integral de Kirkwood-Buff, representado por GG, sendo que
u corresponde ao soluto e w a agua. Para este caso, a integral de KB comeca a ser constante a
partir de 20 A.

Na introducdo foi apresentado que I',. é calculado por meio da equacdo I'y. = pe(Gue
Gue). O célculo realizado para a dgua é simetricamente oposto, corrigido pela concentracdo de dgua
no bulk, que é muito maior do que qualquer outra espécie em solucdo (' = Puw(Guw — Gue)). A
magnitude de I, serd maior do que para I',,., visto que a dgua possui uma concentracdao maior do

que as outras componentes do solvente.

Vale mencionar que, o presente trabalho utiliza as simulacdes de dindamica molecular
como técnica computacional para obter as trajetérias do sistema. As funcdes de distribuicao de
minima-distancias poderiam ter sido calculadas por meio de simulacdoes de Monte-Carlo. Contudo,
na pratica, acaba n3o sendo vantajoso utilizar simulacdes de Monte-Carlo pois as configuracdes que
sao geradas na simulacdo acabam por possuir muitas sobreposicdes de dtomos. De maneira geral, a
dindmica molecular é mais eficiente do que os métodos por simulacées de Monte-Carlo em sistemas

com moléculas de grande complexidade estrutural [84].
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Capitulo 5

Distribuicao da agua

Neste capitulo vamos estudar um sistema que consiste de agua e da ubiquitina em sua

conformacao nativa. Observaremos como é a distribuicdo da agua sem a presenca dos Lls.

5.1 Solvatacao da Ubiquitina pela agua

A Figura 5.1 contém a MDDF para a agua ao redor da ubiquitina no estado nativo.
Ha um pico fino e pronunciado em 1,8 A, correspondente a distancia tipica na qual as ligacdes de
hidrogénio (interacdes especificas) sdo estabelecidas [85]. No sistema em estudo, as moléculas de

agua estdo interagindo por ligacdes de hidrogénio com a superficie da proteina.

2.0

0.0-—J

0.0 25 50 7.5 10.0
r (A)

Figura 5.1: Funcdo de distribuicdo de minima distancia para a dgua em relacdo a ubiquitina. O
maior pico em 1,8 A indica que a densidade da 4gua nessa distancia é aproximadamente duas vezes
maior que a de bulk
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As moléculas da dgua podem estabelecer as ligacdoes de hidrogénio através dos dois
atomos de hidrogénio ou pelo oxigénio (neste caso, realizando a ligacdo com os hidrogénios, ligados
em atomos muito eletronegativos, presentes na superficie da proteina). A Figura 5.2 mostra a
contribuicdo dos dtomos de oxigénio e hidrogénio para a funcdo de distribuicio total. E evidente

que a contribuicdo dos hidrogénios é maior.

2.0 Contribuig0es atdmicas
—— Total
Oxigénio

1.5 —— Hidrogénio
21.0
(@)}

0.5

0.0

0.0 2.5 5.0 7.5 10.0

r (A)

Figura 5.2: Decomposicdo das funcoes de distribuicdo de minima distancia para a dgua em suas
contribuicoes atobmicas. A decomposicdo consiste em separar a MDDF total em contribuicoes
atdémicas, ou seja, retiramos a informacdo do quanto determinado atomo contribui para a MDDF.

E interessante observar que as MDDFs provenientes das decomposicdes nio convergem
para 1. Na verdade, a decomposicao representa a probabilidade de que o atomo em questdo seja
aquele que estd mais préoximo da superficie da proteina. Desta forma, as MDDFs dos atomos ndo
convergem para 1, e sim para um valor associado com a probabilidade deste atomo estar mais perto

da proteina quando a molécula esta distante da superficie desta [martinez2017].

A segunda banda (na figura 5.1), em 2,7 A, corresponde a segunda camada de solvatacio,
e a terceira banda, 4,3 A, corresponde 3 terceira camada de solvatacdo. O primeiro pico é maior e
mais fino que outros. Portanto, ele é devido as ligacoes de hidrogénio entre as moléculas de agua e

a superficie da proteina (como ja mencionado).

A Figura 5.3 contém a MDDF total da agua ao redor da proteina, assim como a
contribuicao da distribuicdo ao redor de cada residuo para a funcdo de distribuicdo total. Podemos
observar que, para o pico referente as ligacdes de hidrogénio, as maiores contribuicbes sdo de

residuos polares e carregados, a contribuicdo existente do backbone deve-se que, neste caso, os
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atomo de hidrogénio que estdo ligados ao backbone também foram considerados. A maior
contribuicao dos residuos polares é totalmente esperada, visto que a polaridade da agua faz com
que ocorram interacdes entre a dgua e os sitios polares da proteina. Quando observamos os demais
picos (2,7 e 4,5 A) podemos notar um crescimento da contribuicio proveniente dos residuos
alifaticos. As interacGes entre a agua e os residuos alifaticos ocorreram com menor frequéncia do

que as outras.

—— Total
2.0 Backbone
— Alifético
—— Carregado
15 —_— Polar/ .
—— Aromatico
-
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Figura 5.3: Decomposicao da MDDF que descreve a distribuicao dgua-proteina em contribuicdes do
backbone e de cadeias laterais especificas.

Em longas distancias a distribuicio é aleatéria, portanto a ordem observada em 10A na
Figura 5.3 reflete a proporcdo de cada tipo de residuo que forma a superficie da proteina. Ou seja,
ndo sdo apenas as interacdes que definem as proporcdes iniciais (picos iniciais na Figura 5.3), mas

também a composicdo da superficie.

A Figura 5.4 contém a IKB para a agua. A curva converge para um valor negativo.
Isto significa que & agua é efetivamente excluida da regido contendo a proteina. A equacdo 5.1.1

apresenta de maneira direta como a IKB é calculada.

Gun(R) = - [Nuw(R) — N (R)] (5.1.1)

Ps

onde N, (R) é o nmero de moléculas de dgua que possuem pelo menos um adtomo a uma distancia
R da proteina, N}, (R) é o nimero de moléculas de dgua que possui pelo menos um atomo a

uma distancia R da proteina em uma distribuicdo aleatéria com a mesma densidade de bulk. w



CAPITULO 5. DISTRIBUICAO DA AGUA 56

corresponde a agua e u é o soluto (proteina). De agora em diante, o termo dominio da proteina
ird se referir as distancias onde r < R. Nestas regides, consideramos que o soluto tém influéncia
sobre a distribuicdo dos outros compostos ao longo da solucdo. Ou seja, as interacoes entre soluto
e solucdo ndo podem ser negligenciadas. A partir de R a distribuicdo da solucdo é descorrelacionada

com o soluto, portanto temos o regime bulk.

A IKB ser negativa (N, (R) < N;,(R)), indica que na simulacdo existe um niimero
menor de moléculas dentro da distancia R do que existiria numa distribuicdo aleatéria. O

comportamento geral é a exclusao das moléculas de agua da regiao que compreende o dominio de

proteina.
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Figura 5.4: Integral de Kirkwood-Buff para a dgua no sistema apenas com a ubiquitina no estado
nativo.

A proteina possui um volume de exclusdo, isto faz com que nao existam moléculas do
solvente muito préximas aos atomos da proteina. Porém, conforme podemos observar na Figura 5.4,
entre 1,5 e 3,0 A hd um aumento na curva. Como o solvente é excluido em distancias préxima
da proteina, posteriormente ha uma acumulacdo (que, como vimos na curva, ocorre ao longo da
solucdo). O resultado final da IKB é proveniente do balanco entre a exclusdo inicial e o acimulo
posterior. As andlises apresentadas aqui servem como exemplo (e base) para a discussdo que seréa

desenvolvida para sistemas mais complexos durante os préximos capitulos.
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Capitulo 6

Variacao da concentracao

de liquido ionico

Este capitulo apresentara os resultados dos sistemas simulados com os Lls EMIMDCA,
BMIMDCA, EMIMBF4 e BMIMBF4 em sistemas cujo soluto é a Ubiquitina em sua conformacao
nativa. Discutiremos os resultados focando no efeito que a variacdo da concentracao do LI tem sobre
a acumulacdo (ou exclusdo) do solvente sobre a proteina. O pardmetro de solvatacdo preferencial
para os ions do LI (T',.) apresentou crescimento de 0,5 até 1,5 mol L™' (para a maioria dos
liquidos idnicos). Apbs esta concentracdo, I',. passou a diminuir. Estas observacdes indicam que,
em baixas concentracdes, os Lls solvatam preferencialmente a proteina. Em maiores concentracoes
o LI passa a ser excluido. Vamos apresentar que os ions distribuem-se de maneira distinta ao longo
da solucdo. Os anions ocupam regides mais proximas da superficie proteica, estabelecendo ligacGes
de hidrogénio, enquanto os cations apresentam maior densidade relativa em distancias em torno de

2.5 A, estabelecendo interaces n3o-especificas.

6.1 Efeito relativo a variacao da concentracao

O pardmetro de solvatacdo preferencial (I',. para os ions e I'y,, para a dgua) é uma
medida relativa entre duas componentes da solucao. Valores positivos de I indicam que ha acimulo
relativo de uma componente do solvente sobre a superficie do soluto [13]. A Figura 6.1 contém
I'y. para os ions dos Lls EMIMDCA e EMIMBF4. Para o EMIMDCA, T',,. é positivo em todas
as concentracdes simuladas, enquanto I',. do sistema com EMIMBF4 sé é positivo no intervalo
de 0,5 até 2,0 mol L=!. Para o LI EMIMDCA, existe um aumento do I',. que ocorre de 0,5
até 1,0 mol L=! e de 1,5 até 2,0 mol L~!. Para o EMIMBF4 h4 um leve aumento de 0.5 até

1,5 mol L=!. Este comportamento pode estar relacionado com a particio do LI entre a solucio
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(majoritariamente composta por agua em baixas concentracdes) e a superficie proteica. A existéncia
de uma concentracao em que I',,. foi maior em todos os ions remete a uma situacdo em que naquela
quantidade disponivel de moléculas de LI no sistema, a acumulacdo sobre a proteina é maxima. O
LI, principalmente o cation, possui pouca afinidade com a agua, o que favorece sua interacdo com

as regioes hidrofébicas da proteina.

O pardmetro de solvatacdo preferencial da dgua (I',,,) é menor quando a concentracdo
de LI € 0,5 mol L~1. Para a 4gua, conforme a concentracdo de LI cresce, I',,, passa a ficar menos

negativo. A agua tem sua exclusdo atenuada com o aumento da concentracao de LI.

o
o

~ 20 -~ E

g = .05

[J] I o

° ° 10 S

§10 & s

.S _5 \%-1.0

& 0 g’ 5

€] %) —

K E =15

-10l|—— EMIMDCA 10! |—— EMIMDCA 3 —— EMIMDCA
—— EMIMBF4 —— EMIMBF4 —— EMIMBF4
05 1.0 1.5 2.0 25 3.0 3.5 05 1.0 1.5 2.0 25 3.0 35 05 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5

[IL)(mol L™1) [IL](mol L1 [IL](mol LY

Figura 6.1: Pardmetros de solvatagdo preferencial para o anion (A), o cation (B) e a dgua (C) em
sistemas com os LIs EMIMDCA e EMIMBF4. Podemos observar um crescimento inicial de I" para os
ions (até cerca de 1,0 mol L™!), para o DCA temos uma tendéncia que n3o segue exatamente um
aumento continuo, isto é, muito provavelmente, devido a variabilidade da medida. A dgua diminui
sua exclusdo com o aumento da concentracdo de LI. Para o LI EMIMBF4, T',. apresenta um leve
aumento entre 0,5 e 1,5 mol L=1.

As MDDFs d3o uma visdo mais intuitiva da distribuicio das componentes do solvente
na solucdo. As MDDFs para as moléculas de agua, apresentadas na Figura 6.2, aumentam com o
aumento da concentracdo dos Lls. Existem picos bem definidos nos sistemas contendo os dois Lls

(EMIMDCA e EMIMBF4).

As ligacBes de hidrogénio sdo interacdes que ocorrem a uma distancia étima de 1,8 A.
Desta forma, o pico em 1,8 A existente para a MDDF da 4gua representa uma densidade relativa
de moléculas de agua que estdo estabelecendo ligacdes de hidrogénio com atomos da superficie
da proteina. Além disso, este pico apresenta o maior tamanho, indicando que nesta regido a agua

possui densidade maior que a densidade de agua no bulk. Os demais picos (2,8, 4,5, 6,4 A) sao
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devidos as demais camadas de solvatacao.

4.0
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Figura 6.2: MDDFs da agua para os sistemas com a proteina no estado nativo e os cossolventes
EMIMDCA (A) e EMIMBF4 (B).

A Figura 6.3 contém os parametros de solvataciao para as componentes da solucdo em
sistemas com BMIMDCA e BMIMBF4. O comportamento geral aqui é parecido ao que temos no
calculo dos mesmos parametros para EMIMDCA e EMIMBF4. Contudo, nota-se que I',. para os
ions é maior. O LI com cation mais volumoso tende a ficar mais acumulado sobre a superficie da
proteina, do que o LI com cation menos volumoso (como mostrado na Figura 6.1 ). Além disso,
I',» € mais negativo, demonstrando que a agua é ainda mais excluida quando esta em sistemas com

Lls mais volumosos.

A —— BMIMDCA B —— BMIMDCA 0 C
40 —— BMIMBF4 40 —— BMIMBF4 -
= T k=
c c 21
220 8 20 E
= o ©
g s 32
20 2 0 °
s ' 5
g S 33
-20 -20 e —— BMIMDCA
4 —— BMIMBF4
05 1.0 15 2.0 25 3.0 05 1.0 15 2.0 25 3.0 05 1.0 15 2.0 25 3.0
[IL)(mol L™1) [IL)(mol L™1) [IL](mol L™1)

Figura 6.3: Pardmetro de solvatacdo preferencial para o anion (A), cation (B) e 4gua (C) em
sistemas contendo BMIMDCA e BMIMBF4.

As MDDFs para os cations (Figura 6.4) apresentam menor nimero de bandas em

comparacdo com a agua. Ha um pico principal em 2,5 A e uma pequena banda em torno de 5,0



CAPITULO 6. VARIACAO DA CONCENTRACAO DE LIiQUIDO IONICO 60

A. Duas caracteristicas s3o interessantes nas MDDFs dos cations: A primeira delas é a altura dos
picos, que segue tendéncia oposta ao observado para a agua. A segunda é que o pico em 2,5 A

apresenta uma largura maior se comparado ao pico principal observado nas MDDFs da agua.

O fato de que a MDDF para o cation apresenta um pico muito pronunciado em 2,5A
indica que, nesta regido da solucdo, a densidade relativa do EMIM é maior que a densidade relativa
do EMIM na distribuicdo bulk. A distancia em que o pico aparece é maior do que a distancia média
para as ligacGes de hidrogénio. E importante notar que a altura dos picos também est4 relacionada
com a quantidade de moléculas no sistema. Por exemplo, quando voltamos a Equacao 2.1.3 notamos
que a MDDF é resultado da razao do nimero de moléculas em um determinado volume no sistema
pelo niimero de moléculas no mesmo volume na distribuicdo bulk. Se existem poucas moléculas no

bulk, o pico sera grande, pois o niimero de moléculas no bulk é o denominador.

Quanto a largura do pico, podemos pensar da seguinte forma: uma interacdo
especifica, altamente energética, ocorreria com pouca variabilidade de possiveis distancias entre os
atomos. Vamos exemplificar usando uma mola. Se temos uma mola que possui uma alta rigidez e
aplicamos a ela uma forca F, havera uma deformacdo determinada pela relacdo F'/k. Contudo, ao
aplicarmos a mesma forca em uma mola com k' < k, teremos uma deformacdo maior, dada por
F/K'. Analogamente, se o pico é mais largo, ele representa que os atomos das moléculas que est3o
distribuidas na regidao onde o pico aparece podem interagir com maior variabilidade de distancias
(uma interacdo mais fraca permitiria maiores "estiramentos"). Portanto, o pico largo contido nas
MDDFs para os cations corresponde a interacdes nao-especificas. As interacdes nao-especificas
(no sistema discutido) podem ser de natureza dispersiva (forcas de London) ou até mesmo

ion-dipolo (por conta da carga positiva nos cétions).
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Figura 6.4: FuncGes de distribuicdo para o cation nos sistemas contendo o anion DCA (A) e BF4
(B). O pico em 2,5 A é maior conforme a concentracio do liquido idnico é menor, indicando que a
densidade relativa ao bulk do cation nesta distancia é maior nas menores concentracoes.

A Figura 6.5 contém as MDDFs para o cation BMIM em sistemas com diferentes anions.
E perceptivel o aumento na altura dos picos e, além disso, uma maior distancia necesséria para
convergéncia da MDDF para os cations mais volumosos. Logo, maior é a distancia requerida para

que a correlacdo com a proteina seja perdida.
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Figura 6.5: MDDFs para o cation BMIM nos sistemas contendo os anions DCA (A) e BF4 (B). O
pico em 2,5 A aumenta com a diminuicio da concentracdo do LI, indicando que ha um actimulo
do cation na superficie da proteina.

As MDDFs para o anion DCA em diferentes concentracGes estdo apresentadas na
Figura 6.6. Ha um pico em torno de 1,8 A, proveniente de interacdes especificas que sio de

natureza semelhante ao que temos para agua (DCA e BF4 (Figura 6.7) podem atuar como
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aceptores de ligacdes de hidrogénio). Em aproximadamente 2,6 A ha outro pico pronunciado,
como esta distdncia é um pouco maior daquela existente para os cations. Claramente, as
interacBes existentes em 2,6 A n3o sio ligacdes de hidrogénio, desta forma podemos pensar em

ligacdes ndo-especificas como Van der Waals e dipolo-dipolo.
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Figura 6.6: MDDFs para o DCA em sistemas contendo diferentes concentracées do LI EMIMDCA. A
ordem de altura dos picos segue a mesma tendéncia daquela observada para as MDDFs dos cations.
A altura do pico aumenta com a diminuicdo da concentracdao de LI no sistema. Aqui, temos a
presenca de dois picos pronunciados, ambos tem formatos semelhantes, sendo o segundo (2,6 A)
ligeiramente maior do que o primeiro (1,9 A).

A Figura 6.7 contém as MDDFs para o anion BF4 em diferentes concentracdes. Notam-
se picos pronunciados nas distancias de 1,9 e 2,6 A(estas distancias s3o semelhantes s existentes
para as MDDFs do DCA). Contudo, a altura dos picos n3o apresenta comportamento semelhante
ao observado para o DCA. O pico refente as ligacdoes de hidrogénio possui altura bem menor em
comparacdo ao pico em 2,6 A, mostrando que o BF4 possui maior densidade na distancia de 2,6 A

(interacdes nio-especificas) do que em 1,9 A (ligacdes de hidrogénio).
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Figura 6.7: MDDFs para o BF4 em sistemas contendo diferentes concentracdes do LI EMIMBFA4.
Similarmente ao que temos na Figura 6.6, os picos sdo mais altos nas menores concentracdes de
LI. Além disso, o pico referente as ligacGes de hidrogénio é bem menor do que aquele devido as
interacdes nado-especificas.

As Figuras 6.8 e 6.9 mostram a decomposicao da funcao de distribuicdo total em suas
contribuicdes atémicas. Para o DCA (Figura 6.8) a maior parte da funcdo de distribuicdo é
proveniente dos dois nitrogénios neutros que DCA possui. Estes sao especialmente importantes

para o primeiro pico que aparece em uma distancia préxima de 1,8 A
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Figura 6.8: Funcdo de distribuicdo decomposta nas contribuicdes parciais para os atomos. A figura
apresenta a MDDF para o DCA em um sistema com 0,5 mol L=' de EMIMDCA.
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Na Figura 6.8 o carbono e o nitrogénio carregado contribuem de maneira mais efetiva
para o segundo pico apresentado na MDDF (Figura 6.8). Os carbonos n3o poderiam estabelecer
interacdes especificas com os outros componentes do sistema. Desta forma, o fato do segundo pico
ser formado com grande participacdo de atomo de carbono indica que parte das moléculas de DCA

apresentam interacdes que s3o necessariamente ndo-especificas.

As contribuicGes para o BF4 s3o todas devidas aos atomos de flior. Isto é claramente
observado na Figura 6.9. A contribuicdo proveniente do dtomo de Boro é nula (representada por
uma reta em y = 0). Como o Boro estd num centro de um arranjo tetraédrico, ele nunca serd o

atomo que estard mais préximo da proteina, dessa maneira sua contribuicdo é zerada.
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Figura 6.9: Funcao de distribuicdo decomposta nas contribuicdes parciais dos dtomos do cossolvente.
A figura apresenta a MDDF para o BF4 num sistema com 0,5 mol L= de EMIMBF4. Como a

nica contribuicdo para a MDDF total advém dos atomos de Flior, a MDDf do flGor sobrepde a
total.

Integrais de Kirkwood-Buff

As integrais de Kirkwood-Buff (IKBs) para os componentes das solu¢des contendo
EMIMDCA e EMMBF4 s3o, respectivamente, apresentadas pelas Figuras 6.10 e 6.11.

Primeiramente, a curva que representada a IKB comeca com um vale, que tem profundidade
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diferente para cada componente da solucao. A integral de Kirkwood-Buff representa o volume de
excesso de cada substancia no sistema, ss volumes s3o diferentes para cada componente do
sistema em funcdo de um efeito relacionado ao tamanho da molécula. Por exemplo, nas
conformacoes aleatérias, quando parte de uma molécula do solvente estd dentro da proteina, e

parte esta fora, ainda conta-se a menor distancia e isto conta para o volume aparente da proteina.
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Figura 6.10: Integrais de Kirkwood-Buff para o cation (A), o anion (B) e a dgua (C) em sistemas
contendo variadas concentracdes de EMIMDCA.

As IKBs para os ions tém maiores valores nas concentracdes mais baixas. A IKB mede
diretamente o acimulo/exclusdo de uma componente do solvente sobre o soluto, observamos
diretamente que nas menores concentracdes de LI, ha maior acimulo dos ions do LI. Podemos
observar que as IKBs para os ions do EMIMDCA s3ao maiores em comparacdo aos ions que estao
no sistema com EMIMBF4. Este fato, juntamente com o que foi observado nos parametros
preferencais de solvatacdo e MDDFs, demonstram que o EMIMDCA acumula mais sobre a

superficie da proteina do que o EMIMBF4.

A menor concentrac3do resulta na maior IKB para ambos os Lls. De fato, os resultados
apresentados no célculo de T',. para os ions é reflexo da IKB. A IKB para a dgua, por sua vez tém
valores mais negativos em concentracdes abaixo de 2,0 mol L. As IKBs para a 4gua, no sistema
com EMIMDCA, n3o apresentam boa correlacdo com aumento/diminuicdo da concentracdo. Como
observamos na Figura 6.1, o parametro de solvatacdo preferencial dos ions ndo é maximo na mesma
concentracao em que a IKB é maxima. Isto decorre do fato do parametro de solvatacao preferencial
ser uma medida de aciimulo/exclusdo relativo, portanto, nesta concentracdo o aciimulo do ion em

relacdo a dgua é maximo.



CAPITULO 6. VARIACAO DA CONCENTRACAO DE LIiQUIDO IONICO 66

0 0 0 [IL] (mol L™Y)
— 050
_2 2 — 1.02
—~ —4 e =2 — 157
T T T — 216
S -6 g —4 2 2.77
2 _g = =4 3.42
g S -6 3
©_10 © O
-6
12 -8 %’A\
-4 -10 -8l ; : : ;
0 5 10 15 20 0 5 10 15 20 0 5 10 15 20
r (&) r(A) r(A)
A B C

Figura 6.11: Integrais de Kirkwood-Buff para o cation (A), o anion (B) e a dgua (C) em sistemas
contendo variadas concentracées de EMIMBF4

Os sistemas estudados nesta secdo possuem a ubiquitina em seu estado nativo como
soluto, a agua como solvente e o LI como cossolvente. I',,. positivo para os ions em concentracoes
menores indica acimulo do LI ao redor da proteina. Consequentemente, a agua é inicialmente
excluida (T',,, < 0). Todavia, nas maiores concentracdes do LI na solucdo, os ions passam a ser
globalmente excluidos, enquanto a agua solvata preferencialmente a proteina. Podemos observar que
o LI apresenta uma afinidade relativa maior com a superficie da proteina. As densidades relativas,
assim como acimulo dos fons, sdo maiores nas menores concentracdes do LI nos sistemas. O
parametro de solvatacdo preferencial, que é uma medida relativa entre duas substancias, aumenta
até uma determinada concentracdo (que fica em torno de 2,0 mol L™! para a maioria dos Lls). O
comportamento ndo linear mostra que ha uma concentracdo na qual o LI solvata a proteina com
maxima preferéncia. Sendo assim, o LI apresenta uma interacdo relativa maior com a superficie da

proteina.
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Capitulo 7

Alteracao do estado de
enovelamento da

ubiquitina

A modulac3o da estabilidade de proteinas por cossolventes pode ser quantificada pela
solvatacdo preferencial, ou seja, por uma competicao existente entre interacdes proteina-agua e
proteina-cossolvente para estados nativos e desnaturados. Neste capitulo, apresentaremos resultados
referentes as simulacdes de sistema contendo conformacGes nativa, desnaturada e estendida da
Ubiquitina. Veremos que a MDDF para os Lls apresenta picos muito maiores nas conformacdes
mais abertas da ubiquitina. O parametro de solvatacao preferencial dos Lls aumenta conjuntamente
com o grau de desenovelamento das conformacdes da proteina. Isto implica a uma inducdo de

desenovelmento da proteina por parte do LI.

7.1 Efeito na acumulacao de liquido ionico sobre a proteina relativo ao

estado de enovelamento

A Figura 7.1 apresenta um exemplo ilustrativo dos diferentes tipos de conformacdes
simuladas da ubiquitina. Recapitulando o que foi apresentado no capitulo 4, quando nos referimos
ao tipo "nativa" falamos apenas da conformacao cristalografica da Ubiquitina. O tipo "desnaturada”
corresponde a um conjunto de 30 conformacdes parcialmente desenoveladas. O dltimo tipo da
Ubiquitina, "estendida", corresponde a somente uma conformacdo. Nesta situacdo, a proteina
assume uma configuracdo onde todos os residuos possuem os mesmos angulos de diedro na cadeia

principal.
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Jy WYV VY SV
ESTENDIDA (C)

Figura 7.1: Diferentes conformacdes simuladas para a ubiquitina. (A) corresponde a estrutura nativa
da ubiquitina, (B) é uma das 30 conformacdes parcialmente desenovelas utilizadas no trabalho e
(C) é um corte da conformac3o estendida.

A Tabela 7.1 contém a area superficial acessivel ao solvente (SASA) para os diferentes
estados de enovelamento da ubiquitina. Esta area superficial foi calculada por meio do software
GROMACS [50]. As conformagdes mais desenoveladas possuem maior area superficial. Sendo
assim, se uma determinada conformacdo possui uma maior area acessivel ao solvente, é possivel que
existam mais moléculas do solvente interagindo com a superficie da proteina.

Tabela 7.1: Area acessivel ao solvente para os diferentes estados de enovelamento simulados da

ubiquitina. A area calculada para o estado de enovelamento desnaturado compreende uma média
das 30 conformacdes (diferentes) usadas para representar o estado desnaturado.

Estado de enovelamento | SASA (nm?)

Nativa 49,601
Desnaturada 73,972 + 8,889
Estendida 120,152

A Figura 7.2 contém o parametro de solvatacdo preferencial para os ions nos sistemas
com a Ubiquitina na conformacdo desnaturada. O perfil de aumento e diminuicao de I',. é muito

parecido com o que foi calculado para os sistemas com a ubiquitina nativa (Capitulo 6). Além disso,
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I',. é, em geral, maior em todas as concentracdes de LI nos sistemas com a proteina desnaturada
em comparacdo com o calculado na proteina nativa (Figura 6.1). A conformac3o desnaturada
possui maior area superficial, a vista disso, mais residuos (principalmente apolares) estdo expostos
ao solvente. Com a abertura da proteina, tornam-se possiveis mais interacoes entre a superficie
da ubiquitina e mais moléculas do solvente. Além disso, o aumento do parametro preferencial de
solvatacao esta relacionado com as interacdes com a agua. O LI apresenta interacao preferencial
muito maior com a superficie da proteina do que com a agua. Logo, o fato de agua e LI nao
interagirem t3o bem, ajuda a entender o aumento do parametro preferencial de solvatacao para o

LI.
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Figura 7.2: T' para os liquidos idnicos na presenca da proteina no estado de enovelamento
desnaturado.A e B sdo os pardmetros de solvatacdo preferencial para os ions (I',.) em sistemas
contendo EMIMDCA e EMIMBF4. C e D contém I',,. para os ions nos sistemas com BMIMDCA e
BMIMBF4. E possivel notar que em todos os sistemas apresentados, I',. aumenta de 0,5 mol L~
até 1,5 mol L~!. Contudo, o aumento é menos pronunciado para o sistemas contendo o anion BF4

A Figura 7.3 contém os pardmetros preferenciais de solvatacdo para a agua (I'..).
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Podemos observar que a dgua é mais excluida nos sistemas que contém os cations mais volumosos.
E possivel notar que conforme a concentracdo do LI aumenta, a dgua passa a ser menos excluida.
Observando os dados, temos a seguinte situacdo: o cossolvente esta solvatando preferencialmente a
proteina enquanto a agua é excluida. Este cendrio indicaria uma provavel desnaturacao da ubiquitina.
Se a interac3do proteina-solvente é muito favoravel, nao havera um custo energético alto da proteina
em explorar outras conformacdes na solucdo. Portanto, a proteina tenderad a se desenovelar, visto
que a interacdo com o solvente é favoravel. O efeito desnaturante ou estabilizante depende do
efeito da estabilidade relativa do cossolvente em interacées com a proteina nativa ou desenovelada.
Em nosso sistema, claramente hd um maior acimulo sobre as conformacGes que compdem o tipo

desenovelada.
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Figura 7.3: Pardmetro de solvatacdo preferencial da agua para sistemas contendo EMIMDCA
e EMIMBF4 (A), BMIMDCA e BMIMBF4 (B) e a Ubiquitina em seu estado de enovelamento
desnaturado.

Conforme desenovelamos uma proteina, fazemos com que residuos que antes estavam
em seu interior tornem-se expostos a solucao. Os residuos apolares costumam estar localizados no
centro da proteina (na sua conformacdo nativa) e com o desenovelamento passam a estar
acessiveis a solucdo. Os Lls que estdo sendo estudados nesta dissertacdo possuem cadeias apolares
(especialmente pensando nos cations EMIM e BMIM) e a interacdo entre componentes apolares
(aliada a hidrofobicidade do LI) leva a um maior aciimulo dos fons para as conformaces mais

abertas.

Podemos observar na Figura 7.4 as MDDFs para o cation BMIM nos trés estados de

enovelamento distintos. Nota-se que as MDFFs para o BMIM nos sistemas com os estados
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desnaturado e estendido apresentam picos maiores, isto em comparacdo ao sistema com o estado
nativo. Particularmente, a MDDF do BMIM no estado desnaturado apresentou o maior pico de

todos (considerando o maior pico de cada grafico (cor vermelha)).

40 40 40
35 A [IL] (mol L) 35 B [IL] (mol L~1) 35 C [IL] (mol L~1)
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10
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Figura 7.4: MDDFs para o cation BMIM, na presenca do anion DCA, em sistemas contendo os
estados de enovelamento nativo (A), desnaturado (B) e estendido (C).

A Figura 7.5 mostra as MDDFs para o anion DCA. Similarmente ao que ha na Figura 7.4,
temos aqui trés estados de enovelamento distintos da Ubiquitina. Para o cation, vimos que conforme
alteramos o estado de enovelamento da proteina ha mudancas, principalmente, na altura dos picos
das MDDFs. Entretanto, olhando para as MDDFs do anion DCA, temos mais diferencas aparecendo
conforme alteramos o grau de enovelamento. Primeiramente, as MDDFs provenientes dos sistemas
com a Ubiquitina desnaturada (Figura 7.5B) e estendida (Figura 7.5C) possuem a altura do pico
principal muito semelhante (no quadro C). O pico principal que acabamos de nos referir corresponde
as interacoes nao-especificas. Contudo, quando olhamos para o que acontece no pico referente
a ligacdo de hidrogénio temos um mudanca interessante. Na Figura 7.5A temos MDDFs para o
DCA em sistemas com a Ubiquitina em seu estado nativo. Nestas MDDFs, existem dois picos
bem definidos (suas alturas s3o semelhantes). O primeiro deles, em torno de 1,8 A, corresponde a
ligacdo de hidrogénio (como j& mencionado algumas vezes). Conforme passamos para estados de
enovelamento mais abertos, o pico referente as ligacGes de hidrogénio passa a se tornar menor do
que o outro pico existente nas MDFFs. Além disso, ele é menor nos sistemas com a Ubiquitina
desnaturada e estendida do que em comparacao com o sistema com a Ubiquitina em seu estado de

enovelamento nativo.
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Figura 7.5: MDDFs para o anion DCA, na presenca do cation BMIM, em sistemas contendo os
estados de enovelamento nativo (A), desnaturado (B) e estendido (C).

A Figura 7.6 contém a contribuicdo, em grafico de pizza, do backbone e cadeias laterias
da proteina para a MDDF do cation. Tomou-se a decomposicdo da MDDF dos cations na distancia
de 2,5 A, que corresponde ao pico principal da Figura 7.4 (a dnica diferenca é que na Figura 7.6

estamos avaliando o cation EMIM).

Proteina Nativa

Proteina Esticada

Proteina Desnaturada

Legenda

- Backbone
Aromético
Polar

- Carregado

M Avifatico

Figura 7.6: Contribuicao de cada tipo de residuo e da cadeia principal da proteina para a funcdo de
distribuic3o total do cétion (sistema com 0,5 mol L~ de EMIMDCA). Para o célculo da contribuicdo
da cada tipo de residuo para a distribuicio total tomou-se a distancia de 2,6 A (distancia em que
a MDDF para o EMIM apresenta o pico mais representativo ). Como exemplo de interpretacdo, o
grafico indica que para a proteina nativa a funcdo de distribuicao do cation ao redor do backbone
corresponde a 15,8 % da func3o de distribuicdo ao redor da proteina toda.

Vemos que no sistema onde a proteina estd parcialmente desenovelada a funcdo de
distribuicdo total possui maior contribuicio por parte dos residuos alifaticos. E interessante
observar que, para a conformacao nativa, as maiores contribuicdes para o primeiro pico da funcdo

de distribuicdo cation-proteina devem-se aos residuos polares e carregados. As conformacoes
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parcialmente desenovelada e estendida apresentam aumento substancial da contribuicio dos

residuos aromaticos e alifaticos da proteina.

Na Figura 7.4 pudemos ver que o pico em 2,5 A da MDDF para o cation, no sistema
com a Ubiquitina estendida, foi menor em comparacdo ao mesmo pico no sistema com a Ubiquitina
desnaturada. Contudo, o cation tem maior acumulacao sobre a superficie estendida. Para entender
isto, vamos tomar o seguinte exemplo: a Equacao 2.2.2 mostra que a IKB calculada para um
componente do sistema depende da area superficial da soluto (S(r)). Portanto, se o soluto possui
uma area superficial maior, a IKB também sera maior. Na Figura 7.7 (A) temos que a MDDF para
o cation no sistema com a proteina desnaturada tem um pico maior do que o da MDDF na proteina
estendida. Aparentemente, a interacio do EMIM com a superficie da ubiquitina estendida é mais
fraca, evidenciado pelo pico menor da MDDF. Contudo, a interacdo mais fraca estd ocorrendo ao
longo de uma superficie muito maior. O resultado disso é que, mesmo com a MDDF sendo menor,
a IKB para o cation no sistema com a proteina estendida é maior, indicando que a acumulacdo sera

efetivamente maior nesta conformacdo.
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Figura 7.7: A figura (A) contém as MMDFs para o cation EMIM em sistemas com o0 0,5 mol L™!
do LI EMIMDCA nas conformacdes desnaturada e estendida. (B) contém as IKBs para EMIM nos
mesmos sistemas.

A Figura 7.8 apresenta I',. nos sistemas contendo a ubiquitina em sua conformac3o
estendida. I',. é ainda maior nos sistemas com a conformacdo estendida. A conformac3o estendida
representa uma situacdo extrema em que a proteina possui todos os seus residuos expostos. Todos
os residuos s3ao expostos ao solvente e os ions do LI podem interagir com mais grupos apolares da

proteina. Isto aumenta muito I',. para os ions em todos os sistemas, principalmente aqueles que
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possuem o anion DCA.
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Figura 7.8: A figura contém I, os ions dos LIs EMIMDCA e EMIMBF (A e B) e dos LIs BMIMDCA
e BMIMBF4 (C e D) nos sistemas que contém a conformacdo estendida da proteina.
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Levando em conta sistemas com a proteina estendida, I',. calculado sugere acimulo
ainda maior do LI nesta conformacdo do que se comparado as outras. O actimulo é particularmente
maior para os Lls que contém DCA. A agua, por sua vez, é muito mais excluida se comparada com

as conformacdes parcialmente desenovelada e nativa.

A Figura 7.9 contém uma representacio da MDDF em 3D para sistemas com as
conformacdes nativa e estendida da ubiquitina, além de 0,5 mol L=* do LI EMIMDCA. E possivel
notar que na proteina estendida a distribuicio do DCA em maiores distancias estende-se por toda
sua extensdo. As regides que representam as ligacdes de hidrogénio (verde) sdo muito mais
espalhadas ao longo da proteina estendida em comparacdo com a proteina nativa. O cation EMIM

estd representado como pontos vermelhos. Em 7.9A podemos observar que a distribuicdo do



CAPITULO 7. ALTERACAO DO ESTADO DE ENOVELAMENTO DA UBIQUITINA 75

cation ocorre mais distante da proteina em comparacdo ao anion. Na 7.9B podemos ver que o
cation passa a se distribuir ao longo de toda a area superficie acessivel da proteina. Desta forma,
podemos observar que interacdes nao-especificas passam a ocorrer em uma maior area na

Ubiquitina estendida do que na Ubiquitina nativa.

B EMIM < 3,1A
B DCA<2,0A

Figura 7.9: A figura contém a MDDF em 3D. Aqui, temos a representacdo, até uma distancia de
2.0 A da proteina, dos atomos que contribuem para a MDDF. Em verde temos a representacio da
distribuicdo do DCA na proteina nativa (A) e desnaturada (B). Os pontos vermelhos representam a
distribuicdo do EMIM. Em funcdo da distancia que esta sendo representada, observamos nas figuras
as ligacBes de hidrogénio (regides verdes).

Como foi observado na Figura 7.9, as ligacdes entre as moléculas de DCA com a superficie
da proteina diminuiram na conformac3o estendida. Podemos observar este efeito de maneira mais
efetiva na Figura 7.10. Em 7.10A vemos as MDDFs para o anion DCA em variadas concentracdes
nos sistemas contendo a ubiquitina estendida. Quando observamos a decomposicdo da MDDF total
do DCA em contribuicBes parciais dos tipos de residuos da proteina (Figura 7.10B), vemos que o

segundo pico possui grande contribuicdo dos residuos alifaticos. Resumidamente, isto indica maior
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presenca de interacdes ndo-especificas.
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Figura 7.10: MDDFs para o anion DCA em diferentes concentracdes para os sistemas contendo a
ubiquitina em sua conformacdo estendida (A). Decomposicdo da MDDF total em contribuicdes dos
residuos da proteina (B).

Apos a observacao da distribuicao dos componentes da solucdo ao redor das diferentes
conformacdes podemos pensar em uma abordagem que relaciona duas dessas diferentes estruturas.
Vamos pensar num sistema bem simples. Este consiste de uma solucdo de agua e LI semelhante
ao que estudamos. Neste sistema, a ubiquitina pode assumir duas possiveis conformacdes, uma
conformac&o nativa (N) e uma conformac3o desnaturada (D). A variacdo do pardmetro de solvatacdo
preferencial (AI') indica se o cossolvente apresenta maior acumulagdo sobre a estrutura nativa ou
desnaturada da proteina. A variacdo do pardmetro de solvatacdo preferencial é calculada pela
seguinte relacao:

ATy =T2 —TY = p, (AGue — AGyw) (7.1.1)

onde ATl',. é a variacdo do pardmetro de solvatacdo preferencial do estado nativo (I'Y)) para o
desnaturado (ch). p. € a densidade do cossolvente no bulk, AG,. e AG,,, sdo, respectivamente, a
variacdo da integral de Kirkwood-Buff para a co-soluto/proteina e dgua/proteina dos sistemas com

as conformacdes parcialmente desenovelada e nativa.

A Tabela 7.2 contém AI',. levando em conta os sistema com a ubiquitina nativa e

desnaturada para o cossolvente EMIMBF4. O calculo foi realizado por meio da Equacdo 7.1.1.
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Conforme a concentracdo do LI aumenta, ha um aumento de AT',., indicando maior acumulacao
sobre proteina desnaturada. O contelido da Tabela 7.2 indica solvatacdo preferencial da conformacao

parcialmente desenovelada pelos ions e, consequentemente, exclusao para a agua.

Tabela 7.2: Variacdo do parametro de solvatacdo preferencial para cada componente dos sistemas
contendo EMIMBF4. A variacdo foi calculada utilizando os sistemas com as conformacdes
parcialmente desenovelada e nativa. Os dados indicam forte interacdo do liquido i6nico com a
conformacao parcialmente desenovelada se comparada a proteina nativa.

Concentracao
inicial de LI AL (EMIM) AT,.(BF4) AT..,(H20)
(mol L™1)

0,5 6+4 6+3 -11+5
1,0 16 £3 16 £ 2 29+ 4
1,5 18 £2 18 £2 31+ 4
2,0 25+ 2 25+ 2 42 + 2
2,5 21 +1 21 +1 33+ 2
3,0 29 +1 29 +1 43 £ 2

Apesar de, em todos os sistemas, I',. diminuir com o aumento da concentracdo a partir
de 1,5 mol L™! temos que AT, (de maneira geral) continuou aumentando. Tal fato evidencia que
a acumulacao dos Lls, em grandes concentracdes, para as conformacSes desnaturada e estendida é

maior, de forma que a diferenca entre ambas e a proteina nativa resulta em AL, > 0.
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Capitulo 8

Efeito da troca de anion e

de cation

Até o momento, vimos que os sistemas que continham as menores concentracdes de
liquido i6nico apresentam solvatacdo preferencial da ubiquitina por parte dos ions. Além disso,
observamos que ha maior acimulo do liquido i6nico para as conformacdes desnaturada e estendida
da proteina. Neste capitulo vamos estudar o efeito relativo sobre a distribuicdo ao longo da solucao
do cation/anion quando alteramos o seu par iénico no sistema. Demonstraremos que o anion DCA
faz com que a densidade relativa do cation aumente muito em distancias préximas da proteina. Além
disso, os cations mais volumosos fizeram com que os dnions possuissem maior densidade relativa
proxima da proteina. Apresentaremos que , apesar de se distribuirem diferentemente ao longo da
solucdo, os ions dos Lls possuem integrais de Kirkwood-Buff com mesmo valor. Este comportamento

trata-se de uma consequéncia da eletroneutralidade da solucao.

8.1 Parametros de solvatacao preferencial dos ions

Vamos exemplificar a discuss3o que segue com os sistemas contendo 0,5 mol L™! de Ll e
com o soluto sendo a ubiquitina nativa. Na Figura 8.1 temos o pardmetro de solvatacao preferencial
calculado para o anion na presenca do EMIM e do BMIM. Qualitativamente, temos agora (em relacdo
ao que tinhamos com EMIM) uma molécula maior e mais apolar. Consequentemente, sua afinidade
pela dgua é menor do que a do EMIM. Podemos notar que o I',,. para o dnion no sistema que contém
o cation BMIM é maior do que para o cation EMIM, para as concentraces menores. Conforme a
concentracdo de LI aumenta, I',. do anion diminui, mostrando que pelo fato de usarmos um cation
maior, o anion passa a ser preferencialmente excluido (nas maiores concentracdes) e acumula mais

em concentracdes abaixo de 2,0 mol L=
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Figura 8.1: Parametro de solvatacdo preferencial para o anion DCA na presenca da ubiquitina nativa,
em sistemas com 0,5 mol L~'de EMIMDCA e BMIMDCA.

Observando a Figura 8.1 vemos que, na concentracdo inicial (0,5 mol L*l), a troca do
cation EMIM para BMIM ocasiona em um aumento em I',. em torno de 17. Contudo, a mesma
mudanca para o sistema com BF4 (Figura 8.2) culminou em um aumento claramente menor. Porém,
se olharmos para as maiores concentracdes de LI, temos a situacdo oposta. A diferenca de I',. para
o sistema com EMIM para com BMIM na presenca do DCA é em torno de 25 unidades de I, o
mesmo tipo de variacdo para os sistemas com BF4 é em torno de 20 unidades de I'. Além disso, a
concentracdo bulk de LI nos sistemas com DCA fica em torno de 3,2 mol L™!, enquanto que para
os sistemas com BF4 temos quase 3,5 mol L™!. Isto mostra que o LI foi mais excluido nos sistemas
com BF4 ao ponto da concentracdo de LI no bulk exceder a concentracdo inicial em quase 17% seu

valor inicial.
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Figura 8.2: Parametro de solvatacdo preferencial em sistemas contendo a proteina em seu estado
nativo e 0,5 mol L=! dos liquidos idnicos EMIMBF4 e BMIMBF4. O aumento da cadeia carbdnica
do cation (EMIM para BMIM) é acompanhada da diminuicdo I, para concentracdes menores do
que 2,0 mol L1

8.2 Funcoes de distribuiciao de minima-distancia para os ions

A Figura 8.3 contém as MDDFs para o anion DCA em dois sistemas diferentes (um
contendo EMIMDCA e o outro BMIMDCA), podemos notar a existéncia de dois picos, o primeiro
deles (tanto para DCA quanto BF4) aparece por voltade 1,9 A e é referente as ligacdes de hidrogénio.
Os picos no sistema com EMIMDCA s3o bem definidos e, a partir do segundo pico, a funcdo decresce
rapidamente, com pequenas bandas (4,3 A e 6,0 A) indicando pequeno actimulo em distancias
maiores a partir da superficie proteica. O resultado disto é que em 10 A a func3o converge para o
regime bulk (g,,a(r) = 1). No sistema com o BMIMDCA, o anion apresenta picos maiores. Sendo
assim, a densidade relativa do DCA, nas distancias 1.9 e 2,6 A, é maior quando o DCA forma par

ionico com o BMIM do que com o EMIM.
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Figura 8.3: Funcdes de distribuicdo de minima distancia para o DCA nos sistemas com EMIMDCA
(A) e BMIMDCA (B). Nota-se que que MDDF no sistema (B) apresenta picos maiores, ou seja, no
sistema (B) é maior a densidade relativa do anion DCA ao redor da proteina em compara¢do com
o sistema (A).

A Figura 8.4 contém a MDDF para o anion BF4 nos sistemas com EMIMBF4 e
BMIMBF4. Pode-se observar que a MDDF apresentou uma sensibilidade bem menor (levando em
consideracdo a mudanca na altura do pico resultante da troca de EMIM para BMIM) se

comparada 3 do DCA. Os picos em 1,9 e 2,6 A tém um ligeiro aumento quando o cation passa de

EMIM para BMIM.
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Figura 8.4: Funcdes de distribuicdo de minima distancia para o BF4 nos sistema com EMIMBF4
(A) e BMIMBF4 (B). A mudanga, na altura dos picos, resultante da troca do cation EMIM para
BMIM é muito pequena .

Nas figuras 8.5 e 8.6 vemos que a diferenca nas funcdes de distribuicdo reflete-se em
um aumento muito grande da IKB para o anion DCA. Para o anion BF4 o aumento é bem menos
pronunciado. Como a IKB mede diretamente acimulo ou exclusdo de uma componente do solvente

sob o soluto, temos que ha maior acimulo de DCA sobre a proteina em comparacdo ao BF4.
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Figura 8.5: IKBs para o DCA nos sistemas contendo o EMIMDCA (A) e o BMIMDCA (B). O anion
DCA apresenta uma IKB muito maior no sistema com o cation BMIM.

Pela observacao das Figuras 8.5B e 8.6B é possivel notar que para distancias menores
as curvas sdo parecidas, contudo, conforme a distancia aumenta, as diferencas tornam-se maiores
(BMIMDCA apresenta IKB muito maior do que BMIMBF4). Isto indica que as principais diferencas

ndo ocorrem na primeira camada de solvatacdo, mas sim em distancias maiores.
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Figura 8.6: IKBs para o BF4 nos sistemas contendo EMIMBF4(A) e BMIMBF4(B). O aumento do
tamanho da cadeia carbonica do cation culminou num pequeno aumento da IKB para o BF4 no
sistema com BMIM.

Pelos resultados apresentados até agora vemos que a troca do cation causa alteracao da
distribuicdo e aumento da IKB maior para o do que o BF4. Vamos agora mudar o anion e observar
0 que acontece com a funcdo de distribuicao do céation. Nas figuras 8.7 e 8.8 estamos observando
mudancas na MDDF do cation resultantes da presenca de DCA ou BF4. E importante lembrar
que, em cada figura, estamos observando a funcdo de distribuicio do mesmo cation, que faz par
ionico com anions diferentes. Na Figura 8.7 temos que as funcdes de distribuicido apresentam a

mesma forma, isto é, o pico surge na mesma distancia e a funcao converge de maneira semelhante.
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Contudo, a altura do pico é muito diferente nos dois sistemas. Para o anion BF4 o maximo da

distribuicdo é em torno de 8,75 enquanto que para o DCA é 17,0.
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Figura 8.7: MMDFs para o cation EMIM nos sistemas contendo BF4 (A) e DCA (B).

E observado o mesmo comportamento da Figura 8.7 na Figura 8.8. O sistema com o
anion BF4 apresenta maximo da distribuicdo igual a 12,5 enquanto que para o DCA ¢é

aproximadamente 25,0.
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Figura 8.8: MMDFs para o cation BMIM nos sistemas contendo BF4(A) e DCA(B).

O anion DCA levou a um aumento na MDDF muito maior para os cations se comparado
ao BF4. Os anions possuem a capacidade de formar ligacdes de hidrogénio com a superficie da
proteina, ficando a uma distancia de 1,9 A da proteina. A primeira camada de solvatac3o, nos
sistemas aqui mencionados, é composta por agua e os ions de carga negativa. Tal fato faz com que

os cations se agrupem nas proximidades dessa camada, ainda que de maneira difusa. T3ao maior sera
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o niimero de moléculas de cation proximos da proteina quanto maior for o nimeros de moléculas do
anion ocupando regides préximas da proteina, até que ocorra saturacao de ions ao redor da proteina.
Os dados indicam que o DCA solvata preferencialmente a proteina de maneira mais intensa do que
o BF4. Isto explica porque o EMIM que faz par ionico com DCA acumula muito mais que o EMIM

que faz par i6nico com BF4.

Os resultados indicam se o anion apresenta maior acumulacdo sobre a superficie da
proteina, o seu par idnico também apresentard um aumento na sua acumulacdo em comparacdo ao
que ocorreria se, por exemplo, o cation estivesse em contanto com um anion com menor I". A anélise
das MDDFs para os anions DCA e BF4, mostra que o anion DCA apresenta maior capacidade de
estabelecer ligacdes de hidrogénio com os atomos da superficie da proteina do que o BF4. Esta
afirmacéo vem do fato de que, o pico em 1,9 A da MDDF do DCA tem forma mais definida e é mais
alto. Além disso, no Capitulo 7 vimos que o pico em 1,9 A tem maior contribuic3o sendo proveniente
dos nitrogénios, sendo estes aceptores de ligacdes de hidrogénio (sendo assim, uma evidéncia muito

forte da importancia das ligacdes de hidrogénio na interagdo entre DCA e a proteina).

A Figura 8.9 contém as MDDFs (A) e IKBs (B) para os ions EMIM e DCA (o sistema
em quest3o contém 3,0 mol L™! de LI e a proteina no estado nativo). Os ions distribuem-se ao
longo da solucdo distintamente, por exemplo, a MDDF do DCA possui picos em distancias mais
préximas da proteina. Tal fato indica que o DCA tem densidade maior préximo da ubiquitina,
indicando interacao entre a ubiquitina e o anion DCA. O EMIM, por sua vez, estabelece interacdes
que ocorrem em distancias maiores. Quando calculamos a IKB, levando em conta os dominios da
proteina (r < 20,0 A), temos o mesmo resultado para ambos os fons. A eletroneutralidade dos ions
estabelece que em uma solucdo idnica, a soma de cargas elétricas negativas atraia uma soma igual
de cargas elétricas positivas. Isto faz com que a IKB para os ions sejam iguais, pois sera requerido

que, o bulk da solucdo seja eletricamente neutro.
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Figura 8.9: Em (A) temos as MDDFs para o cation EMIM e o anion DCA, (B) contém as IKBs
para 0s mesmos componentes.
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Capitulo 9

Consideracoes Finais

O entendimento da estabilidade das proteinas em solucdo é um problema que pode ser
estudado por meio da interacdo preferencial relativa de diferentes conformacdes com o solvente.
Uma forma de estudar a interacdo de moléculas com a superficie da proteina é por meio do
parametro preferencial de solvatacdo. Esta quantidade mede o atumulo/exclusdo sobre a proteina
de uma substancia relativamente a outra. O parametro de solvatacdo preferencial pode ser
experimentalmente obtido através do experimento de dialise no equilibrio. Além disso, podemos
calcular esse parametro usando a teoria de solucdoes de Kirkwood-Buff e as MDDFs. O
entendimento da estabilidade de proteina em solucdo é importante por conta de diversos processos
biolégicos requerem a proteina solubilizadas. Neste sentido, esta dissertacdo buscou estudar a
estrutura de solvatacdao de uma proteina amplamente estudada, a ubiquitina, em sistemas
contendo liquidos i6nicos, que s3o solventes com forte apelo cientifico devido as suas
caracteristicas fisico-quimicas. Neste capitulo, iremos revisitar os principais resultados e apresentar
as conclusGes que surgem a partir de toda a discussdo realizada até entdo na dissertacao.
Realizamos a caracterizacdo da estrutura de solvatacdo da Ubiquitina pelos liquidos i6nicos
EMIMDCA, EMIMBF4, BMIMDCA, BMIMBF4 e a agua utilizando as funcdes de distribuicao de

minima-distancia.

9.1 Variacao da concentracao

Observamos que os Lls solvatam preferencialmente a ubiquitina nos sistemas contendo as
menores concentracdes. Vimos que a acumulacao de ions sobre a superficie proteica é maior quando

o anion é o DCA e o cation é o BMIM. Além disso, pudemos observar que em uma concentracao
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especifica I, apresentou valor maximo, indicando que, nesta situacdo, a acumulacdo relativa do LI
alcanca seu maior valor. A 4gua, por sua vez, sempre foi excluida da superficie proteica (apresentando
Cyw < 0). Entretanto, conforme a concentracdo do LI aumentava, Iy, tornava-se menos negativo,
o que nos faz supor que, em grandes concentracdes de LI (maiores do que aquelas simuladas) a

agua passaria a ter ', > 0, solvatando preferencialmente a proteina.

Pela analise das MDDFs notamos que a agua e os anions estudados interagem com a
superficie da proteina mediante ligacdes de hidrogénio, contudo, o anions também podem estabelecer
interacdes ndo-especificas. Os cations, por sua vez, apresentam apenas um pico significativo em
sua MDDF. Este, da mesma forma com o que ocorre com os anions, também esta relacionado as

interacGes de natureza nao-especificas.

De maneira geral, vimos que as menores concentracdes culminaram em maiores
densidades relativas (picos maiores nas MDDFs) dos ions. Além disso, houve a maior acumulacdo

relativa de ions em relacdo a 4gua com 1,5 mol L™t de liquido idnico.

9.2 Estado de enovelamento da Ubiquitina

Realizamos simulacoes em trés estados de enovelameto diferentes da Ubiquitina. Pela
analise dos parametros de solvatacao preferencial, pudemos constatar que conforme aumentava o
grau de desenovelamento da proteina, maior era o valor de I',.. Assim, o LI apresentou maior
acumulacdo relativa sobre as conformacdes mais abertas da ubiquitina, tendo os sistemas com
a conformacdo estendida apresentando os maiores valores de I',.. O perfil das curvas contendo
o parametro de solvatacdo preferencial dos ions foi parecido na maioria dos sistemas. Ha um
crescimento I',. no intervalo entre 0,5 e 1,5 mol L=! do LI e decréscimo no intervalo entre 1,5 até

3,0 mol L.

Utilizamos como um exemplo sistemas contendo EMIMBF4 e as conformacdes nativa
e desnaturada para o calculo de AI'. Sempre tivemos AI' > 0, indicando que o cossolvente
(EMIMBF4) acumula-se mais sobre a proteina desnaturada. Independente da apresentacdo de AT’
apenas para o EMIMBF4, ao longo da dissertacao, todos os Lls simulados apresentaram I" maiores
nos sistemas com as conformacdes desnaturada e estendida da Ubiquitina. De forma que, AT

seria positivo para todos os sistemas. Os dados sugerem que os Lls simulados seriam compostos
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desnaturantes para a Ubiquitina.

Pela observacao das MDDFs, pudemos ver que hd um aumento substancial no pico
das interacdes n3o-especificas (2,6 A para os &nions e 2,5 A para os ¢ations) nos sistemas com a
Ubiquitina estendida e desnaturada em relacdo aos sistemas com a Ubiquitina nativa. Isto indica
que ha um aumento das interacBes-nao especifica entre o LI e as conformacdes mais abertas da
Ubiquitina. De maneira geral, os Lls, possivelmente, levariam a Ubiquitina ao desenovelamento da
Ubiquitina em solugdes com as concentracdes simuladas de LI (sendo este efeito particularmente

maior nos sistemas contendo o anion DCA).

9.3 Variacdo do tipo de cation/anion

Quando discutimos os resultados levando em conta a variacdo do tipo do cétion/anion
estdvamos preocupados em entender se havia alguma mudanca na distribuicio de um cation ao
trocarmos o par iénico, por exemplo. Analisando as MDDFs para os dnions pudemos notar que para
o DCA, um aumento no tamanho do cation culminava em picos mais altos na MDDF do DCA. O

mesmo nao foi observado para o BF4.

Observou-se que ao trocarmos o DCA pelo BF4, a MDDF para o cation apresentou
diminuicdo consideravel para o pico em 2,5 A. De maneira geral, os Lls que contém o DCA
apresentaram maior acumulacdo do que aqueles com BF4. O aumento da cadeia carbonica do
cation, em um primeiro momento, culminou em uma maior acumulacdo do anion sobre a superficie
da proteina. Porém, a exclusdao do LI nas maiores concentracdes pode ser indicativo de que em
grandes concentracdes (maiores do que as que foram simuladas) ele faca com que uma maior

quantidade de agua acumule sobre a proteina.

Apesar de apresentarem distribuicdes muito distintas, cations e anions possuem integrais
de Kirkwood-Buff iguais. Isto porque a solucdo tem que ser eletricamente neutra. Portanto, a

natureza das interacdes do cation afeta a distribuicao do anion, e vice-versa.
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9.4 Perspectivas futuras

Ao longo desta dissertacio estudamos a estrutura de solvatacdo de variadas
conformacdes da Ubiquitina por solucdes aquosas de liquidos ionicos imidazdlicos. Apesar de ter
sido feito um vasto estudo das funcdes de distribuicdo, a quantidade de liquidos idnicos estudados
foi limitada. Além disso, nao foram feitas analises que reportam informacdes energéticas a respeito
da interacdo entre as componentes do sistema. Desta forma, possiveis andlises poderiam ser

realizadas visando a informac3do energética que falta para o estudo das interacdes na solucao.

Pode muito ser interessante adicionar outros tipos de dnions e cations ao sistema, com o
objetivo de estudar como esses novos fons irdo alterar (ou ndo) a distribuicdo dos ions provenientes

do liquido i6nico.

Como foi apresentado na introducdo, o parametro de solvatacdo preferencial pode ser
experimentalmente medido por meio da técnica de dialise. Para um futuro préximo, podemos buscar
na literatura sistemas semelhantes aos trabalhados nessa dissertacao, e que tenham medido I". Desta

forma, poderiamos confrontar resultados tedricos e experimentais.

Além disso, em uma eventual sequéncia desta linha no doutorado, pode vir a ser
interessante a utilizacdo de campos de forca polarizaveis na avaliacao de interacdes eletrostaticas,

que sdo fundamentais para estrutura e funcdo das proteinas.
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