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Resumo

Os liquidos idnicos (LIs) sdo sais liquidos a temperaturas inferiores a 100°C,
caracterizados por baixa pressdo de vapor, alta estabilidade térmica, viscosidade elevada (em
comparagdo com solventes organicos regulares e dgua) e ampla capacidade de solubilizagdo
de compostos diversos. No contexto bioldgico, os Lls sdo comumente aplicados para
aumentar a estabilidade e a solubilidade de proteinas em solucdes aquosas. Neste contexto,
uma das principais lacunas na area é a compreensao detalhada das interacGes entre Lls e
proteinas, essencial para o desenvolvimento de Lls seletivos com aplicaces biotecnolégicas.

Este trabalho investiga o papel dos Lls na solvatacdo de proteinas, tendo a
ubiquitina como modelo, por meio de simulacdes de dindmica molecular. A estrutura e a
termodinamica de solvatacdo da ubiquitina em solucdes aquosas de Lls foram analisadas por
funcdes de distribuicdo de minima-distancia e pela teoria de solu¢des de Kirkwood—-Buff.
Foram estudados os cations 1-etil-3-metilimidazélio ([EMIM]T) e 1-butil-3-metilimidazélio
([BMIM] '), combinados com os anions tetrafluoroborato ([BF4| ™), dicianamida ([DCA]™),
cloreto (C17) e nitrato (NO5).

Os resultados demonstram que os Lls formam intera¢Ges especificas com proteinas,
influenciando significativamente a solubilidade e a desnaturagdo. O anion [DCA|~ destacou-
se pela formacdo de ligacdes de hidrogénio, desempenhando um papel desnaturante mais
acentuado em combina¢do com o cation [BMIM] ™. Contudo, o aumento da concentracio de
Lls reverte esse efeito, tornando [EMIM] ™" mais eficaz em concentracdes elevadas. Este estudo
evidencia a natureza n3o aditiva das combinacdes de dnions, o impacto da hidrofobicidade
dos cations e os mecanismos cooperativos que governam a solvatacao proteica. Esses achados
oferecem subsidios para o desenvolvimento de LIs com propriedades ajustaveis para aplicagdes
biotecnoldgicas especificas.



Abstract

lonic liquids (ILs) are salts that remain in the liquid state at temperatures below
100°C, characterized by low vapor pressure, high thermal stability, high viscosity, and broad
solvation capabilities for a wide range of compounds. In biological contexts, |Ls are commonly
used to enhance the stability and solubility of proteins in aqueous solutions. However, a major
gap in the field is the detailed understanding of IL—protein interactions, which is essential for
the design of selective ILs with biotechnological relevance.

This work investigates the role of ILs in protein solvation using ubiquitin as a model
system through molecular dynamics simulations. The structural and thermodynamic aspects of
ubiquitin solvation in aqueous IL solutions were analyzed using minimum distance distribution
functions and the Kirkwood—Buff theory of solutions. The cations 1-ethyl-3-methylimidazolium
([EMIM] ") and 1-butyl-3-methylimidazolium ([BMIM] ") were studied in combination with the
anions tetrafluoroborate ([BF4] ™), dicyanamide ([DCA] ™), chloride (C17), and nitrate (NO5).

The results demonstrate that ILs establish specific protein interactions, significantly
affecting solubility and denaturation. The [DCA|™ anion was particularly notable for forming
strong hydrogen bonds, exhibiting a more pronounced denaturing effect when paired with
[BMIM] ™. However, increasing IL concentration reverses this trend, rendering [EMIM] ™ more
effective at higher concentrations. This study underscores the non-additive nature of anion
combinations, the influence of cation hydrophobicity, and the cooperative mechanisms that
govern protein solvation. These findings offer valuable insights for the design of ILs with
tunable properties for targeted biotechnological applications.
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Pardmetros de solvatagdo preferencial (I') para os sistemas BET-EG,
BET-PG e BET-BTO. A barra laranja representa a solvatacdo preferencial
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doadores de ligacdo de hidrogénio (HBDs). Valores positivos de T" indicam
acumulacdo preferencial do componente ao redor do ibuprofeno, enquanto
valores negativos indicam exclusao preferencial. Observa-se que o sistema
BET-EG apresenta a maior solvatacido preferencial por BET, enquanto o
aumento do comprimento da cadeia alquila do HBD resulta em mudancas
no comportamento de solvatacdo preferencial, especialmente no caso do

BTO, onde a solvatacao do HBD torna-se dominante. . . . . . . . . .. ..
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CAPITULO 1. LIQUIDOS IONICOS E PROTEINAS 28
Capitulo 1
Liquidos ionicos e

proteinas

Os liquidos i6nicos (LIs) formam uma classe de compostos que tém sido
amplamente utilizados em diversas areas devido as suas propriedades variadas e
customizaveis como solventes. Este capitulo apresenta uma introducdo aos Lls e as suas
aplicacdes em sistemas envolvendo proteinas. Inicialmente, serdo apresentados os aspectos
gerais da natureza quimica dos Lls, destacando suas principais propriedades e como estas
podem ser correlacionadas com suas estruturas quimicas. Uma atencdo especial sera
dedicada as aplicagoes dos Lls, com énfase nos compostos imidazélicos, em sistemas
biolégicos. Serd abordada, em particular, sua utilizagdo como cossolventes em sistemas

contendo proteinas, evidenciando os avancos e desafios nesse campo de pesquisa.

1.1 Visao Geral sobre Liquidos I6nicos

Os Lls s3o sais que permanecem no estado liquido em temperaturas inferiores a
100°C [1, 2]. S3o geralmente formados por cations orgénicos volumosos, como
tetraalquilaménios ou compostos imidazélicos, combinados com anions de estruturas
variadas: desde ions simples, como cloreto, até carboxilatos com cadeias quimicas mais
complexas [3]. A Figura 1.1 ilustra exemplos de cations e dnions comumente encontrados em

Lls.

Os fons presentes nos Lls, especialmente os cations, possuem caracteristicas
especificas, como o grande tamanho molecular e a carga frequentemente deslocalizada [4]. A
deslocalizagao de carga, juntamente com a assimetria dos ions reduz significativamente a
intensidade das interacOes eletrostaticas, em comparacao com cargas localizadas em ions

menores, como no caso do NaCl. Consequentemente, o enfraquecimento das ligagGes idnicas
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diminui a estabilidade do reticulo cristalino, permitindo que esses compostos existam no

estado liquido em temperatura ambiente [5].

Os anions, por sua vez, apresentam maior diversidade estrutural e quimica.
Enquanto os cations frequentemente possuem cadeias carbonicas como caracteristica
predominante, os anions podem incluir grupos quimicos com propriedades variadas, como
doadores e aceptores de ligacdes de hidrogénio, além de grupos polares e apolares, conforme

ilustrado na Figura 1.1(B) [6, 7].

piridinio /

/ cations comuns \ / anions comuns \
R2
I w ‘
« / R3—N-—R4 _}l,_ N
: / X"
/H 2 | H/// \\H
R1 amonio
imidazdlio tetrafluorborato haleto dicianamida
R
R1 R1 !ll,
\/ & )L
; ; NS : <§ R

H,N
K aminoacido

\ pirrolidinio carboxilaty

Figura 1.1: Estruturas quimicas dos ions mais encontrados em Lls. Os cétions, a direita, s3o, em
sua maioria, compostos organicos, frequentemente apresentando cadeias carbonicas extensas.
Em contraste, os anions, a esquerda, podem ser tanto de natureza inorganica quanto organica,
variando amplamente em tamanho e na presenca de diferentes grupos funcionais.

A configuracdo assimétrica e variada dos ions nos Lls reduz significativamente a
eficacia das interacOes coulémbicas em comparagdo com compostos iOnicos convencionais,
como o NaCl. Esta reducdo na intensidade das interacdes eletrostaticas resulta em um ponto
de fusdo consideravelmente menor para os Lls, o que permite que muitos deles sejam liquidos
a temperatura ambiente (25 °C) [8, 9]. A Figura 1.2 ilustra simplificadamente as diferencas
estruturais entre um sal convencional, como o NaCl, e um LI, caracterizado por um cation

assimétrico e significativamente maior que o anion.

A energia potencial entre duas cargas é inversamente proporcional a distancia
que as separa. Nos Lls, os cations organicos sao substancialmente maiores que ions como o
Na™ e, em muitos casos, apresentam cargas deslocalizadas. Essa caracteristica reduz ainda
mais a intensidade das interacdes eletrostaticas. Apesar do enfraquecimento dessas interacoes,
elas continuam sendo relevantes nos Lls, contribuindo para suas propriedades unicas. Tais

propriedades sdo atipicas se comparadas com a maioria dos solventes organicos, incluindo
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alta estabilidade térmica, baixa pressdo de vapor, elevada capacidade de solubilizar diferentes
compostos, alta polaridade, baixa toxicidade e alta viscosidade [10]. Estas caracteristicas fazem
dos Lls um tema de grande interesse tanto em aplicagdes industriais quanto em pesquisas

académicas [11-13].

Sal comum
Ions simétricos quuldo I6nico
Alto ponto de fusdo
Ions assimétricos
Shiergle retcus sita Ponto de fus&o reduzido

fortes InteragBes eletrostéticas Energia reticular menor

InteragBes eletrostéticas enfraquecidas

Figura 1.2: Modelo comparativo entre ions regulares e liquidos i6nicos, destacando as diferencas
estruturais e de simetria.

Lls interagem com outras substancias de acordo com a natureza de seus ions e
das propriedades das substancias envolvidas. Por exemplo, um LI composto por ions
hidrofébicos serd naturalmente excluido de uma fase aquosa [3]. No caso do nitrato de
1-butil-3-metilimidazol ([BMIM][NO3]), o céation é um composto organico volumoso com
carga deslocalizada no anel imidazdlico, além de apresentar baixa polaridade. O grupo
imidazdlico pode interagir com biomoléculas, ou outros solutos, por meio de interacdes nao
especificas, como forgas de van der Waals ou ion-dipolo [14]. O anion [NO3|~, por sua vez, é
altamente polar e pode participar de interacdes especificas, como ligagcdes de hidrogénio
(devido a presenga de dtomos de oxigénio), bem como interagdes ndo especificas, como

forgas dipolo-dipolo ou fon-dipolo [3].

Além do enfraquecimento geral das interacbes entre os ions, um aspecto
importante que contribui para o baixo ponto de fusdo dos Lls é o fator entrépico. O cétion
imidazdlico, em particular, costuma apresentar dois grupos alquil ligados a cada nitrogénio do
anel, aumentando a flexibilidade molecular. Estas cadeias alquilicas conferem mais graus de
liberdade para o sistema [3]. Quando o LI passa do estado sélido para o liquido, hd um ganho

entrépico significativo devido ao aumento do movimento, especialmente dos cations, que sdo
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maiores e possuem cadeias laterais volumosas [14].

As cadeias alquilicas presentes nos cations imidazélicos também introduzem um
carater hidrofébico significativo ao sistema. A medida que o comprimento das cadeias aumenta,
cresce a tendéncia de segregacdo espacial entre as regides polares (compostas por ions e
grupos funcionais carregados) e as regides apolares (formadas pelas por¢des alquiladas dos
cations). Tal comportamento est4 relacionado a baixa miscibilidade de certos liquidos i6nicos
com solventes polares, como a agua, e a afinidade relativamente maior por espécies organicas
apolares. O aumento da hidrofobicidade também influencia propriedades macroscépicas como a
tensdo superficial, a viscosidade e o coeficiente de parti¢do octanol/agua, sendo um pardmetro

critico no desenho racional de Lls para aplicacdes especificas.

Devido a heterogeneidade estrutural, muitos LIs podem ser descritos como fluidos
auto-organizados, nos quais coexistem dominios hidrofilicos e hidrofébicos em escala
nanométrica [15]. As regies hidrofilicas, compostas predominantemente pelos centros
carregados dos cations e anions, formam redes fortemente correlacionadas por interagoes
coulémbicas e pontes de hidrogénio. Por outro lado, as por¢des alquiladas dos cations
tendem a se aglomerar, gerando dominios hidrofébicos segregados, similares a
microambientes organicos apolares [16]. Essa heterogeneidade microscépica confere aos
liquidos ionicos propriedades unicas de solvatacdo, permitindo, por exemplo, a dissolucdo
seletiva de solutos hidrofilicos e hidrofébicos em regides distintas do liquido. Esta organizacdo
supramolecular tem implicaces profundas em processos como catélise, extracio e

estabilizacdo de biomoléculas.

1.2 Principais propriedades dos Lls e aplicacbes mais comuns

Propriedades fisico-quimicas, como estabilidade térmica, capacidade calorifica,
viscosidade e temperaturas da fase liquida, sao aspectos cruciais para compostos utilizados
como solventes. Os Lls apresentam propriedades fisico-quimicas incomuns quando
comparados a solventes organicos convencionais, como o cloroférmio. Entre essas
caracteristicas destacam-se: baixo ponto de fusdo, baixa pressdo de vapor, alta polaridade,
elevada estabilidade quimica e térmica, e baixa toxicidade. Essas propriedades tornam os Lls

altamente promissores para uma ampla gama de aplicagdes [17-20].

Lls tém demonstrado grande potencial em areas como sintese organica, catalise,
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eletroquimica, separacdo de metais, separacdo de gases, processamento de biomassa,
desenvolvimento de produtos farmacéuticos e dispositivos de armazenamento de energia,
incluindo baterias, supercapacitores e células de combustivel [20-25]. Apesar da diversidade
de aplicagbes, os sistemas bioldgicos, especialmente aqueles envolvendo proteinas, tém
atraido atencao crescente. Isso se deve as inimeras potencialidades apresentadas pelos Lls
em relacdo as interacbes que podem ser estabelecidas e as propriedades fisico-quimicas que

podem ser moduladas [6, 26-30].

Devido a natureza organica de seus ions, especialmente os cations, os Lls
apresentam a combinacdo de funcdes organicas e cargas que permite a formacdo de uma
ampla gama de interagbes com outros compostos, diferenciando-os dos sais convencionais,
onde predominam interacdes coulémbicas [31]. Além disso, essas propriedades podem ser
ajustadas para atender a demandas especificas por meio da selecdo de diferentes cations e
anions [17, 18]. A ampla aplicabilidade dos LIs destaca a necessidade de uma compreensdo
mais profunda de suas caracteristicas, que permita racionalizar e prever seus
comportamentos. A possibilidade de ajustar suas propriedades reforca a relevancia de
métodos preditivos para determinar caracteristicas termo-fisicas e motiva esforcos para

explorar detalhes moleculares relacionados a estrutura, dindmica e interagdes nos Lls [26-30].

Diversas revises sobre a relacdo entre estrutura e propriedades estao disponiveis,
abordando aspectos fundamentais, como propriedades térmicas e fisico-quimicas dos Lls
puros [32-34]. As metodologias preditivas empregadas no estudo de Lls geralmente adotam
abordagens empiricas ou tedricas para representar propriedades como densidade, tensao
superficial, capacidade térmica, pontos de fusdo e condutividade elétrica [35, 36]. As
abordagens empiricas buscam correlacionar as propriedades dos Lls com suas estruturas
moleculares [18]. Dentre as propriedades de transporte, a viscosidade destaca-se como uma
das mais estudadas, devido a sua importancia em aplicagdes como eletroquimica e separacao.
Os valores de viscosidade dos Lls variam amplamente, geralmente entre 20 e 40.000 cP,
ordens de magnitude maiores que a viscosidade de solventes convencionais, como a agua, que

é, por definicao, 1 cP.

Um comportamento comum observado nos Lls é a reducido da viscosidade com o
aumento do tamanho dos ions, sendo esse efeito mais pronunciado no caso dos anions. Para

os cations, a viscosidade tende a aumentar com o comprimento das cadeias alquilicas,
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devido, em parte, ao fortalecimento das interacdes de van der Waals (VDW) [18]. Além
disso, a viscosidade é influenciada pela simetria dos cations, com cations assimétricos
apresentando comportamentos distintos em relacdo a cations menores e mais similares aos
anions em tamanho. Em resumo, a viscosidade esta diretamente relacionada as interacGes
intermoleculares. Interacdes fortes, como forcas eletrostaticas e de VDW entre anions e

cations, resultam em viscosidades mais elevadas.

A condutividade elétrica, outra propriedade frequentemente investigada, apresenta
valores na faixa de 0,1 a 30 mS/cm. Em temperaturas mais baixas, as estruturas dos cations
e anions exercem uma influéncia significativa sobre a condutividade dos Lls. Geralmente, a
condutividade diminui com o aumento do comprimento das cadeias alquilicas dos cations. O
efeito dos anions também é consideravel, especialmente devido a distribuicao de carga e ao

nimero de portadores de carga [37].

O grupo de pesquisa liderado por Masayoshi Watanabe, da Universidade Nacional
de Yokohama, contribuiu significativamente para o campo com estudos que correlacionam
estrutura e propriedades de LlIs [38, 39]. Em uma série de trabalhos pioneiros, investigaram
as relaces entre difusividade idnica, viscosidade e condutividade molar para diferentes
estruturas catidnicas e anidnicas. Em um estudo publicado em 2004 [38], os pesquisadores
analisaram o cation 1-butil-3-metilimidazélio ([BMIM]") combinado com diversos &nions
fluorados, incluindo [NTF,]~, [OTF]~, [PFs¢]~™, [CF3CO;]~ e [BF4]~. Por meio de
experimentos de auto diluicdo e condutividade, foi observado que a contribuicdo dos ions

para a condutividade iGnica esta relacionada a interacdo fraca entre os anions e o cation.

1.3 Liquidos ionicos e proteinas

As aplicacbes mais comuns de Lls em sistemas envolvendo proteinas incluem a
dissolucdo, estabilizacdo, extracao e purificacio de proteinas, tanto usando Lls anidros
quanto em misturas com &gua [40-43]. A capacidade dos Lls de solubilizar e manter a
integridade das proteinas estd diretamente relacionada as suas propriedades fisico-quimicas,
como viscosidade, polaridade, habilidade de doagao ou aceitagao de ligagdes de hidrogénio e
concentracdo [44, 45]. Adicionalmente, fatores inerentes as proteinas, como estrutura, peso
molecular, ponto isoelétrico e conformacdo, também desempenham papéis importantes na

solubilidade e estabilidade em diferentes Lls. Proteinas possuem uma grande complexidade
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estrutural, com diferentes grupos quimicos expostos ao solvente, enquanto os Lls, formados
por ions de estruturas diversificadas, interagem com as proteinas via multiplos mecanismos

moleculares.

Em solucdo, proteinas existem em equilibrio conformacional entre estados
nativos, desenovelados e parcialmente enovelados. Moléculas individuais podem
estocasticamente transitar entre esses estados. Contudo, em condicdes de equilibrio, a
distribuicdo total entre os estados permanece constante. Sob condigcdes fisioldgicas e
ambientais, conformacdes mais enoveladas sao favorecidas. No entanto, alteracdes no estado
termodinamico do sistema, como mudancas de temperatura, pressdo, pH ou composicao do
solvente, podem perturbar o equilibrio entre os estados enovelados e desenovelados [46, 47].
A diferenca de energia livre de Gibbs entre esses estados varia entre -5 e -15 kcal mol 1,
com estados enovelados sendo energeticamente preferidos. Pequenas perturbagdes, no

entanto, podem alterar esse equilibrio [48].

O processo de enovelamento e desenovelamento de proteinas pode ser modulado
por osmolitos, que sdo pequenas moléculas abundantes em organismos vivos. Osmodlitos
contrabalanceiam o estresse causado por fatores externos por meio de interacdes ndo
especificas e geralmente fracas [49, 50]. Em muitos casos, essas condi¢des de estresse

comprometem a estabilidade conformacional das proteinas [51, 52].

A estabilidade de proteinas é fortemente influenciada pela composicdo da solucdo
em que estdo inseridas. Cossolventes como glicose e alguns polidis possuem a capacidade de
estabilizar proteinas, favorecendo conformagdes enoveladas. Por outro lado, substancias como
a ureia tendem a desestabilizar proteinas, promovendo a desnaturagdo [53]. Nesse contexto,
Lls tém emergido como cossolventes promissores em sistemas biotecnolégicos [26, 28, 29].
E relevante observar que, em sistemas bioldgicos, os Lls perdem muitas das caracteristicas
fisico-quimicas observadas em estado puro, tornando-se sais dissolvidos em meios aquosos.
Diferentemente de cossolventes tradicionais, como ureia, TMAO e polidis, os Lls sdo formados
por duas espécies quimicas ionicas. Essa natureza dual permite que os LIs modulem processos

quimicos de maneira distinta dos cossolventes convencionais [54].

Os ions interagem com o soluto de maneira dependente da natureza quimica de
ambos. A agua, sendo altamente polar, estabelece interagdes fortes com outras moléculas

polares e com aquelas capazes de formar ligacoes de hidrogénio. Assim, ha uma competicdo
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constante entre os ions e a agua pelas interagdes com as superficies proteicas acessiveis ao
solvente. O problema do desenovelamento (ou sua auséncia) de proteinas em solugdo pode
ser compreendido considerando as interacdes preferenciais de cada solvente com diferentes

conformagdes proteicas.

Em organismos vivos, a conformacdo nativa de uma proteina é geralmente a mais
estavel [55-57]. No entanto, em solu¢des capazes de estabilizar outras conforma¢des mais
eficientemente, a proteina pode adotar estados diferentes do nativo, resultando na
desnaturacao. Além disso, como discutido anteriormente, as proteinas sdo marginalmente

estaveis, tornando o desenovelamento um processo provavel.

Devido as suas caracteristicas hidrofébicas, hidrofilicas e anfifilicas, a 4gua e os ions
dos Lls interagem de maneiras distintas com as regioes polares, ndo polares e carregadas das
superficies proteicas. Essas interacdes podem causar actimulo ou deplecdo em areas especificas

da superficie, como ilustrado na Figura 1.3.

Superficie Proteica

Figura 1.3: Modelo esquematico ilustrando a variabilidade das interagdes entre Lls e proteinas.
As interagdes podem incluir forcas dispersivas em regides apolares (representadas em cinza),
ligacBes de hidrogénio com moléculas de dgua (tridngulos azuis) e interacdes eletrostaticas em
regides carregadas, demonstrando a complexidade das interagdes preferenciais em diferentes
superficies proteicas. Figura inspirada a partir da discussao sobre interacdoes de Lls com
proteinas disponivel em [58].

Um aspecto relevante na solvatacao de proteinas por Lls é o carater anfifilico

de muitos cations. As longas cadeias alquilicas associadas ao centro de carga proporcionam
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regiGes apolares que interagem por forcas dispersivas (representadas em cinza na Figura 1.3)
[59, 60]. Essas interagdes sdo particularmente importantes em proteinas contendo aminoéacidos
apolares, que encontram nos cations parceiros favoraveis para interacées hidrofébicas. Estudos
conduzidos por Klahn e colaboradores demonstraram que as cadeias alquilicas dos cations

tendem a se orientar em dire¢do as superficies ndo polares das proteinas [61].

Além disso, os cations, por possuirem carga, podem competir com os anions pelos
sitios de solvatacao nas regides polares das proteinas, estabelecendo interacoes com residuos de
carga oposta. Em muitos casos, no entanto, as cadeias alquilicas dos cations se orientam para
longe da superficie proteica, especialmente em areas hidrofilicas [61]. Aminoacidos carregados
negativamente atraem preferencialmente cations, embora também interajam com moléculas
de agua (representadas por tridngulos azuis na Figura 1.3), capazes de formar ligacdes de

hidrogénio com os residuos superficiais.

Por outro lado, a aproximagao de cations as regides carregadas positivamente das
proteinas n3o pode ser completamente descartada. Devido a baixa densidade de carga dos
cations e a presenca de anions préximos na superficie proteica, interacdes favoraveis podem

ocorrer, mesmo nessas areas [29].

Os anions hidrofilicos tendem a se concentrar nas superficies positivamente
carregadas das proteinas, buscando estabelecer ligacdes de hidrogénio com residuos como
lisina, arginina ou histidina (quando protonada) [62]. Além disso, esses anions exibem fortes
interacdes couldmbicas com esses aminoacidos devido a sua alta densidade de carga. De
maneira geral, as interacOes eletrostaticas entre anions e proteinas sao mais intensas em
comparacdo com as interaces envolvendo cations, resultando em tempos de permanéncia

mais longos para os dnions nas proximidades dos residuos proteicos correspondentes [63, 64].

A remocdo de moléculas de agua pode impactar positiva ou negativamente a
solubilidade das proteinas [65]. Por exemplo, liquidos idnicos hidrofébicos podem formar
sistemas bifasicos com a agua, reduzindo a remocdo de moléculas de agua da superficie
proteica. Isso, por sua vez, pode aumentar a solubilidade da proteina [59]. Liquidos idnicos
com alta capacidade de formar ligacbes de hidrogénio ou interacdes ndo especificas com
proteinas frequentemente exercem efeitos desestabilizantes na estrutura proteica [66, 67]. Por
outro lado, anions como [BF4]™, que possuem menor capacidade de formar ligagcdes de

hidrogénio e baixa nucleofilicidade, demonstram compatibilidade com enzimas em
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determinadas situagdes [68].

1.3.1 Aplicacées mais modernas de LIs com proteinas

Os Lls tém demonstrado grande relevancia como cossolventes em sistemas
envolvendo proteinas, devido a dois fatores principais: 1) Os Lls exercem efeitos significativos
sobre a estrutura de proteinas mesmo em concentracdes menores do que as usualmente
requeridas por outros cossolventes [11, 54]. 2) A composicdo diversificada dos Lls permite a
sintese de compostos capazes de interagir seletivamente com sitios especificos das proteinas.
Por esse motivo, compreender a distribuicdo dos ions em solucdo e seu comportamento em

relacdo as proteinas é essencial [27, 28].

Lls tém demonstrado potencial na preservacdo da funcionalidade de biomoléculas
durante o armazenamento e em aplicacGes praticas, sendo cruciais para o desenvolvimento de
medicamentos e outros produtos biolégicos [6, 69]. A capacidade dos Lls de melhorar a
estabilidade e a solubilidade de proteinas terapéuticas é particularmente relevante, abrindo
caminho para novas formulacdes de medicamentos. Esses avancos tém impacto direto no
desenvolvimento de sistemas de entrega mais eficientes e na eficacia clinica de proteinas

destinadas ao tratamento de doengas como a diabetes e o cancer [70, 71].

Lls também favorecem a catélise enzimatica em reagdes organicas, aumentando
taxas de reagdo e seletividade [70]. Esses efeitos sdo fundamentais para o avango de técnicas
bioquimicas e para o desenvolvimento de proteinas terapéuticas mais estaveis e funcionais.
Além disso, os Lls vém sendo explorados no armazenamento de proteinas, promovendo a
preservacao de sua bioatividade e prolongando sua vida atil, representando uma abordagem

inovadora para armazenamento e transporte de biomoléculas sensiveis [72, 73].

Em aplicagdes estruturais, os Lls tém sido empregados na cristalizacdo de
proteinas, aprimorando esse processo e contribuindo significativamente para estudos em
biologia molecular [71]. LIs a base de imidazdlio, por exemplo, demonstraram maior eficiéncia
de cristalizacao em comparacdo a sais inorganicos tradicionais em proteinas como a lisozima

[74], ribonuclease A e glicose isomerase [75, 76].

Analises cristalograficas de proteinas cristalizadas na presenca de Lls revelam
interacGes direcionais entre os ifons do LI e a superficie proteica. Em um estudo

representativo, observou-se que o anion nitrato do etilamdnio nitrato (EAN) se liga



1.3. LIQUIDOS IONICOS E PROTEINAS 38

preferencialmente a residuos carregados positivamente na superficie da lisozima, promovendo

a nucleacgdo cristalina [77].

O efeito de Lls em proteinas em solucdo difere dos mecanismos classicos
induzidos por sais inorganicos, como os efeitos de salting-in e salting-out [77]. Enquanto sais
convencionais atuam predominantemente por modulacao da atividade da agua e efeitos de
exclusdo volumétrica, os Lls estabelecem ligacdes quimicas especificas com sitios da
superficie proteica, alterando seletivamente a energia interfacial e favorecendo a formacao de

arranjos ordenados durante a nucleagdo [77].

Os Lls também tém aplicacdo em sistemas de microemulsdo, melhorando a
estabilidade de proteinas em formulagcdes farmacéuticas complexas [31, 78]. Além disso, os
LIs s3o uteis na eletroforese em gel, onde melhoram a resolu¢do das bandas proteicas,

facilitando analises bioquimicas de alta precisdo [79].

As interacdes entre Lls e proteinas constituem, assim, um campo de estudo
promissor, com potencial significativo para avangos cientificos e tecnolégicos. A exploracdo
continua dessas interacOes promete expandir o conhecimento fundamental sobre esses
sistemas e possibilitar o desenvolvimento de aplicagdes praticas inovadoras em biomedicina,

biotecnologia e setores industriais diversos.
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Capitulo 2

Solucdoes com proteinas

Este capitulo apresenta os fundamentos tedricos necessarios para compreender a
solvatacdo em torno de biomoléculas, com énfase nas proteinas. A distribuicdo das moléculas
do solvente na solucao sera descrita utilizando funcdes de distribuicdo, destacando sua
relevancia para a andlise das interacbes soluto-solvente e para o entendimento do

comportamento estrutural e funcional das proteinas.

2.1 Aspectos gerais da solvatacao

A solvatacdo pode ser compreendida como as interacoes intermoleculares entre
uma molécula ou ion em solucdo e o solvente ao seu redor. Em meio aquoso, este processo
influencia uma ampla variedade de fenémenos que ocorrem em solucdo, como a transferéncia
e estabilizacdo de carga, reatividade quimica e enzimatica, o efeito hidrofébico, solubilidade,
separagdo de fases e precipitagdo [80-82]. Desta forma, uma compreensdo profunda de como
ocorre a solvatacdo de um soluto em um solvente é essencial para o entendimento das
propriedades quimicas da solucao, permitindo uma melhor utilizacao dessas propriedades em

diferentes aplicagOes.

Os termos soluto e solvente s3o geralmente aplicados a misturas diluidas na fase
liquida, nas quais o soluto (componente minoritario) estd disperso no solvente (componente
majoritario). Por esse motivo, o conceito de solvata¢do é, por vezes, ampliado para incluir a
influéncia de qualquer ambiente circundante no qual uma molécula esta inserida. Diversos tipos
de interacGes e efeitos dindmicos desempenham papéis cruciais no processo de solvatac3o.
Normalmente, as interacdes soluto-solvente sdo dominadas por forgas eletrostaticas (como

interages de cargas, dipolos e dipolos induzidos), bem como por ligagdes de hidrogénio e
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forcas repulsivas, ambas com componentes eletrostaticos.

Um aspecto fundamental na avaliacdo da solvatacdo em termos energéticos é
compreender a energia livre de solvatacdo. Este conceito pode ser elucidado por meio de um
processo hipotético que descreve o fenomeno da solvatacdo: considerando a transferéncia do
soluto de um estado de referéncia (no vacuo) para uma solugdo aquosa diluida, a energia livre
de solvatacdo é, entdo, definida como a variacdo na energia livre associada a esse processo,

representando a contribuicao termodinamica das interacoes entre o soluto e o solvente:

Solutoy) — Soluto g (2.1.1)

onde a transferéncia de fase representada pela Equacdo 2.1.1 pode ser dividida em dois
processos fundamentais: (a) a energia necessaria para criar uma cavidade no liquido e (b) a
energia requerida para acomodar o soluto na cavidade, considerando as intera¢des entre
soluto e solvente que serao formadas, com eventual reorganizacdo do solvente ao redor do
soluto. Assim, a energia livre de solvatagdo (AGs, ) é composta por contribuicdes entélpicas

e entrdpicas, podendo ser expressa como:

AGsy = AHyo — TASq,, (2.1.2)

assim, os termos da Equacdo 2.1.2 podem ser decompostos para incluir os processos de

abertura da cavidade (AG)) e inser¢cdo do soluto (AG), resultando na seguinte express3o:

AGg) = AG| +AGy, = AH| — TAS|1 + AHy — TAS, (2.1.3)

onde a equacao representa um processo envolvendo a quebra de interagdes intermoleculares
coesivas no solvente (AH;), a formag3o de uma vacancia sob pressdo constante e a redugdo
da entropia configuracional da rede de ligacdes de hidrogénio (AS). Por essas razdes, AG; é
geralmente grande e positivo, desempenhando um papel central no efeito hidrofébico. Por
exemplo, em modelos atomisticos usados em simula¢coes de dindmica molecular, as cavidades
formadas para biomoléculas sdo frequentemente definidas com base na area acessivel ao

solvente (SASA, do inglés Solvent Accessible Surface Area).
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Por sua vez, AG, é a energia livre necessaria para inserir o soluto na cavidade e
ativar as interacdes entre soluto e solvente. Esse processo inclui interacdes eletrostaticas e

ligagBes de hidrogénio favoraveis (AH,), além de outras possiveis interagdes.

A combina¢ao dos termos que compoem AG; e AG, fornece uma visdo abrangente
dos processos de solvatacdo, ainda que na realidade as contribuicbes de cada termo sejam
dificeis de serem separadas na realidade. Enquanto AH| inclui os custos associados a ruptura da
rede de ligacoes de hidrogénio do solvente, AH, representa os beneficios energéticos decorrentes
das interagdes soluto-solvente. A analise desses termos é fundamental para compreender os
mecanismos moleculares subjacentes a fenémenos como o efeito hidrofébico, a estabilidade de

biomoléculas e suas interaces com o meio solvente.

2.1.1 Solvatacao de biomoléculas

Proteinas tém suas fung¢des bioldgicas intrinsecamente vinculadas a sua estrutura
tridimensional, e a compreensdo dessas funcionalidades depende de sua identificac3o e analise
em diferentes meios [83]. O estudo de uma proteina especifica, a partir de uma amostra
biolégica, geralmente requer seu isolamento. Para isso, sao empregados processos de separacdo
baseados na solubilidade da proteina em diversos solventes [80]. Dessa forma, compreender os

mecanismos que governam a dissolucao e estabilizacao de proteinas em solucao é essencial.

A conformacao enovelada, frequentemente globular, é caracterizada pela exposicao
de residuos hidrofilicos a solucdo e pela protecdo de residuos hidrofébicos da agua, sendo a
conformacao preferida pela maioria das proteinas, principalmente devido ao efeito hidrofébico
[84]. Tal efeito consiste em uma forca efetiva que minimiza a exposi¢do de superficies apolares
ao solvente aquoso, resultado das ligages de hidrogénio altamente favoraveis entre moléculas

de agua, interrompidas pela insercao de um soluto apolar na solucao.

O custo de energia livre para solvatar moléculas apolares é elevado devido ao
aumento da entalpia associado a quebra de ligacGes de hidrogénio da agua, bem como a
diminuicao da entropia causada pela reorganizacio da rede de ligacdes de hidrogénio do
solvente ao redor do soluto. No entanto, se os grupos apolares do soluto puderem ser
protegidos da agua, o custo de energia livre é reduzido. Tal mecanismo é fundamental para o
colapso de cadeias polipeptidicas em estruturas globulares, onde os grupos apolares tendem a

se localizar no interior do glébulo.
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Varios fatores podem estabilizar ou desestabilizar proteinas em solucao,
especialmente considerando que estas sdo apenas marginalmente estaveis [85]. O efeito
hidrofébico é um dos principais responsaveis pela estabilizacdo do estado enovelado das
proteinas. Outros fatores incluem interaces de van der Waals entre os atomos das cadeias
laterais, ligacOes de hidrogénio entre grupos laterais ou com atomos do backbone, e pontes

salinas entre cadeias laterais carregadas.

Ao adicionar cossolventes a uma solucdo, as interacoes intermoleculares entre as
moléculas do solvente e o soluto podem ser alteradas. Para solutos complexos, como
proteinas, essas alteracdes influenciam o AH e AS da dissolucao. Em particular, a interacdo
de proteinas com o solvente é melhor quantificada por meio do excesso ou déficit de
osmdlitos (e dgua) ao redor da macromolécula em relagdo a solugdo bulk. O volume afetado
pela presenga da macromolécula, conhecido como “volume de correlagdo” [86], ndo se limita
a vizinhanca imediata da proteina, podendo se estender por diversas camadas de solvatacao

até o bulk.

O ciclo termodinamico apresentado na Figura 2.1 ajuda a ilustrar a solvatacdo de
proteinas em meios aquosos. Considerando possiveis mudancas conformacionais na Equacdo
2.1.1, o termo AG/ pode ser expandido em dois componentes: AG11, que representa a energia
livre necessaria para criar uma cavidade na agua capaz de acomodar a molécula solvatada, e
AG1», que corresponde a energia livre necessaria para induzir mudangas conformacionais no
soluto, preparando-o para o estado solvatado final. O termo AG;, por sua vez, descreve a
energia livre requerida para inserir o soluto na cavidade e ativar as intera¢des entre soluto e
solvente. Tal processo inclui a ativacao de interacdes eletrostaticas e ligacdes de hidrogénio,

bem como a reorganiza¢ao do solvente ao redor do soluto.
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Figura 2.1: (A) Representacdo esquematica da adigdo de uma proteina a uma solugdo aquosa.
(B) Ciclo termodindmico utilizado para avaliar a energia livre de solvatagcdo de uma proteina
em agua.
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No passo 1 (AG)), é possivel considerar a média sobre a entropia conformacional
do solvente associada a forma da cavidade e a conformagdo do soluto. Ja no passo 2 (AG),
a reorganizacao configuracional do solvente e as variacGes correspondentes na forca das
interacbes sao contempladas, refletindo a complexidade do processo de solvatacdo. Uma
analise detalhada deste fenbmeno para proteinas revela mdltiplos aspectos cruciais para sua
compreensdo. A introducao do soluto em uma solucdo composta por um cossolvente e agua
perturba as interacdes preexistentes, podendo estabelecer novas dinamicas no sistema. Estas
mudancas podem, por exemplo, influenciar diretamente a conformacdo da proteina,

destacando a relevancia do meio solvente na estabilidade estrutural das biomoléculas.

2.2 Estrutura de solvatacao

Os estudos computacionais s3ao ferramentas importantes para entender,
microscopicamente, o comportamento de proteinas em solu¢do. A estrutura de solvatacao 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

funcoes de distribuicao.

As funcbes de distribuicao descrevem como a densidade numérica das particulas
da solucdo varia em funcdo da distancia, a partir de uma particula de referéncia. As funcdes de
distribuicao descrevem a probabilidade de encontrar uma particula em um elemento de volume
dr e a uma distancia r do sitio de referéncia, em relacdo a probabilidade em uma distribuicdo

aleatéria com a mesma densidade do solvente [87, 88].

Funcdes de distribuicdo radiais (RDFs, em inglés Radial Distribution Functions)
sdo geralmente calculadas levando em conta a distancia entre centros de massa (se o calculo
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 2.2.
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Figura 2.2: Configuracdo que representa o célculo da fung¢do 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 particula
vermelha e da particula azul apontada pelas setas. Figura reproduzida com autorizacdo do
autor a partir de [89].

As RDFS podem ser melhor compreendidas pensando na seguinte abordagem
qualitativa: supondo que estivéssemos em um sistema com diversas moléculas de agua (a
agua esta no estado liquido) e que, nesta situagdo, escolhéssemos aleatoriamente o centro de
uma molécula para ficar em cima. Apenas olhando as vizinhancas, provavelmente nao seria
possivel observar nenhum padrao na distribuicdo das moléculas de agua. Contudo, se
contarmos o numero de centros das moléculas que aparecem em uma casca esférica de
largura dr, a uma distancia r do centro da particula onde estamos, poderemos encontrar
regularidades. Cada casca esférica possui um volume dV que é igual a 4wr2dr. 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 niimero médio de particulas igual a p4nR>dR
(neste caso, particulas com centro de massa em uma casca esférica de raio R). O que é
observado, de cima da particula, corresponde a uma densidade média para cada distancia.

Esta densidade é um desvio da densidade esperada para a solugdo (p).

g(r), portanto, pode ser avaliada considerando a densidade média de moléculas em
uma casca de raio r. A densidade de moléculas na casca serd igual a pg(r). Entdo, o nimero
médio de moléculas que realmente existem (ao redor da molécula que estamos sentados) na
casca esférica é pg(r)4mr’dr. Além da definicdo 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 a
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uma distribuicdo aleatéria).

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

pela densidade bulk da solucao de acordo com:

g(r) = (2.2.1)
p (bulk)

Funcgdes de distribuicdo podem ser calculadas para sélidos, liquidos e gases. Os
sélidos costumam possuir estruturas periddicas e regulares, desta forma, os dtomos tém apenas
flutuagdes préximas das posicdes no reticulo cristalino que cada dtomo ocupa [87]. Sendo
assim, na funcdo de distribuicao calculada a partir das posicdes dos atomos do sélido, devem
existir alguns picos em posicoes bem especificas. Esses picos possuirdo uma pequena largura
em fun¢3o da vibragdo dos dtomos em torno da posicao no reticulo. Os gases e liquidos, por
sua vez, possuem mobilidade muito maior em compara¢ao aos sélidos, ndo apresentando picos

em distancias periddicas.

A Figura 2.3 ilustra uma fungdo de distribuicao radial tipica para um liquido, que
pode ser melhor compreendida por meio de sua divisdao em regimes distintos: o primeiro regime
corresponde a regido em que g(r) = 0 para distancias r menores que o raio o, onde O representa
o raio aproximado da molécula, indicado na Figura 2.3 por aproximadamente 1,5 A. O segundo
regime ocorre para 0 < r < 30, onde g(r) > 1, indicando a presenca de interagdes efetivas
entre as moléculas. Esse regime é caracterizado por duas regibes distintas: a primeira camada
de solvatacao, representada pela cor lilas, e as camadas adicionais de solvatacao, representadas
pela cor vermelha, que refletem uma ordem estrutural mais prolongada no liquido. O terceiro
regime, para r > 30, corresponde a regido bulk, representada pela cor verde na Figura 2.3,

onde a influéncia das interagGes intermoleculares locais torna-se menos significativa [87, 88].
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Figura 2.3: Func3o de distribuicdo radial (g(r)) para um liquido genérico. g(r) > 1, indicando
a presenca de interacdes efetivas e destacando as camadas de solvatacao, indicadas pelos picos
em r| e rp; e em longas distancias, maiores que 7 A, correspondente a regido bulk, onde a
estrutura local do liquido torna-se menos pronunciada.

Em comparagdo com os liquidos, os gases exibem fun¢des de distribuicdo radial
com menor estruturacdo, onde os picos nao apresentam periodicidade. Por outro lado, os
sélidos demonstram picos bem definidos em distancias especificas, relacionados a organizagao
do reticulo cristalino da substancia. No estado liquido, as moléculas possuem uma mobilidade
moderada e apresentam certa organizacdo ao longo da solugdo, especialmente em substancias
altamente polares ou capazes de formar ligagdes de hidrogénio, como a agua. Essa organizacao
é refletida na funcao de distribuicdo radial, que exibe picos associados as camadas de solvatacio

e a ordem local.

As funcdes de distribuigdo radial fornecem informagdes microscépicas valiosas sobre
o sistema. No Capitulo 5, a analise da estrutura de solvatacdo de proteinas sera explorada em
maior profundidade, com uma explicacao detalhada dos métodos empregados neste trabalho,

em especial sobre as fun¢des de distribui¢cdo de minima distancia [90].
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Capitulo 3

Simulacoes de Dinamica

Molecular

A dindmica molecular (DM) é uma ferramenta computacional amplamente
utilizada na simulacdo de sistemas quimicos, especialmente aqueles que envolvem
biomoléculas. Este capitulo apresenta uma visdao geral da técnica, destacando seus

fundamentos mecanico-estatisticos e as etapas essenciais para a realizacao de uma simulagdo.

3.1 Visao Geral do Método

A DM classica é uma das ferramentas computacionais mais amplamente utilizadas
para investigar sistemas liquidos e sélidos ao nivel molecular, utilizando os principios da fisica
newtoniana. Por meio de simulacdes de DM, é possivel acessar o comportamento dindmico

microscépico e dependente do tempo das particulas que compdem um sistema molecular.

Os métodos de simulagdo por DM geram uma trajetéria, ou seja, uma série de
configuracdes espaciais e velocidades do sistema no tempo obtidas pela propagacdo de um
conjunto inicial de coordenadas e velocidades [91]. Essa propagacdo, no caso de simulagdes
classicas, ¢ realizada pela aplicagao da segunda lei de Newton em uma série finita de passos
de tempo. Assim, sucessivas configuracdes do sistema sdo geradas por meio da integracao das

equagdes de movimento de Newton [92].

O principio fundamental da DM é que forcas aplicadas a particulas causam
aceleracao, conforme ilustrado na Figura 3.1. Esta figura apresenta um sistema hipotético
com duas particulas, i e j, que, em um instante inicial #, possuem posi¢coes indicadas pelas
bolas pretas e velocidades vy, representadas pelas setas pretas. As particulas exercem forcas
mutuas de intensidade F;. A presenca dessas forcas altera as velocidades no instante 7+ 1,

fazendo com que passem de v, (setas pretas) para v,y (setas vermelhas) e,
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consequentemente, modificando suas trajetdrias.

N /

Figura 3.1: Sistema hipotético com duas particulas ilustrando o efeito de for¢cas na velocidade
das particulas ao longo do tempo.

De forma simplificada, o exemplo da Figura 3.1 ilustra como, em um sistema
com duas particulas, as posi¢des e velocidades sao alteradas devido a presenca de forgas. Por
exemplo, a Equacdo 3.1.1, que corresponde a segunda lei de Newton, mostra que, a partir
das forcas atuando nas particulas em determinadas posicGes, obtém-se as aceleracbes que

permitem o calculo de posi¢cbes e velocidades.

a(r)=—F(r) (3.1.1)

onde a(r) representa a aceleragdo das particulas em fungdo da posi¢do r, F(r) é a forca

atuando sobre as particulas em funcdo da posicao r, m é a massa das particulas.

Sistemas quimicos e bioldgicos, sendo os principais focos da DM, envolvem
muitos atomos, tornando inviavel a solucdo analitica das equacdes de Newton. Para estes
sistemas, é necessario recorrer a métodos numeéricos e, além disso, para obter aproximacoes
precisas do deslocamento das particulas, as forcas devem ser avaliadas em intervalos de
tempo muito pequenos. A Figura 3.2 mostra, simplificadamente, como o intervalo/passo de
tempo influencia na posicdo das particulas. Se o tempo é muito grande, as forgas
(representadas pelas setas) irdo aumentar gradualmente até que, devido ao intervalo de
tempo ser grande, haja um deslocamento muito expressivo entre um passo (representado
pelos retdngulos da Figura 3.2) e outro, inviabilizando a acurécia fisica da simulag&o.
Contudo, com um intervalo de tempo menor, o movimento das particulas entre frames nao

sofre variagcdes abruptas, permitindo a melhor descricao do sistema.



3.1. VISAO GERAL DO METODO 49

At grande

-y

t T AL 1 2A0

At22 fs

-y

t t + At t - 208

Figura 3.2: Exemplificacao do efeito de passos de tempo grandes, inadequados e pequenos, da
ordem de femtossegundos, na variacao da posicao de duas particulas em uma simulacdo de
DM.

Na escolha do algoritmo de integracao e da magnitude do passo de tempo em
simulacdes de dindmica molecular, a conservacao da energia total do sistema é um aspecto
fundamental. Algoritmos de integracao, como o de Verlet ou Velocity Verlet, sao projetados
para preservar a energia em sistemas isolados ao longo do tempo, desde que o passo de
tempo seja suficientemente pequeno para resolver adequadamente os movimentos atomicos

mais rapidos, como as vibragdes de ligagdes envolvendo hidrogénios [92, 93].

A definicdo do passo de tempo ideal precisa da monitoracdo da estabilidade da
energia total ao longo da simulacdo: flutuacdes pequenas e simétricas sao aceitaveis, mas
tendéncias sistematicas de aumento ou diminuicdo indicam a necessidade de ajustes no
esquema de integrac¢do, ou na escolha do passo de tempo [93]. Este controle é especialmente
importante em simulagcdes de equilibrio, onde a conservacdo da energia indica a fidelidade

fisica do modelo empregado.

Embora os fundamentos fisicos das interacGes intermoleculares sejam bem
estabelecidos, ha uma mistura extremamente complexa de fenémenos quanticos atuando em

distancias muito pequenas que acontecem na realidade. As forcas entre atomos e moléculas
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resultam de interacGes dinamicas entre elétrons orbitando os nicleos atomicos. Devido a
complexidade dessas interacdes entre nuvens eletronicas, elas n3do podem ser descritas
analiticamente ou calculadas numericamente com rapidez suficiente para viabilizar simulacGes
dindmicas em escalas temporais necessarias para o estudo de sistemas condensados. Um
calculo de DM regular envolve, comumente, centenas de milhares de atomos em sistemas
com biomoléculas, sendo o custo computacional para simular tal sistema usando mecanica
quantica invidvel. Apesar disso, vale destacar que atualmente existem métodos de DM que
representam apenas algumas partes do sistema usando o formalismo de quimica quantica

[94].

Para tornar as simulacbes de DM viadveis, é essencial avaliar as interacGes
moleculares eficientemente. Nesse contexto, as intera¢des sao aproximadas por meio de uma
funcdo empirica simples de energia potencial. Essa funcdo de energia potencial, U,
desempenha um papel central nas simulacées de DM, pois permite o calculo das forcas. A

forca que atua sobre um objeto é:

F=-VU

onde F representa a forca e VU denota o gradiente da energia potencial.

Conceitos da mecanica estatistica s3o essenciais para extrair propriedades
macroscépicas observaveis, como press3o, energia interna, volume, entropia e energia livre, a
partir das propriedades microscépicas obtidas das trajetérias [92]. Um conceito fundamental
na mecanica estatistica é que, apds tempo suficiente, o sistema percorrerd todos os
microestados consistentes com as restricoes do seu estado termodinamico. Realizando N

medidas independentes, o valor observavel de uma propriedade P pode ser calculado como:

1 N
Pobs:]vzpaa (3.1.2)
a=1

onde P, é o valor da a-ésima medida, e N é o niumero total de medidas.

A soma na Equacdo 3.1.2 pode ser reescrita como:
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Pops =Y {%] P, (3.1.3)

onde N, é o nimero de vezes que o estado v é observado, e P, é o valor esperado de P
quando o sistema esta no estado v. Apés um longo tempo, assumindo que todos os estados
relevantes foram visitados na proporcdo correta, a fracao de tempo no estado v, p, é igual a

[%] , resultando em:

Pobs:ZPvPvE<P>- (3.1.4)

Onde (P) é a média no ensemble da propriedade P. Essa equivaléncia baseia-se na hipdtese

ergddica, que implica que a média temporal é igual a média do ensemble [87, 88].

3.2 Calculo das forcas

Os campos de forca consistem em um conjunto de equagdes que descrevem as
interacGes relevantes em um sistema de interesse, como, por exemplo, os atomos de uma
proteina e o solvente ao seu redor. As forcas, conforme mencionado anteriormente, representam

as interacdes entre os atomos individuais que compdem o sistema.

Na DM, as moléculas s3o tratadas como uma cole¢do de dtomos descrita por forcas
classicas. Isso implica que, em um sistema simulado por DM, as particulas sao mantidas unidas
por forcas elasticas e harménicas. Um conjunto completo de potenciais de interacdo entre as

particulas (atomos, moléculas, etc.) é denominado “campo de for¢a” [95, 96].

A energia potencial de uma molécula é descrita como uma fun¢ao que considera a
resisténcia ao estiramento de ligacdes, torcao de angulos de ligagao, variagcdo de angulos diedros
e repulsdo ou atracdo entre os atomos. Essa equacdo de energia é utilizada para determinar
comprimentos de ligagdo, angulos e diedros [97]. Como a DM utiliza uma abordagem cléssica,

fendémenos quéanticos, como a quebra de ligagdes quimicas, ndo sdo representados [92].

Portanto, a qualidade dos campos de forca precisos é essencial para que as
simulacoes de DM produzam resultados consistentes com os experimentos, permitindo nao
apenas a validacdo de dados experimentais, mas também a investigacao de aspectos que

podem ser inacessiveis por métodos experimentais tradicionais. Podemos representar um
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campo de for¢a por:

Utotal = Uligagéo + UnSo—Iigagéo- (3.2.1)

Onde Uioral representa a energia total do sistema, Ujgaczo cCorresponde as energias
intramoleculares e Upzoligacio as energias intermoleculares e entre atomos distantes na
mesma molécula. As interagdes ligadas (Uligaczo) descrevem as forcas que atuam entre
atomos préximos dentro da mesma molécula, como dois atomos conectados por uma ligacao,

trés atomos formando um angulo e quatro atomos associados a um angulo diedro:

Uligagéo = Uligagées + U;Sngulos + Udiedros- (322)
Por outro lado, as interacdes ndo-ligadas (Unzo-ligacso) incluem interacdes de Coulomb e forcas
de van der Waals:

Unéo-ligagéo = Ucoulomb T Uvan der Waals- (323)

Combinando as Equagdes 3.2.1, 3.2.2 e 3.2.3, a energia total do sistema pode ser expressa

como:

Utotal = Uligagées + Uéngulos + Udiedros T Ucoulomb + Uvan der Waals- (3-2-4)

Assim, para as interacdes ndo-ligadas, consideram-se as forcas de Coulomb e o potencial de
Lennard-Jones. No campo de forca OPLS, utilizado neste trabalho, as interacGes ligadas e os

respectivos termos de energia sao representados por:
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Uligacaes(r) = kp(r — rO)za (3.2.5)

Uéngulos(e) = k9(9 - 90)27 (3.2.6)

Usearos(@) = ¥ 5 Vi1 + cos(jo — )] (327)
J

Onde k;, é a constante de forca da ligacdo, determinando a rigidez da ligacao; kg é a constante
de forca do angulo, que determina a rigidez do angulo; V; é a amplitude do potencial para
o termo harmdnico de ordem j; @ é o angulo diedro (ou torsional), que define a rotagdo ao
longo de uma ligagdao quimica, e ¢ é a fase do potencial, que determina o deslocamento do

minimo da energia no espago angular.

Os angulos diedros sao expressos como fun¢des periddicas de cossenos, utilizando
a soma dos multiplos harmdnicos para representar as interacoes rotacionais. As interacOes
nao-ligadas sao modeladas pela lei de Coulomb, para forgas eletrostaticas, e pelo potencial de

Lennard-Jones, que descreve as forcas de van der Waals:

Ucoulomb (ij) = F«S‘o#j]’ (3.2.8)
12 6
o o
ULennard—Jones(”ij) =4de <—> - <—) . (3.2.9)
rij rij

Onde g; e g; representam as cargas elétricas das particulas i e j, respectivamente, r;; é a
distancia entre essas particulas, e & é a permissividade elétrica do vacuo (8.854 x 10712 C2
N-! m‘z). No potencial de Lennard-Jones, € corresponde a profundidade do poco de energia,
que determina a intensidade da interacdo atrativa, enquanto o é o parametro que define a

distancia na qual o potencial se anula.

O potencial de Lennard-Jones, amplamente utilizado para descrever interacbes
de van der Waals, é um dos modelos para interacdo intermolecular entre particulas mais
fundamentais em DM. Este potencial captura as caracteristicas essenciais das interacoes entre
atomos e moléculas, descrevendo a repulsao entre particulas em distancias muito curtas, a

atracdo em distancias intermediarias e a insignificancia da interacdo em grandes distancias,
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como ilustrado na Figura 3.3. Trata-se de um potencial de pares, ou seja, considera apenas

interacGes entre duas particulas, sem incluir efeitos de trés ou mais corpos.
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Figura 3.3: Potencial de Lennard-Jones para dois dtomos de argbnio em interacdo. A curva

preta representa o potencial total, enquanto as curvas pontilhadas destacam os termos atrativo
(em azul) e repulsivo (em vermelho).

Com base na suposicdo de interagdes aditivas entre pares, é possivel juntar as

Equacdes 3.2.7 e 3.2.9 na energia total como:

U(r) :Zkb(r— I’())2 +Zk9(6 — 9())2

b 0
1
—vil o —
Tl reesio- o)
1 qiqj (3.2.10)

»)

werz](9)-(2)]

Onde os primeiros trés termos descrevem as interagdes ligadas (ligagdes, angulos e diedros),

477:80 Tij

enquanto os dois Ultimos representam as interagcdes nao-ligadas. No primeiro termo, k; é a
constante de for¢ca associada a deformacdo da ligagdo, r é a distancia atual entre os dtomos

ligados, e ry é a distancia de equilibrio da ligacdo. No segundo termo, kg é a constante de
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forca associada a deformacdo angular, 6 é o angulo atual entre as ligacdes adjacentes, e 6
é o angulo de equilibrio. O terceiro termo descreve as interacdes de torcdo ou rotacdo em
torno de ligagbes, onde V; é a amplitude da barreira de tor¢cdo, @ é o angulo de torgdo, j ¢ a

periodicidade, e ¢ é a fase.

Os dois dltimos termos correspondem as interaces ndo ligadas. O quarto termo
descreve as interacdes eletrostaticas, em que g; e g; representam as cargas parciais dos atomos
i e j, respectivamente, r;; € a distancia entre esses atomos, e & denota a permissividade elétrica
do vacuo. O quinto termo, por sua vez, descreve as interagdes de van der Waals por meio do
potencial de Lennard-Jones, onde € corresponde a profundidade do pogo de energia (indicando
a intensidade da atra¢do), ¢ é o parametro de distancia relacionado ao didmetro efetivo dos
atomos, e r;; € a distancia entre os atomos i e j. Esse termo combina uma contribuicdo

12 6
repulsiva, proporcional a (%) , € uma contribuicdo atrativa, proporcional a <§> :
ij i

Os campos de forca s3ao parametrizados, ou seja, os parametros utilizados para
descrever as intera¢des sdo definidos com base em dados empiricos e/ou célculos quanticos.
Esses parametros sdo ajustados para aplicacdes especificas. Por exemplo, o campo de forca
OPLS (Optimized Potentials for Liquid Simulations) é especialmente parametrizado para
reproduzir comportamentos experimentais em simulacdes de liquidos de forma geral [98, 99].

Outros campos de forca amplamente utilizados ssio CHARMM, GROMOS e GAFF [100-102].

O campo de for¢a utilizado neste trabalho é uma modificagdo do OPLS [98, 99],
especialmente parametrizado para liquidos i6nicos imidazélicos [103]. Este campo de forca
inclui um sitio virtual localizado no centro do anel imidazélico, cuja fun¢do é representar a carga
positiva deslocalizada caracteristica desses anéis. A parametrizacdo das cargas foi realizada com
base em calculos de energia livre de hidratagdo do cation imidazdlico em solu¢ao aquosa. Os
termos do potencial foram refinados para reproduzir dados experimentais de densidade, entalpia
de vaporizacdo, viscosidade, coeficiente de difusdo, tensdo superficial e capacidade calorifica.
Devido ao uso do sitio virtual, o campo de for¢a foi denominado OPLS-VSIL (Optimized

Potentials for Liquid Simulations - Virtual Site lonic Liquid) [103].

Em sistemas caracterizados por forte correlagdo ibnica, alta viscosidade e
estruturas moleculares complexas, como liquidos i6nicos, a representacao precisa das
interacoes eletrostaticas e da polarizabilidade torna-se essencial. Nesses casos, campos de

forca classicos com cargas fixas podem reproduzir com razoavel acuracia propriedades
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termodinamicas como densidade e entalpia de vaporizacdo. No entanto, tais modelos
frequentemente falham na predicdo de propriedades dindmicas, como coeficientes de
autodifusdo e viscosidade, que costumam ser, respectivamente, subestimados e

superestimados em relacdo aos dados experimentais.

Isso ocorre porque os modelos de carga fixa tendem a superestimar as interacGes
coulémbicas, promovendo uma dindmica excessivamente lenta e dificultando a difusao dos
ions. Uma solu¢do comum para mitigar esses efeitos consiste na adogcao de modelos com
cargas escalonadas, também conhecidos como scaled-charge models. Nessa abordagem, as
cargas atdmicas sdo reduzidas tipicamente para cerca de 80% de seus valores formais, o que
suaviza as interagdes eletrostaticas e resulta em melhorias significativas nas propriedades de
transporte, sem acréscimo no custo computacional quando comparado aos modelos tradicionais

[104].

Apesar das vantagens, os modelos com cargas escalonadas apresentam limitacoes
importantes. Estudos demonstram que essa simplificacao pode comprometer a acuracia de
propriedades estruturais e termodindmicas, levando a subestimacdo de grandezas como
densidade liquida e entalpia de vaporizagdao. Além disso, tais modelos ndo corrigem
adequadamente o comportamento de triagem eletrostatica nem a resposta dielétrica do

sistema, aspectos criticos para a descri¢do realista de liquidos idnicos [105].

Por outro lado, os campos de forca explicitamente polarizaveis oferecem
melhorias substanciais na descricao das propriedades termodindmicas e dinamicas, ao
incorporar diretamente os efeitos de interacao de muitos corpos. Diferentes estratégias estao
disponiveis para representar a polarizabilidade eletronica, incluindo modelos com dipolos
induzidos, osciladores de Drude e cargas flutuantes. Embora essas abordagens apresentem
maior custo computacional, sua capacidade de reproduzir com fidelidade tanto a estrutura
local quanto as propriedades coletivas dos liquidos i6nicos é amplamente reconhecida

[106-108].

Nesta tese, optou-se pela utilizagdo de cargas escalonadas devido a inviabilidade
pratica de empregar campos de forca polarizaveis em sistemas compostos simultaneamente
por adgua, proteinas e liquidos i6nicos. Além do custo computacional elevado, ha ainda desafios
relacionados a compatibilidade entre os diversos componentes do sistema, dada a auséncia de

campos polarizaveis amplamente validados para proteinas e solventes mistos contendo liquidos
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ionicos. Apesar das limitacoes dos campos de forca com carga escalonada, os parametros
OPLS-VSIL foram cuidadosamente ajustados para refinar os parametros de Lennard-Jones dos

ions, a fim de reproduzir com precisdo as interagdes intermoleculares locais [103].

3.3 Etapas basicas de uma simulacao de dinamica molecular

3.3.1 Montagem da caixa de simulacao

A etapa inicial de uma simulagdo de DM consiste na definicao da configuracao
inicial, ou seja, precisamos montar a caixa de simulacdo. No caso dos sistemas que serdao
abordados nesta dissertagcdo, a caixa inicial contém a proteina alocada no centro da caixa
frequentemente cubica, e as moléculas de adgua e de LI aleatoriamente distribuidas pelo espaco
restante. As dimensdes da caixa sdo escolhidas de forma que a densidade numérica (razdo
entre o nimero de moléculas na caixa pelo seu volume) seja correspondente aquela desejada

para o sistema real.

3.3.2 Movimentacao das particulas

Como ja mencionado, a trajetéria resultante de uma simulacdo de DM advém
da integracdo das equacdes de movimento para cada particula do sistema. O método das
diferencas finitas é aplicado em diversos algoritmos utilizados na integracdo das equacdes de
movimento. Neste método, a integracdo é dividida em intervalos temporais pequenos (At),
permitindo a simulacao das movimentacdes de maior frequéncia que acontecem no sistema

(sdo normalmente as vibragdes das ligagdes).

O algoritmo de Velocity-Verlet é frequentemente usado no calculo das trajetérias
de particulas dindmicas em simulagdes computacionais [109]. Resumidamente, o algoritmo
calcula as posi¢cdes usando uma expansdo de Taylor de segunda ordem, como apresentado
pela Equacdo 3.3.1. As velocidades no instante 7 + At sao calculadas por meio das velocidades
no instante ¢ e a média das aceleraces nos instantes ¢ e t + At, conforme apresentado pela

Equacgdo 3.3.2:

r(t+Ar) = r(t)+v(t)At+%a(t)At2 (3.3.1)

a(t)+a(t+ Ar)

v(t+Ar) =v(t) + >

At. (3.3.2)
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onde a(t) é a aceleragdo da particula no tempo #, determinada pelas forcas agindo sobre a

particula divididas pela sua massa, e r(t) é a posicdo da particula no tempo atual 7.

No algoritmo Velocity-Verlet, dois vetores principais sdao sempre monitorados: o
vetor contendo as posicdes e o vetor contendo as velocidades. O algoritmo a ser implementado

pode seguir a seguinte sequéncia de passos:

» Inicialmente, as posicdes no instante ¢t 4+ Ar s3o calculadas por meio da equacao:

— — — 1 —
X(t +At) = X(t) +V(t) At + Ea(t)Atz.
= Novas aceleragdes sdo calculadas a partir das posicdes atualizadas, X(z 4+ At). Estas
aceleracoes sdo obtidas a partir da aplicacao do campo de forgas derivado do potencial
ao novo conjunto de posicoes. Em termos gerais, as forcas, para N particulas, sao dadas
por:

Fi(t+At) =~V U (%,%2,. .., Xy),

onde U é o potencial total do sistema, e F; representa a forca atuando sobre o dtomo i.

As novas aceleracdes sdo entdo calculadas por meio da segunda lei de Newton:

Fi(t +Ar)

mi

di(t+Ar) =

» Com as novas aceleragdes, as velocidades s3o atualizadas por:

V(t+At) =V(t) + %[Ei(t) +a(t + Ar)]Ar.

O erro global do método Velocity-Verlet é da ordem ¢/(At?), o que significa que
o erro acumulado nas variaveis (posi¢cdo e velocidade) ao longo de toda a simulagdo cresce
proporcionalmente ao quadrado do tamanho do passo de tempo. Por outro lado, o erro local —
ou seja, introduzido a cada passo individual — é da ordem ¢(Ar?). lsso caracteriza o método
como um integrador de segunda ordem, o que oferece um bom equilibrio entre precisao e custo

computacional [92, 93].

Além disso, como a aceleracado é obtida a partir de forcas derivadas de um potencial

conservativo, a energia total do sistema (soma de energia cinética e potencial) tende a oscilar
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ao redor de um valor médio constante ao longo da simulacao. Esta conservagdo aproximada
da energia reflete a boa estabilidade numérica do algoritmo e é uma das razbes pelas quais o

Velocity-Verlet é amplamente utilizado em simula¢des de dinamica molecular.

Ha uma grande variedade de integradores adicionais de dindmica molecular,
referéncias como [92] e [93] apresentam aspectos detalhados de cada um, entrando em

detalhes sobre beneficios e limitacdes que vao além do escopo principal desta tese.

3.3.3 Ensembles estatisticos

O conjunto de configuragbes acessadas por um sistema em equilibrio térmico
define um ensemble. As propriedades mantidas constantes caracterizam o tipo de ensemble
adotado [87].Dentre os mais comuns, destaca-se o ensemble NVE (microcandnico), no qual
o nimero de particulas (N), o volume (V) e a energia (E) sdo mantidos fixos. Outras opgdes
incluem os  ensembles uVT  (grande-canbnico), NVT  (canbnico) e NPT
(isotérmico-isobarico), nos quais diferentes combinagdes de varidveis termodindmicas sdo
controladas. A Figura 3.4 apresenta uma visdo ilustrativa de como seria cada sistema
considerando os ensembles discutidos anteriormente. A escolha do ensemble adequado para
uma simulacdo depende das condicbes experimentais que se deseja reproduzir e das

propriedades termodinamicas de interesse.

Em dindamica molecular, as equacdes de movimento de Newton s3o resolvidas
numericamente, garantindo a conservacao da energia total do sistema no ensemble
microcandnico (NVE). No entanto, para simular condigdes mais realistas, como aquelas em
que a temperatura e a pressdo sao mantidas constantes, sao empregados algoritmos

adicionais, conhecidos como termostatos e barostatos.
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Figura 3.4: Representagdo esquemética de diferentes ensembles, sdo eles: A) candnico (NVT),
B) microcanénico (NVE), C) isotérmico-isobarico (NPT) e D) uVT (grande-canénico). A
caixa A representa um sistema em que a energia pode fluir para a vizinhanca, com o sistema
contringido em nimero de particulas e volume. A caixa B representa um sistema constringido
por uma barreira adiabatica, resultando em nimero de particulas, volume e energia constantes.
A caixa C representa um sistema em uma forca externa ajustada ao tamanho dele para manter
a pressao constante por meio da variacdo do volume, resultando na pressdo constante. Por
fim, a caixa D apresenta um sistema aberto, que permite a passagem de matéria e energia.

3.3.4 Controle de temperatura

O controle da temperatura em simulagdes de dinamica molecular pode ser realizado
por meio de diferentes termostatos, que ajustam a energia cinética do sistema ao longo da
simulagdo. Do ponto de vista da mecénica estatistica, a temperatura (7') de um sistema sem
restricdes esta, essencialmente, relacionada com a energia cinética média ((K)) [110]. Para

um sistema composto por N particulas, a energia cinética média é dada por:

(K) = %NkBT, (3.3.3)

onde kp é a constante de Boltzmann. A partir da Equacao 3.3.3, nota-se que, para manter
a temperatura fixa, é necessario que (K) permaneca constante, embora a energia cinética

instantanea (K) em cada passo de simula¢do possa flutuar de acordo com:
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1

onde m; e v; sdo, respectivamente, a massa e a velocidade da particula i do sistema.

A Equacdo 3.3.4 sugere uma das formas mais diretas de controle de temperatura:
o reescalonamento de velocidades. Neste método, comumente denominado velocity rescaling,
ajusta-se a velocidade de cada particula com base em um fator de escala A, de modo a controlar

(K). Esse fator é definido como:

phova _ anterior (335)
com A igual a:
T
A= des , (3.3.6)
T(1)

onde Tyes € a temperatura desejada e T'(¢) é a temperatura instantdnea no tempo 7. Assim,
quando T(t) < Tges, A > 1, aumentando a velocidade das particulas. Quando T (t) > Tyes,

A < 1, reduzindo a velocidade. Esse procedimento é aplicado a cada passo da simulac3o.

Embora didatico e simples de implementar, o método de reescalonamento direto
das velocidades n3o reproduz corretamente o ensemble candnico (NVT), pois suprime as
flutuacGes naturais de temperatura. Como consequéncia, propriedades termodindmicas como
capacidade calorifica e distribuicGes de energia podem ser incorretas. Apesar disso, esse método

¢ (til em etapas iniciais de termalizacdo.

O termostato de Berendsen representa uma sofisticacdo do método anterior,
realizando o controle térmico de maneira mais suave ao acoplar o sistema a um "banho
térmico"externo com temperatura fixa [92, 111]. A taxa de variacdo da temperatura do
sistema é proporcional a diferenca entre a temperatura do banho (Thah) € a temperatura

instantanea do sistema, T'(¢):

= L Towen T (1), (337)
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onde T é o tempo de relaxacao térmica, que determina a intensidade do acoplamento ao banho.

O fator de reescalonamento correspondente é dado por:

ot [ That
’l:\/H?(;(r;_l)’ (3.3.8)

sendo 8t o passo de tempo da simulacdo. Para 7 > 8¢, o acoplamento é fraco e A ~ 1.

Para T < 6t, o acoplamento é forte, levando a equilibrios mais rapidos, porém com flutuacdes
artificiais.

O termostato de Nosé-Hoover, por sua vez, permite uma amostragem correta do
ensemble NVT e é adequado para etapas de produgdo [92, 93]. A diferenga central em relagdo
aos métodos anteriores estd na forma como o banho térmico é tratado: ele é incorporado
ao sistema via um grau de liberdade adicional no Hamiltoniano, com uma massa ficticia My,
associada a uma energia potencial e cinética especificas. A transferéncia de energia entre

sistema e banho térmico é mediada por este parametro.

Um valor elevado de My implica acoplamento fraco (variagdes térmicas lentas),
enquanto valores baixos conduzem a forte acoplamento (variagdes rapidas). Ajustes
adequados de My permitem controlar a velocidade de equilibracio do sistema. Em
simulacGes complexas, miltiplos termostatos podem ser acoplados a diferentes regies para
distribuir mais eficientemente a energia térmica. O comportamento oscilatério caracteristico
do Nosé-Hoover pode ser interpretado como uma “reacdo” do termostato as variagdes de
temperatura: quando as particulas se movem muito rapidamente, o banho atua para

desacelera-las, e vice-versa.

Outra abordagem amplamente utilizada é o termostato de Langevin, baseado na
adi¢do de ruido estocastico a equagdo de movimento de Newton [92, 93]. O método introduz
dois termos adicionais: um dissipativo (proporcional a velocidade) e outro aleatério

(representando colisdes com o meio), conforme:

mit = —VU (r) — ymrt + /2ymkpT ,R(t), (3.3.9)

onde m é a massa da particula, U(r) é o potencial, ¥ é o coeficiente de atrito e R(¢z) é um

ruido branco gaussiano de média nula e autocorrelagdo 8(¢t —¢'). O termo dissipativo remove
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energia, enquanto o termo aleatério a reinjeta, assegurando o equilibrio térmico no ensemble

NVT.

As principais vantagens do termostato de Langevin sdo sua robustez, simplicidade
e capacidade de controle local da temperatura. E particularmente eficaz na equilibracdo de
sistemas com solvente implicito, baixa dimensionalidade ou poucos graus de liberdade. Em
sua forma discreta, métodos numéricos como o esquema VRORV (também conhecido como

BAOAB) proporcionam estabilidade e precisdo estatistica.

Entretanto, o método também possui limitacbes. O uso de forcas estocasticas
quebra a conservacao do momento linear, inviabilizando o estudo de fenomenos que
dependem dessa conservacdo, como transporte coletivo e hidrodindmica. Além disso, o atrito
artificial pode distorcer escalas de tempo caracteristicas, afetando propriedades dinamicas
como coeficientes de difusdo. A escolha do coeficiente de atrito y é critica: valores muito
elevados produzem dinamica superamortecida; valores baixos podem nao estabilizar a
temperatura. Ademais, o modelo Langevin padrao ignora intera¢des hidrodinamicas entre

particulas, tratando dissipagdo e flutuagdes de forma puramente local [93].

Cada método possui vantagens e desvantagens especificas, sendo fundamental uma
leitura atenta e criteriosa para a selecao do termostato mais adequado a finalidade da simulacao

92, 93].

3.3.5 Controle da pressao

O controle da pressdo em simulagdes de dindmica molecular é realizado por
algoritmos denominados barostatos, que ajustam dinamicamente o volume da célula simulada
para manter a pressdao em um valor alvo. Entre os barostatos mais utilizados, destacam-se os
métodos de Berendsen, Andersen e Parrinello-Rahman [112-115], cada um com
caracteristicas distintas em termos de precisdo estatistica, tipo de deformacdo da caixa de

simulacdo e estabilidade numérica.

O barostato de Berendsen emprega uma abordagem de relaxacdo exponencial do
volume em direcao a pressdo desejada, modificando suavemente as dimensdes da caixa de
simulacdo. Embora seja numericamente estavel e eficiente na fase inicial da simulag3do, esse
método n3o reproduz corretamente as flutuagcdes de volume caracteristicas do ensemble

isobarico-isotérmico (NPT), suprimindo a compressibilidade isotérmica do sistema. Por essa
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razao, seu uso é recomendado apenas na etapa de equilibrio, visando ajustar o volume de

forma rapida e sem oscilacGes significativas.

O barostato de Andersen introduz um pistdo ficticio acoplado ao volume do
sistema, com graus de liberdade adicionais, analogamente ao formalismo de Nosé-Hoover
para controle de temperatura. Essa abordagem pertence a classe de métodos de sistema
estendido, permitindo a amostragem rigorosa do ensemble NPT. No entanto, sua formulag3o
original considera apenas variacoes isotrépicas de volume, em que todas as direcOes espaciais
sao escaladas uniformemente. Apesar dessa limitacao, o método de Andersen é adequado

para liquidos e sistemas em que a simetria clbica ou esférica é preservada.

O método mais abrangente e estatisticamente rigoroso é o barostato de
Parrinello-Rahman, que estende a abordagem de Andersen ao permitir flutuacoes
anisotrépicas da caixa de simulagdo [93, 114, 116, 117]. Nesse formalismo, o tensor da
matriz da caixa pode evoluir livremente, possibilitando a deformacdo independente das
direcOes espaciais. Essa caracteristica é essencial para simulacdes de sélidos, materiais
anisotrépicos, transicoes de fases estruturais e biomoléculas em condi¢des de pressao variavel.
Apesar de sua precisdao e generalidade, o barostato de Parrinello-Rahman apresenta maior
complexidade numérica, sendo sensivel a escolha de parametros como a massa ficticia do

pistdo e o tempo de acoplamento a pressao.

De modo geral, recomenda-se utilizar o barostato de Berendsen apenas durante a
fase de equilibrac3o inicial. Para as etapas de producdo, o método de Andersen é apropriado
quando se deseja preservar a simetria isotrépica, enquanto o de Parrinello-Rahman deve ser
preferido em casos que exigem liberdade de deformacdo da caixa, como em simulacdes de
sélidos ou interfaces sob tensdo. A escolha criteriosa do barostato, em conjunto com um
termostato compativel, é fundamental para garantir a validade estatistica e a relevancia fisica

dos resultados obtidos [92, 93, 118].

3.3.6 Condicoes iniciais e etapas da simulacao

Em uma simulacdo de DM as posicOes iniciais das particulas que constituem o
sistema devem ser especificadas [92, 97, 111]. E importante que as posicoes inciais ndo tenham
sobreposicdo das particulas. Softwares como o Packmol desempenham o papel de construcao

de configuragdes iniciais com eficiéncia [119, 120]. Em sistemas com biomoléculas, por exemplo,
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estruturas obtidas de técnicas experimentais como difragdo de raios-X (DRX) e ressonancia

magnética nuclear (RMN) s&o utilizadas como configuragdes iniciais.

Apesar das posicoes iniciais nao contemplarem situacoes onde ha sobreposicoes
(quando feitas corretamente), elas, muito provavelmente, possuem configura¢des que resultam
em energias potenciais altas. Assim, a primeira etapa da DM deve ser uma minimizacao da

energia potencial do sistema [92, 97, 111].

As configuragdes iniciais de uma DM que obtemos apds a minimizagdo nao
correspondem as estruturas adequadas nas condicoes termodinamicas desejadas, sendo
necessarias etapas adicionais, chamadas de equilibracdo. A equilibracao é uma simulacdo que
ocorre até que propriedades como pressdo, temperatura e energia atinjam os valores
correspondentes aos das condicdes termodinamicas de interesse. Na equilibracdo, as
propriedades termodinamicas nao se mantém constantes, o tempo de equilibracdo é

dependente do tipo e do tamanho do sistema.

A etapa de equilibragdo em dinamica molecular é considerada concluida quando
as propriedades termodindmicas do sistema, como temperatura, pressdo e energia potencial,
atingem valores estaveis ao longo do tempo, oscilando apenas dentro das flutuagdes estatisticas
esperadas para o ensemble adotado. Somente apds essa fase é possivel iniciar a coleta de

trajetérias produtivas e calcular propriedades de interesse com maior confiabilidade [92, 93].

A DM é, em esséncia, um método deterministico: ao iniciar duas simulagcdes com as
mesmas condicOes iniciais—isto €, idénticas coordenadas e velocidades das particulas—, ambas
deveriam, em principio, gerar trajetérias idénticas. No entanto, na pratica, o comportamento do
sistema é fortemente influenciado pela sensibilidade as condicdes iniciais. Pequenas variagoes
nas coordenadas ou velocidades podem levar a trajetérias completamente divergentes apos
alguns milhares de etapas de integracao, devido a natureza cadtica do sistema e a amplificacao

exponencial dessas diferencas [92, 93].

Além disso, a integracdo numérica das equag¢bes de movimento introduz
pequenos erros de arredondamento a cada passo de tempo. Embora individuais, essas
imprecisGes se acumulam ao longo da simulacao, podendo levar a desvios significativos na
energia total e outras grandezas. O controle desses erros é essencial para garantir a
estabilidade e a confiabilidade das simulacées, sendo normalmente abordado por meio da

escolha adequada de algoritmos de integracdo e do tamanho do passo de tempo (timestep),
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equilibrando precisao e eficiéncia computacional.

Outro aspecto importante nas simulacdes de DM s3o as condicdes periddicas de
contorno (PBC, do inglés periodic boundary conditions) [121]. As PBC viabilizam a realiza¢do
das simulacdes 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 fungdo de minimizar os efeitos de fronteira em uma simulagdo de
DM. Isto é feito fazendo com que os dtomos existentes dentro da caixa que sera simulada sejam
virtualmente replicados em todas as direcoes no espago. Durante as simula¢bes, os atomos

interagem com as réplicas mais préximas, conforme a imagem minima.

Com as PBC aplicadas ao sistema, temos uma situacdo em que as n particulas
iniciais (por exemplo) sdo replicadas em todas as dire¢des. Desta forma, se o sistema contém
n particulas e o potencial se expressa como a soma das interacGes entre pares de particulas,
teriamos que fazer essa soma para as outras caixas replicadas [121]. A soma, portanto, contaria
com infinitos termos, sendo necessaria a realizacdo de aproximacoes. Para as interacoes de
curto alcance (van der Waals), é realizado um truncamento do potencial em um raio de corte
esférico [93]. Isto evita a interagdo da particula com sua prépria imagem ou com a mesma

particula duas vezes.

O tratamento das interagdes de longo alcance (potencial de Coulomb), em que o
potencial decai com a distancia que é menor do que < (onde d é a dimensionalidade do sistema)
é diferente do que vimos para as interagdes de curto alcance [92]. O truncamento abrupto do
potencial pode comprometer fortemente os resultados das simulacoes. Este problema vem
sendo tratado usando métodos derivados das somas de Ewald, como P3M (Particle-Particle-
Particle Mesh Ewald) e PME (Particle Mesh Ewald) que produzem trajetérias estaveis [92,
118, 122-124].

3.3.7 Fluxograma simplificado de uma simulacao de DM

Um algoritmo tipico de DM para simulacdo de proteinas, por exemplo, envolve
diversos passos interdependentes, ajustados para garantir precisdo e eficiéncia. Isso torna
cédigos modernos bastante complexos de entender. Contudo, é possivel estudar a DM
usando algoritmos mais simples. A Figura 3.5, apresenta um pseudo-algoritmo simplificado

que captura o fluxo principal da DM.
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function molecular_dynamics(r, num_steps, T, box_size)
# Gerar veloctidades iniciats (Mazwell-Boltzmann)
v = initial velocities(T)
for i in 1:num_steps

# Aplicar condigbes periddicas de contorno (PBCs) nas coordenadas

r = apply_pbc(r, box_size)

# Calcular forcas (depende do campo de forca)
F = calc_forces(r, box_size)

# Aplicar controle de temperatura e pressdo
v = temp_scaling(v, T)

r = pressure_scaling(r, F)

# Atualizar velocidades e coordenadas
v +=F ./ m* At
r +=v .k At
# Aplica PBCs movamente apés a atualizag¢ldo das coordenadas
r = apply_pbc(r, box_size)
# Registrar satidas periddicas
if i  nst_output ==
write_output(r, v, F)
end
end
end

Figura 3.5: Pseudo-algoritmo simplificado para DM, ilustrando o fluxo principal de uma
simulac3o.

O algoritmo segue as seguintes etapas fundamentais: 1) As velocidades iniciais sdo
geradas pela fungdo initial velocities, utilizando a distribuicdo de Maxwell-Boltzmann
[92]. 2) As forgas entre dtomos, calculadas por calc_forces, consideram interagdes ligadas
(ligagdes, angulos e diedros) e n3o-ligadas (Coulomb e Van der Waals). A implementag3o
dessa fungdo varia conforme o campo de forca usado [92, 93]. 3) Métodos como Berendsen
ou Nosé-Hoover sao utilizados para controle de temperatura e pressao, garantindo condigdes
termodindmicas adequadas. 4) A integra¢do das equagdes de movimento, com esquemas como

Verlet, Velocity-Verlet ou leap-frog, atualiza velocidades e coordenadas. A precisdo depende
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do passo de tempo (At) e do algoritmo de integracdo empregado [92]. 5) Saidas periddicas
permitem monitorar o progresso da simula¢do, garantindo controle de qualidade e possibilitando

analises posteriores.

A fungao apply_pbc garante que as coordenadas dos &tomos permanecam dentro
da caixa de simulagdo, aplicando condigdes periddicas de contorno (PBCs). Se um atomo
ultrapassa uma das faces da caixa, ele reaparece na face oposta, mantendo a continuidade
espacial do sistema. Ja a funcdo calc_forces incorpora a convencao da imagem minima
(MIC, do inglés minimum image convetion), que assegura o calculo correto das distancias
entre os 4tomos considerando as PBCs. Nessa abordagem, cada particula interage apenas com
a imagem mais préxima das demais particulas do sistema, evitando interacdes artificiais com

imagens distantes.

As PBCs s3o essenciais em simulacdes de DM, pois permitem representar um
sistema extenso (como uma solugdo real) utilizando apenas uma célula unitaria—neste caso,
a caixa de simulagcao contendo a proteina e a solucao de LI com agua. Assim, a caixa original
funciona como a célula unitaria do sistema, replicada em todas as dire¢des para formar um

ambiente periddico e evitar efeitos de superficie artificiais.

E importante compreender as escalas de tempo dos fenomenos observados e
verificar se essas escalas podem ser capturadas nas trajetérias geradas. Flutuag¢des individuais
de atomos ocorrem em fracdoes de dngstroms (A, 10_10m), com tempos na ordem de
dezenas a centenas de femtossegundos (107!s). Movimentos de cadeias laterais de
aminoacidos, compostas por varios atomos, acontecem em tempos na ordem de
picossegundos (107125s), envolvendo deslocamentos da ordem de angstroms. Mudancas de
rotameros, que correspondem a rotacGes em torno de ligagdes, produzem deslocamentos

maiores, na ordem de A, em escalas de dezenas a centenas de picossegundos.

Considerando proteinas, regides terminais e também alcas, compostas por varios
residuos, podem apresentar movimentos mais amplos. Estes movimentos podem acontecer por
meio de deslocamentos de até dezenas de angstroms, em tempos que variam de nanosegundos

(10~%s) a microssegundos (107 °s).

Os movimentos das maiores partes de proteinas, como dominios ou subunidades,
ocorrem em escalas ainda mais lentas, alcancando dezenas de angstroms em deslocamentos

e, muitas vezes, escalas de segundos para acontecer. TransicGes conformacionais e interagdes
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proteina-proteina frequentemente acontecem no mesmo intervalo de tempo que os movimentos
de dominios. Ja o enovelamento de proteinas ocorre tipicamente na escala de segundos, embora

proteinas que dobram rapidamente possam levar apenas milissegundos [125, 126].

Para que as simulagdes sejam precisas, o passo de tempo deve ser menor do que os
movimentos mais rapidos observados. VibracGes rapidas, como as de atomos de hidrogénio e
angulos rigidos, tém periodos vibracionais em torno de 10 femtossegundos. Por isso, passos de
tempo tipicosde 1 a2 fs (10_15 s) sdo utilizados. Para atingir escalas de tempo biologicamente
relevantes, como milissegundos, seriam necessarios cerca de 10'? passos de integracio. Embora
o poder computacional moderno esteja avancando, simular fen6menos como o dobramento
completo de proteinas ainda nao é rotineiramente vidvel devido as limitacdes no tempo total

de simulacao.

Diversos textos tratam de maneira aprofundada e completa os mais diversos
aspectos das simula¢des por dindmica molecular [92, 111, 127, 128], desde a parametriza¢do
de campos de forca até todos os algoritmos usados para atribuicao de velocidades iniciais,
controle das varidveis do sistema (ensembles), calculo das forgas sobre as particulas,
propagacao das particulas ao longo da simulacdo, manutencdo da geometria molecular,
calculo de forcas de longo alcance e determinagao de propriedades fisico-quimicas a partir das

trajetorias.
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Capitulo 4

Objetivos

Neste capitulo, serao apresentados os principais objetivos especificos desta tese,
bem como os trabalhos cientificos produzidos ao longo do doutorado. Os capitulos dedicados
a discussdo dos resultados sdo baseados nas publicacdes realizadas durante esse periodo,

devidamente adaptadas para o formato tradicional de tese.

4.1 Objetivos

Este trabalho busca caracterizar a estrutura de solvatacao de uma proteina modelo
(ubiquitina) em solugdes aquosas de liquidos idnicos imidazdlicos, utilizando simulagdes de
dindmica molecular e a teoria de solucdes de Kirkwood-Buff. Para alcancar esse objetivo geral,

foram definidos os seguintes objetivos especificos:

» Compreender os principios da solvatacdo da ubiquitina por liquidos idnicos, calculando

funcdes de distribuicdo de minima distancia.

= Aplicar a teoria de Kirkwood-Buff para obter os pardmetros de solvatacdo preferencial e

analisar a afinidade dos liquidos ionicos pela proteina.

» Realizar simulacdes em diferentes concentracées e com varias combinacdes de ions,

avaliando tendéncias relacionadas a concentracdo e a natureza dos ions.

» Investigar efeitos aditivos e nao aditivos na solvatacao da proteina em misturas de liquidos

idnicos com anions variados, mantendo o cation fixo.

» Analisar o impacto do aumento da cadeia carbonica do cation na interacao total do

liquido iGnico com a proteina.
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4.2 Trabalhos publicados ou em publicacao/preparacao.

Os seguintes trabalhos foram publicados, submetidos ou estdo em preparacdo no

contexto desta tese:

1. Piccoli, V.; Martinez, L. Correlated counterion effects on the solvation of proteins by
ionic liquids. J. Mol. Liq. 320, 114347, 2020. Este estudo investiga os efeitos
correlacionados de contraions na solvatacdo de proteinas por liquidos ibnicos,
destacando como as interagdes eletrostaticas e especificas entre ions influenciam a

estabilidade e a estrutura proteica.

2. Piccoli, V.; Martinez, L. lonic liquid solvation of proteins in native and denatured
states. J. Mol. Liq. 363, 119953, 2022. Neste trabalho, exploramos a solvatacdo de
proteinas em seus estados nativo e desnaturado por liquidos ionicos, elucidando os
mecanismos moleculares que governam a estabilizacdo ou desestabilizacdo de proteinas

em diferentes condicdes.

3. Piccoli, V.; Martinez, L. Competitive Effects of Anions on Protein Solvation by
Aqueous lonic Liquids. J. Phys. Chem. B, 2024. Este estudo recente aborda os efeitos

competitivos de anions na solvatacao de proteinas por liquidos iGnicos aquosos.

4. Nakasu, P.; Piccoli, V.; Ovejero-Pérez, A.; Kumar, P.; Al Ghatta, A.;
Melanie, S.; Polesca, C.; Martinez, L.; Hallett, J. Fractionation of Squid Pens
with lonic Liquids — An upgraded B-Chitin and Shellfish Protein Production. ACS
Sustainable Chemistry & Engineering (doi:10.1021/acssuschemeng.4c04217)

5. Piccoli, V.; Martinez, L. Cation Hydrophobicity Effects on Protein Solvation in
Aqueous lonic Liquids. Submetido ao Journal of Physical Chemistry B (Manuscript
ID:jp-2025-00779w). Status: Aceito para publicacdo em 19 de Maio de 2025.

6. Piccoli, V.; Padua, A.; Martinez, L. Exploring Ibuprofen Solvation in
Bio-Compatible Deep Eutectic Solvents: Insights from Polarizable Force Fields and
Kirkwood-Buff Theory. Em preparacao. Este trabalho, desenvolvido durante o estagio
de BEPE na Franga, explora a solvatacdo do ibuprofeno em solventes eutéticos
profundos biocompativeis, utilizando campos de forca polarizaveis e a teoria de

Kirkwood-Buff.
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Trabalhos nao relacionados a tese

1. Pereira, A. F.; Piccoli, V.; Martinez, L. Trifluoroethanol direct interactions with
protein backbones destabilize alpha-helices. J. Mol. Liq. 365, 120209, 2022. Este
estudo investiga as interacoes diretas do trifluoretano com cadeias principais de

proteinas, elucidando seu efeito desestabilizador em hélices alfa.

2. Pereira, A. F.; Piccoli, V.; Martinez, L. Amyloid beta peptide (AB) clusterization in

glucose solutions. Em preparagdo.
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Capitulo 5

Metodologia Geral

Este capitulo apresenta a metodologia geral utilizada ao longo dos estudos descritos
nesta tese. Inicialmente, serdo apresentados os sistemas simulados, assim como o arranjo
empregado na montagem das configuracdes iniciais. Em seguida, uma breve discussao sobre a
Ubiquitina sera realizada no intuito de apresentar a composicao quimica dos residuos expostos
ao solvente, assim como a distribuicdo de carga na superficie proteica. O formalismo teérico
utilizado serd apresentado para discutir a analise da estrutura de solvatacdo e a aplicacao
da teoria de solucdes de Kirkwood-Buff para a investigacao do aspecto termodinamico da

solvatacdo da Ubiquitina em Lls.

5.1 Sistemas simulados

5.1.1 Breve discussao sobre a ubiquitina

A ubiquitina é uma proteina globular de 8,6 kDa amplamente distribuida em células
eucarioticas, desempenhando func¢des regulatérias essenciais no citoplasma, niicleo e membrana
plasmaética [129, 130]. Descoberta por Gideon Goldstein em 1975, foi inicialmente chamada
de “polipeptideo imunopoiético ubiquo” (UBIP) [129]. Aaron Ciechanover, Avram Hershko e
Irwin Rose descreveram os mecanismos e componentes da via de ubiquitinacdo, trabalho que
lhes rendeu o Prémio Nobel de Quimica em 2004 [131-133]. Sua fungdo primaria é marcar
proteinas mal enoveladas ou danificadas para degradac3do pelo proteassoma, mas também pode

alterar localizacao celular, conformacao estrutural e funcdo biolégica das proteinas-alvo.

Composta por 76 residuos de aminoacidos, a ubiquitina é uma das proteinas mais
conservadas evolutivamente, apresentando, por exemplo, sequéncia muito parecida entre

humanos e invertebrados (moluscos como Aplysia) [130, 134]. Seus sete residuos de lisina
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(Lys6, Lysl1l, Lys27, Lys29, Lys33, Lys48, Lys63) e o residuo terminal Gly76 desempenham
papéis cruciais na formacdo de cadeias de poli ubiquitina por ligacdo covalente a

substratos-alvo [130, 134].

A estrutura secundéria da ubiquitina inclui trés hélices (a-hélice e hélice 310,
totalizando 23,7%) e uma folha- formada por cinco fitas 3, conferindo alta estabilidade
estrutural, mesmo sob condicbes adversas de pH e temperatura. Estudos de RMN
demonstraram que a proteina mantém sua conformacdo entre pH 1,18 e 8,48 e temperaturas
de até 80°C [135]. A estabilidade estrutural da ubiquitina deve-se a sua rede de ligacdes de
hidrogénio intrinsecas, mesmo na auséncia de pontes de dissulfeto, ions metélicos
coordenados ou cofatores. [Essa caracteristica permite que a proteina se enovele

espontaneamente apds desnaturagdo in vitro [136].

Uma regido hidrofébica centrada no residuo lle44, composta por Leu8, lled4 e
Val70, associada a residuos carregados positivamente (Lys6, Argd2, Lys48), facilita interacdes
nao covalentes com dominios de reconhecimento de ubiquitina, que assim desempenha também

papéis essenciais em vias de sinalizagdo celular [137].

-Gln*-Ile®-Phe*Val®-Lis®-Thr’-Leu®-Thr’-Gli"’-
-Thr'%-lle"*-Thr**-Leu™-Glu™- -Glu™-
Pro'?-Ser®®-Asp?'- -lle®®-Glu**-Asn®®-Val®®-
LisZ-Ala?®-Lis®-1le*-GIn*-Asp®*-Lis*-Glu¥-Gli*-
Tre®®-Asp®*-GIn*°-Gln*'-Arg®-Leu**-
lle**-Phe*®-Ala*®-Gli*"-Lis*®- -Glu®'-
Asp®2-Gli®-Arg®*- -Leu®®-Asp® -Tre®®-Asn®*-
-GIn®*-Lis®-Glu®-Ser®-Tre®®-Leu®-His®-
Leu®*-val™®-Leu”'- -

Figura 5.1: Estrutura tridimensional da ubiquitina com seus elementos de estrutura secundaria
destacados em cores. Os segmentos na sequéncia primaria (a direita) representam as regides
especificas das fitas B (em vermelho) e das hélices o (em azul). As regides de loop e outras
partes ndo estruturadas estao marcadas em verde e cinza, respectivamente, na estrutura 3D.

Assim, a ubiquitina é um modelo de estabilidade estrutural e funcionalidade
versatil, desempenhando papéis fundamentais em diversos processos celulares. Sua
conservacao evolutiva reflete sua importancia bioldgica, enquanto suas propriedades

fisico-quimicas a tornam uma ferramenta valiosa em estudos bioquimicos e biotecnolégicos.
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5.1.2 Composicao dos sistemas estudados

Os Lls utilizados sdo combina¢des do cétion 1-etil-3-metilimidazélio ([EMIM]™)
com os anions diacianamida ([DCA]|™), tetrafluoroborato ([BF4]7), nitrato ([NO3]™) e
cloreto ([C1]7). As estruturas quimicas dos ions estdo representadas na Figura 5.2. Os
cations imidazdlicos foram escolhidos devido ao seu amplo uso em sistemas com ou sem
biomoléculas, e por possuirem cadeias de diferentes comprimentos, proporcionando uma
variabilidade atil para estudar o efeito de caracteristicas dos cations maiores na solvatacao da
ubiquitina. Os anions, por sua vez, apresentam caracteristicas quimicas distintas, incluindo
diferentes atomos, capacidades de aceitar ligacdes de hidrogénio e variadas estruturas, sendo

predominantemente inorganicos.
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Figura 5.2: Estruturas quimicas dos cations e anions dos liquidos ionicos utilizados neste estudo:
1-etil-3-metilimidazélio ([EMIM]T) e 1-butil-3-metilimidazélio ([BMIM]*) como cétions; e
diacianamida ([DCA]™), tetrafluoroborato ([BF4] ™), nitrato ([NO3] ™) e cloreto ([Cl]~) como
anions. Isso mostra a diversidade estrutural e funcional dos ions, essenciais para estudar o
efeito da variacao de cadeia carbonica do cation e das propriedades especificas dos anions na
solvatacdo da ubiquitina.

Na configuragdo da caixa de dindmica molecular, a proteina é posicionada no centro
e, em seguida, solvatada por solu¢des aquosas de LIs em concentragoes de 0,5, 1,0, 1,5, 2,0, 2,5

e 3,0 mol L~!. Dois arranjos basicos de sistemas foram montados para realizar as simulacdes:

= O primeiro tipo consiste na simulacdo da proteina em uma solugdo aquosa contendo
apenas um tipo de LI; por exemplo, ubiquitina, dgua e [EMIM]|[NO3]. Estes sistemas

servem como base para a compreensao de sistemas mais complexos, nos quais varios
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parametros sdo alterados simultaneamente, e ajudam a entender a mudanca na

solvatacdo em funcao da concentracdo do LI e da identidade quimica do anion.

= O segundo tipo de sistema introduz uma variagdo intencional para estudar efeitos aditivos
e nao aditivos. Esses sistemas contém a proteina, dgua e uma mistura de LIs com o
mesmo cation, por exemplo, [EMIM][CI| + [EMIM]|[NOj3]. Eles foram projetados para
manter a mesma concentracao total de Lls que os sistemas contendo apenas um LI,
permitindo uma comparac3o direta. Por exemplo, em um sistema com 0,5 mol L~! de
[EMIM][DCA], h4 0,5 mol L~! de [EMIM]* e [DCA]~. Em um sistema misto de, por
exemplo, 0,5 mol L~! de [EMIM][DCA] + [EMIM][CI], h4 0,5 mol L™! de [EMIM]*
e 0,25 mol L~! de [DCA]~ e [CI]".

5.2 Analise de solvatacao

Esta secdo apresenta os métodos e teorias fundamentais utilizados para a analise
de solvatacao, abrangendo tanto aspectos estruturais quanto termodinamicos dos sistemas
simulados. As abordagens descritas fornecem as bases para investigar como os solventes
interagem com as proteinas e como essas interacOes afetam a dindmica molecular e as

propriedades macroscépicas dos sistemas estudados.

5.2.1 Funcoes de distribuicao

Funcdes de distribuicdo radial (g(r)) baseiam-se em um (dnico sitio de referéncia,
tipicamente o centro de massa, ignorando o formato das espécies. Isso limita sua precisdo
ao representar as interagdes entre moléculas da solugdo e a superficie do soluto [90, 118].
Para solutos com forma n3o esférica, como mostrado na Figura 5.3A, a g(r) n3o descreve
adequadamente a camada de solvatagdo, ao partir do volume usado para o calculo da densidade
das particulas de interesse, incluindo o préprio soluto, resultando em uma distribuicdo de

utilidade fisica limitada para analisar as interacdes soluto-solvente.
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Figura 5.3: A - Limitagbes do calculo de g(r) para solutos com forma n3o esférica. B —
Conceito basico das funcdes de distribuicdo de minima distancia, que, ao considerar as minimas
distancias r, permite a obtencdo de uma distribuicio do solvente que mantém significado
estrutural independentemente do formato das espécies. Figura reproduzida com autorizacdo
do autor a partir de [39].

As funcdes de distribuicdo de minima distdncia (MDDF, do inglés
minimum-distance distribution function) consideram o formato das moléculas do soluto e do
solvente [90], calculando a distribuicdo do solvente com base na menor distancia entre
quaisquer atomos do soluto e do solvente. A Figura 5.3B ilustra moléculas de agua
posicionadas a uma minima distancia r da superficie proteica. Contando essas minimas
distancias em torno da proteina, obtém-se uma funcao de distribuicdo cuja interpretacdo
molecular se mantém (til, independentemente do formato do soluto e do solvente. A MDDF

é definida como:

O ZE:; (5.2.1)

onde n,(r) representa a densidade numérica média de 4tomos do solvente (s) a uma distancia
minima r do soluto (u), e n};;(r) corresponde a densidade numérica média esperada na auséncia
de interagdo entre soluto e solvente [90]. Se o soluto e o solvente possuirem apenas um
atomo, a MDDF se reduz a g(r), pois n,s(r) descreve a densidade de moléculas do solvente
a uma distancia r, enquanto n;,.(r) se torna constante, igual a densidade do solvente no bulk.
As densidades n,4(r) e nl (r) diferem da densidade bulk por representarem a contagem de

qualquer dtomo do solvente a cada distancia [90].

A Figura 5.4 contém uma comparag3o (que serve como exemplo) entre uma RDF
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(g(r)) e uma MDDF (g,uq(r)) para um mesmo sistema. Nela, observa-se a distribuicdo do anion
([DCA]™) de LI [EMIM][DCA] em um sistema cujo soluto é a ubiquitina em sua conformagao
nativa. Sem entrar em detalhes sobre o significado de cada pico, podemos notar que a MDDF
apresenta uma distribuicao com picos com um formato bem definido. Além disso, pode-se
notar a convergéncia para 1 de maneira clara. A RDF, por sua vez, ndo apresenta picos com
forma definida e a convergéncia para 1 ndo acontece até a distdncia maxima representada.

Sendo assim, a MDDF representa melhor a distribuicdo do anion em torno da proteina.
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Figura 5.4: Representacao das fungdes de distribuicao radial e de minima distancia para o
anion [DCA]~ ao redor da ubiquitina na conformac3o nativa. As fun¢des de distribui¢do
foram calculadas a partir da mesma simulagdo. Podemos notar que RDF apresenta um
comportamento que é muito dificil de interpretar. Contudo, a MDDF apresenta picos com
formatos que possibilitam uma descricao mais intuitiva do sistema. Figura reproduzida com
autorizagdo do autor a partir de [89].

Um aspecto muito importante das MDDFs, e fundamental para as suas
potencialidades em avaliar a estrutura de solvatacdo, diz respeito a decomposicdo das
MDDFs em termos de contribuicio de residuos ou atomos do soluto e de atomos do
solvente. Para compreender a decomposicdo da MDDF, considere uma molécula de soluto e
um tnico componente do solvente. Aqui, definimos r como a menor distancia entre quaisquer
dtomos do soluto e do solvente. A funcio gMd(r) é definida em termos da densidade de
distancias minimas em r, n(r), e da densidade de distancias minimas em r na auséncia de

interacdes entre soluto e solvente, n*(r).

Seja i um tipo especifico de dtomo do solvente (i = 1,...,N, onde N representa
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o ndmero total de dtomos na molécula de solvente). A densidade numérica de atomos i a
uma distancia r do soluto é indicada por n;(r), de modo que n;(r)dV (r) representa o nimero
de atomos do tipo i em um volume entre r e r+dr. A probabilidade de que um atomo i
no elemento de volume dV (r) seja o mais préximo do soluto é representada por w;(r). Esta
probabilidade depende tanto da forma do volume definido quanto da estrutura do solvente

[90].

Desta forma, a contribuicdo dos atomos do tipo i para a densidade de distancias
minimas em r é dada por n;(r)w;(r). A densidade total de distdncias minimas em r é, entdo,

expressa por:

N
n(r) = Zni(r)wi(r). (5.2.2)

A normalizacio da funcio g™d(r) depende do calculo da densidade n*(r), sendo obtida
considerando a auséncia de interacdes entre soluto e solvente. Para cada valor de r, o volume
associado depende da estrutura do soluto. Podemos imaginar um modelo teérico de uma
molécula de soluto “fantasma”, imersa em um solvente com propriedades de densidade bulk.
Esse modelo auxilia na definicao da forma das superficies de distancias minimas para cada

valor de r [90].

Caso o solvente apresentasse densidade uniforme e n3o houvesse interacdes entre
soluto e solvente, a densidade de atomos i em qualquer distancia r seria igual a densidade
bulk ps. A probabilidade w}(r) de que um atomo i seja 0 mais préximo do soluto dependeria
apenas da forma da superficie definida pelo soluto a distancia r [90]. Assim, a densidade n*(r)

no bulk é dada por:

n*(r) :pSZw;“(r) (5.2.3)

A densidade n*(r) geralmente é maior que a densidade bulk do solvente, especialmente para
. wrn , A .
valores baixos de r. Isso ocorre porque wj(r) =1 para todos os atomos em distancias muito

curtas.

Portanto, a MDDF g™d(r) pode ser escrita como:
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g"(r) = i i) ( i) ) (5.2.4)
i=1 Poulk \ Y=y wi(r)

onde a expressdo permite decompor g™ (r) em termos de contribuicSes atdmicas, considerando

tanto a densidade relativa de cada tipo de atomo em relacdo a densidade bulk quanto os

pesos orientacionais definidos por w;(r). Esta abordagem é particularmente dtil para analisar

as contribuicoes de diferentes atomos do solvente na interacdo com o soluto em funcio da

distancia r [90].

Em termos praticos, o calculo da MDDF é realizado utilizando a trajetéria obtida
por DM. Durante o processo, identifica-se o atomo de cada molécula do solvente que esta
mais préximo da proteina. Esse procedimento é repetido para todas as moléculas e ions de
todos os componentes do solvente, resultando, por exemplo, na decomposicao da MDDF em

termos dos atomos que estao mais préximos do soluto no sistema.

5.2.2 Teoria de Solucoes de Kirkwood-Buff

A teoria de soluges de Kirkwood-Buff (KB) estabelece uma conexdo entre as
propriedades macroscépicas e microscopicas das solugdes [88, 138, 139]. Essa teoria permite
o calculo de propriedades termodinamicas — como coeficientes de atividade, volumes molares
parciais, parametros de solvatacao preferencial, etc. — por meio de integrais das fun¢des de
correlagdo de pares ao longo do espaco, definidas como integrais de KB (quantidades centrais
na teoria de KB). As fun¢des de correlagdo de pares, representadas aqui pelas MDDFs, podem

ser determinadas via métodos computacionais, como simulagdes de DM [139, 140].

A integral de KB de um solvente i com respeito a um soluto j (G;j) tem como

definicdo classica:

Gij=Gji= 4%/[gl‘.j.’v’T(r) —1]r% dr (5.2.5)
0

VT, N 2 ~ e . al .
onde gf;- (r) é a fungdo de distribui¢cdo radial no ensemble grande-canénico entre duas espécies

iej,eréadistancia a partir da particula de referéncia.

A teoria de KB permite o calculo de propriedades termodindmicas diretamente das
fungdes de distribuicdo, muitas das quais sdo obtidas via simulagdes computacionais [138].

O ensemble u,V,T é o ensemble onde a integral de KB foi definida, sendo adequado para



5.2. ANALISE DE SOLVATACAO 81

sistemas abertos, onde u corresponde ao potencial quimico, indicando variacdo no ndmero
de particulas [138, 139]. Assim, considerando apenas a teoria desenvolvida, a integral de KB
s6 seria definida e, portanto, possivel de ser calculada no ensemble u,V,T, que representa

sistemas abertos.

Simulacdes computacionais, em geral, utilizam ensembles que representam
sistemas fechados, como, por exemplo, os ensembles canénico (N,V,T) e
isotérmico-isobatico (N,P,T), onde N é o nimero de particulas, V, P e T s3o o volume,
pressdo e temperatura do sistema, respectivamente. No entanto, em sistemas suficientemente
grandes, as propriedades termodinamicas obtidas convergem para valores equivalentes,
independentemente do ensemble escolhido, permitindo o uso de funcdes de distribuicdo

calculadas em ensembles fechados na teoria de solugdes de KB [86].

Gi; reflete a afinidade entre o soluto e as moléculas do solvente [139-142]. Ao
multiplicar G;; pela concentracdo da espécie i, é possivel determinar o nimero efetivo de
moléculas que se acumula ou é excluido ao redor do soluto. Assim, p;G;; representa o niimero
médio de particulas i menos o nimero observado em uma distribuicdo homogénea em toda a
regido de integracdo (Equagdo 5.2.5) ao redor de uma particula j, onde p; é a densidade da

particula i.

As integrais de KB podem ser calculadas a partir da densidade numérica média de
4tomos do solvente que estdo a uma minima distancia r do soluto (n,(r)) e da densidade

numérica média esperada na auséncia de intera¢do entre soluto e solvente (n}(r)):

Gy = o [l =iy IS0) dr = [lew(r) ~ 115 ar (526)
0

onde S(r) é a area superficial associada a minima distancia r em relagdo a qualquer dtomo do
soluto, como descrito nas MDDFs [90]. g,s(r) corresponde a MDDF. Ao integrar as fun¢des de
distribuicdo em todo o volume, obtemos a correlacdo geral entre duas espécies, representada
pela soma dos desvios em relacdo a distribuicdo ideal. Em termos simples, as integrais de KB
representam o volume efetivo que um componente ocupa na solugao em comparagao ao volume

esperado na auséncia de interacOes especificas — isto é, uma propriedade de excesso.
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5.2.3 Solvatacao Preferencial

O parametro de solvatagdo preferencial (comumente representado por I') é uma
quantidade termodindmica que ajuda a compreender a competicdao entre componentes do
solvente de uma solug3o pela solvatacdo de solutos complexos, como proteinas [53, 143]. A
quantidade definida como I' pode ser mensurada experimentalmente por dialise no equilibrio,
ou por centrifugacdo analitica [53]. De acordo com Timasheff em seus trabalhos [53, 144,

145], o pardmetro de solvatagdo preferencial é definido por:

0
Ty = (amc) (5.2.7)
4 TS

onde ¢, w e p correspondem, respectivamente, ao cossolvente, a agua e a proteina. m,, e
m. representam, respectivamente, a molalidade da proteina e do cossolvente. u,, e U, sao,
respectivamente, o potencial quimico da dgua e do cossolvente. Assim, a equagdo é a mudanca
na concentracao de cossolvente causada pela adicdo da proteina em equilibrio quimico, assim,

com potencial quimico constante para a agua e o cossolvente.

A dialise no equilibrio mede a variacao na concentracao de cossolventes resultante
da adicdo de proteina a solucdo. Experimentalmente, esse processo é indireto: em misturas
de cossolvente e biomolécula, distinguir a fracao de cossolvente interagindo efetivamente com
o soluto é dificil. No entanto, ao dialisar o cossolvente livre até que sua concentragdo atinja
equilibrio através da membrana, possibilita-se medir a diferenca de concentracao na presenca e
auséncia da proteina [53]. Com a concentragdo conhecida, pode-se entdo calcular a quantidade
de cossolvente associada a biomolécula. Assim, I'y, ., é interpretado como uma medida de
acumulo ou exclusao do cossolvente na vizinhanca do soluto, dada experimentalmente em
funcdo das molalidades do cossolvente em duas solugdes em equilibrio, como mostra a Figura

5.5 [146].
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Inicio Equilibrio
[ p<i>DP
$Nip P P<>D
» S
S P %D
» P

(A) (B)

Figura 5.5: Esquema simplificado de um experimento de dialise no equilibrio. O fundo azul
representa a agua, os poligonos vermelhos s3ao as moléculas de cossolvente, e as estruturas
amarelas representam as biomoléculas. Figura reproduzida com autorizacao do autor a partir

de [89].

I' é uma quantidade fisica, que pode ser obtida por meio de teorias gerais de

solugdes, como a teoria de KB, pela relagdo na Equagdo 5.2.8 [139, 142].

Tep = Pe(Gep— Grp).- (5.2.8)

onde Gy, e G, sdo as integrais de KB, p. € a concentracdo do cossolvente no bulk, p
representa o soluto e w o solvente principal (geralmente dgua). Componentes com I'.,, positivo

geralmente solvatam preferencialmente o soluto com relacdo a agua.

Quando ha um equilibrio quimico entre as conformacdes desnaturada e nativa
de uma proteina, é possivel estudar como um cossolvente interage com cada estado. Um
cossolvente com parametro de solvata¢do preferencial maior no estado desnaturado (F?p)
ird deslocar o equilibrio em favor da conformac3o desnaturada, caracterizando-o como um
desnaturante [8, 58]. Equivalentemente, se I'cp) <0, a proteina é preferencialmente hidratada;
quando a solvatacdo é avaliada em termos da agua em relacao ao soluto, ha a utilizacao do

parametro preferencial de hidratagdo I'y,.

A interacao de uma proteina com um cossolvente pode ser analisada a partir de um
sistema com dois estados de referéncia: a proteina em agua pura e a proteina em uma solucdo
de dgua com cossolvente em uma determinada concentragdo. O parametro I', que descreve a
solvatacdo preferencial, esta relacionado a energia livre de transferéncia A,u;f, definida como

a energia livre necessaria para transferir a proteina da adgua pura para uma solucdo contendo
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cossolvente. A adicdo de um cossolvente a uma solu¢do aquosa contendo uma proteina altera o
potencial quimico da proteina devido as interagdes com o cossolvente [57, 147]. Esta mudanga
reflete a variagcdo nas interagdes da proteina com o solvente ao ser transferida da agua pura

para uma solucdo com cossolvente e pode ser expressa por:

Ay = up(cossolvente) — , (dgua). (5.2.9)

Onde u; é o potencial quimico do componente i, definido como u; = ,LL;(P, T)+RT Ina;. Aqui,
a; representa a atividade do componente i, dada por a; = m;7;, em que m; é a molalidade e ¥; o
coeficiente de atividade. A adicdo de um cossolvente ao sistema aquoso induz uma perturbacao
mutua no potencial quimico da proteina e do cossolvente [144, 145]. Essa perturbagdo é

descrita pela igualdade das derivadas parciais [144, 145, 148]:

(%) - (a“c) . (5.2.10)
dm T.Pm, dmy, T,Pm,

A Equacao 5.2.10 descreve a variacdo do potencial quimico das espécies em funcao da

Buc>

d

"p )T Pm,
proteina ao sistema contendo cossolvente perturba o equilibrio termodinamico. Para restaurar

concentracao do cossolvente. Por exemplo, se ( diferir de zero, a adicdo da
o equilibrio, é necessario ajustar a concentracao do solvente nas proximidades da proteina,

seja por adicao ou remoc¢ao de cossolvente, ou agua.

O potencial quimico da proteina, u,, depende da concentragdo do cossolvente, m,,
no sistema. Assim, U, pode ser expresso como uma derivada total em relagdo a molalidade do

cossolvente:

u
du, = P dms,. 2.11
i, ( amc)f,p,mp m (5.2.11)

A Equacdo 5.2.10 é amplamente utilizada para explicar a energia livre de transferéncia,
conforme discutido em [144, 145, 148]. Integrando a Equagdo 5.2.11 de 0 até a molalidade

do cossolvente (m,) na solugdo de destino, obtém-se:

me a“
Aul’ = / L o 2.12
Hp 0 (amc)mpdm (5 )
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As Equagdes 5.2.12 e 5.2.7 podem ser correlacionadas para estabelecer uma relagao entre o

parametro de solvatacdo preferencial e a energia livre de transferéncia.

A regra ciclica estabelece uma relacdo geral entre derivadas parciais de trés

variaveis relacionadas, x, y e z, em uma fungdo implicita f(x,y,z) = 0. Temos:

(%)Z. <§_§)x. (g_f)y Y (5.2.13)

Considerando esta expressao, sendo uma consequéncia da dependéncia funcional das trés

varidveis, e as varidveis u., m. e mp, que estdo relacionadas por uma fun¢do implicita

f(ue,me,mp) =0, a aplicagao da regra ciclica para <%) resulta em:
me

Ju _ dm, du,
(3%)% o (am,,)uc (amc)mp- (5.2.14)

A Equacdo 5.2.14 pode, entdo, ser relacionada com a integral construida em 5.2.12 por meio

da relacao apresentada na Equacgao 5.2.10. Portanto, substituindo 5.2.10 em 5.2.14, obtém-se:

duy, B dmy d U
<amC>T,Rmp - (8mp>uc (amc)m . (5:2.13)

p

Com esta relacdo, a derivada <%>TP pode ser substituida na Equacao 5.2.12, resultando
¢ y 7m[7
em:
me (0 d U
Al = _/ ( ’"C) ( “‘) dme. (5.2.16)
0 \omp)rpy \OMe) 1pm,

Esta é uma forma expandida para a variagcdo da energia livre de transferéncia.

A definicdo do parametro preferencial de solvatacdo pode ser introduzida na

Equacdo 5.2.16 usando a aproximagdo proposta por Stigter em 1960 [148, 149], onde:

(%> _ (‘9’"6) =T, (5.2.17)
amp T7P?H'L' amp Ta“'WvIJVC

Logo, a expressao pode ser usada para introduzir explicitamente o parametro preferencial
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8;10)
Ime ) 1 pm,
como uma medida de como o potencial quimico do cossolvente responde a uma variacao na

de solvatacdo na Equacao 5.2.16. Além disso, a derivada < pode ser interpretada

molalidade/concentra¢do do cossolvente. Tal derivada pode ser usada para simplificar ainda

mais a Equagdo 5.2.16. O potencial quimico do cossolvente . pode ser dado por:

Ue = U+ RT Inae, (5.2.18)

onde u’ é o potencial quimico padrao do cossolvente e a. o coeficiente de atividade para o

cossolvente.

A derivada (2 é obtida derivando a Equacao 5.2.18 em relacao a
om, T.Pm,
molalidade, m,, do cossolvente:

d U (g d(Ina,)
(9mc)mm,, = <8mc) +RT ( om. ) (5.2.19)

onde o potencial quimico padrao, ,u?, corresponde ao potencial quimico de uma substancia em
uma fase especifica a uma temperatura T e pressao P definidas, ndo variando com a molalidade
do cossolvente. Portanto, (g—ffi) = 0. Além disso, considerando que a atividade do cossolvente
é dada por a. = m.Y, e que o coeficiente de atividade }, depende da molalidade, a Equagao

5.2.19 pode ser desenvolvida como:

<8“C) —RT (i + mn%) . (5.2.20)
om, T.Pm, m, om, T.Pm,

Assim, combinando as Equagbes 5.2.17 e 5.2.20, a variacdo da energia livre de solvatacdo

(Equagdo 5.2.16) pode ser reescrita como:

e 1  Jdlny,
Aw, = —RT/ Iep (— + 1k ) dme. (5.2.21)
0 me.  dmg T.Pm,

A Equacgdo 5.2.21 mostra como a energia livre de transferéncia para transportar uma proteina de

um sistema com agua pura para uma solucdo de molalidade m, esta relacionada ao coeficiente
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de solvatagdo preferencial do cossolvente em relagdo a proteina (I',). Além disso, o calculo

requer a consideracdo da variacdo do coeficiente de atividade do cossolvente com a molalidade,

8m%)
ome T,Pmy .

conforme evidenciado pelo termo (

Para simplificar o desenvolvimento, é possivel assumir, como uma aproximacao
valida para baixas concentracoes e em uma faixa estreita de molalidade, que o coeficiente de
atividade n3o varia com a molalidade. A Equacdo 5.2.21 pode ser frequentemente encontrada
em uma forma alternativa, como em [57, 147], onde a razdo (%) ¢é isolada e tratada como
uma média ao longo do intervalo de integracao. Isto da-se pela aproximacdo em que, em
intervalos de molalidade pequenos, I, é proporcional a m,.. Baynes e Trout, em [147], aplicam

esta ideia para reduzir a integral da Equagdo 5.2.21 fazendo:

me 1
AT = —RT /O I, (m—) dm,., (5.2.22)
(o
tr FCP e
AT = —RT (=<2 / dm,. (5.2.23)
me 0
AT = —RTT,,, (5.2.24)

O desenvolvimento acima mostra a conexao entre o parametro preferencial de solvatacao e a
energia de transferéncia, exemplificando como ele pode ser usado para estudar a termodindamica
da solvatacao. Vale destacar que, por conveniéncia, a escala de concentracao foi expressa em
molalidade. Trabalhos que calculam a energia livre de transferéncia de proteinas costumam
adotar escalas em concentracdo molar, sendo necessarias transformacdes adequadas, conforme

apresentado em diversos trabalhos de Timasheff [53, 144, 145, 148, 150].

O parametro de solvatagao preferencial, I';,, define termodinamicamente a associagdo entre
um componente da solu¢do e o soluto. Se a concentracdo do cossolvente nas proximidades da
proteina for maior que no bulk, entdo I';, > 0, e o potencial quimico da proteina, ,, sera

menor na presenca do cossolvente do que na sua auséncia [147].

A Equagdo 5.2.24 mostra a relagdo direta entre I'., e o potencial quimico. A
solvatacdo preferencial e a perturbacdo no potencial quimico referem-se a uma composicio
especifica do solvente. O efeito do cossolvente, tomando a 4gua pura como estado de referéncia,

é expresso por A/,th,’, que representa a energia livre de transferéncia da proteina da agua para o
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solvente de composicdo. A Figura 5.6 ilustra uma situacao em que I'¢;, € positivo, resultando
na diminuicao do potencial quimico da proteina na presenca de um ligante. Neste exemplo

hipotético, o ligante est inicialmente confinado em uma caixa no sistema que contém proteina

e agua.
& a a o a B) - Py a @ @ Legenda
a ‘e A L 3= a A @34~ =1 Anion
L - - 2 A~ @ Cation
a - - a - = -
la o A A At A )’A@ = a ‘;mA 4 Agua
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Figura 5.6: Representacdo do sistema descrevendo a adicdo de um ligante a uma solucdo
aquosa com proteina. Em (A), temos um sistema inicial com agua e proteina em solugdo, onde
a proteina possui um determinado potencial quimico (u9). Em (B), o ligante é introduzido e
se distribui na solucdo, interagindo com a proteina. Esse processo perturba o potencial quimico
da proteina, causando actimulo de ligante em sua superficie. Nesta situacdo, I';,. é positivo, e
o potencial quimico da proteina é reduzido em relagdo ao sistema (A), conforme indicado na
Equacao 5.2.24.

5.2.4 Montagem dos sistemas e detalhes técnicos das simulacoes

de dinamica molecular

As simulacdes de dinamica molecular de equilibrio para as estruturas solvatadas
por agua e com diversas combinacdes de pares de Lls e concentragdes foram realizadas usando
o software GROMACS 2018.3 CUDA [151, 152]. As configuragdes iniciais dos sistemas foram
construidas usando o software Packmol [153, 154]. Os pardmetros para descrever os liquidos
idnicos e a proteina foram obtidos, respectivamente, dos campos de forca OPLS de sitio virtual
[155] e OPLS-AA [156], utilizando o modelo de dgua TIP3P [157]. A integragdo numérica
das equagbes de movimento foi realizada com o algoritmo de Verlet leapfrog e um passo de
2 fs. InteracGes eletrostaticas de curto alcance e de Lennard-Jones foram cortadas a 1,0 nm,
enquanto as interacdes eletrostaticas de longo alcance foram tratadas pela soma de Ewald com
malha de particulas [123], usando uma interpolagdo de quarta ordem e espagamento de grade
de 0,16 nm. A temperatura foi mantida em 300 K com o termostato Berendsen modificado e

um tempo de relaxamento de 0,1 ps [116, 158].

A pressao foi mantida constante em 1 bar usando o barostato de

Parrinello-Rahman, com tempo de relaxamento de 2 ps e compressibilidade isotérmica de

4.5 x 10~>bar~! [116, 117]. A energia de cada sistema foi inicialmente minimizada por
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50.000 passos do método do gradiente [159], mantendo as coordenadas da proteina fixas. O
processo incluiu 1 ns de equilibrio térmico em condicbes NVT, seguido por 5 ns de MD no
ensemble NPT, com a backbone da proteina fixada. Apds essas etapas, as restricoes foram
removidas, e simulacdes adicionais de 1 ns em condicbes NPT foram realizadas. As
simulagbes de produg¢ao duraram 10 ns também no conjunto NPT. Foram simuladas 20
conformacdes independentes usando o procedimento descrito, obtendo-se uma boa amostra
da estrutura do solvente, dado que a estrutura da ubiquitina manteve-se proxima ao estado
inicial. Assim, os dados apresentados neste trabalho correspondem as médias de 20
simulacdes independentes para cada sistema, com o erro padrdo da média incluido.
Restricdes harmonicas suaves com uma constante de forca de 10 kJ mol~'A™? foram

aplicadas aos atomos Ca para impedir rotacoes durante as etapas de equilibracao.

As MDDFs, integrais de KB e anélises das contribuicdes atomicas de soluto e
solvente foram calculadas usando o pacote ComplexMixtures.jl [160, 161]. A densidade foi
obtida pelo nimero médio de distancias minimas em cada bin de 0,1 A, e as funcoes de
distribuicao de distancias minimas foram construidas usando uma versao discretizada da Eq.
5.2.1 [90]. As Egs. 5.2.6 e 5.2.8 foram empregadas para calcular as integrais de KB e os

parametros de solvatacdo preferencial.

Para determinar a convergéncia da integral de KB, utilizamos R = 20 A em todos
os sistemas. Este valor, apesar de incomumente grande [162, 163], foi necessario devido ao
tamanho e natureza eletrostatica dos ions dos Lls, que possuem correlacoes de longo alcance.
O volume de solugao a uma distancia menor que R do soluto foi considerado dominio da
proteina — a regido onde a estrutura da soluc3o é influenciada pela presenca da proteina. O
volume externo a essa regido representa a mistura de cossolventes, sendo utilizado para deduzir
a estrutura e propriedades termodinamicas da solucdo sem a proteina. A concentracdo efetiva
do bulk na solucido foi obtida das simulacdes, calculando a densidade de cada solvente em
uma regido entre 20 e 30 A da superficie da proteina. Ou seja, calculando de um sub volume

aberto do sistema, provendo uma correcao de tamanho finito na computagdo das integrais de

KB.
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Capitulo 6

Solvatacao de proteinas

por Lls: visao geral

Este capitulo aborda a andlise estrutural e termodinamica da solvatacdo em
sistemas contendo solugdes de um Unico tipo de LI em agua. A distribuicdo dos ions nas
camadas de solvatacao préximas a proteina serd investigada por meio das MDDFs. Além
disso, a decomposicao das MDDFs em contribuicoes individuais do soluto e do solvente
permitird uma compreensdo detalhada da natureza das interacbes estabelecidas entre a

ubiquitina e os Lls.

6.1 Efeitos correlacionados na solvatacao

A Figura 6.1 apresenta as MDDFs e integrais de KB para o cation [EMIM]' e o
anion [DCA|~ relativamente a ubiquitina em uma solugdo de LI com concentragcdo aproximada
de 2,0 mol L~!. Embora tenham sido simulados sistemas com concentracdes de LI variando
de 0,5 a 3,0 mol L~!, os perfis das MDDFs nesta concentracio fornecem caracteristicas que
ajudam a entender sobre a natureza das interagdes e a formacdo das camadas de solvatacgao,

que podem ser consideradas para as demais concentracdes.

Observa-se que o [EMIM]" se concentra significativamente na superficie da
proteina, com uma densidade que chega a ser cerca de sete vezes maior em uma distancia de
2,3 A da proteina, em comparacdo a densidade de bulk. Essa distancia é tipica de interacdes
ndo polares ou dipolares de baixa especificidade. Esse comportamento é corroborado pelo
fato de que as interacdes diretas do [EMIM]" com a proteina, descritas pela interacdo de
Lennard-Jones (-601 kcal mol~!), s3o substancialmente mais fortes do que as interacdes
eletrostaticas (-134 kcal mol~!), como reportamos em [164]. Além disso, h4 um segundo

pico difuso em aproximadamente 5 A, caracteristico de uma camada de solvatacdo
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secundaria, na qual as interacdes com a proteina podem ser mediadas por agua, pelo
contra-fon ou pelo préprio [EMIM]*. Em distancias entre 8 e 10 A, a MDDF converge para
1.

A 8 T T T T T T T T T

—— [DCA]
6 [EMIM] | A

& -

O 10t ——— [DCA| .
—12 [EMIM] | A
—14 E ) ) , - i

0 4 8 12 16 20

r/A

Figura 6.1: A) MDDFs (representadas por g,4(r)) e B) integrais de KB (G.,(r)) do cation
[EMIM] " e do anion [DCA]~ relativos a ubiquitina em uma solugdo de aproximadamente
2,0 mol L™! de [EMIM][DCA] em &gua. Esta figura ilustra como funcdes de distribuicdo
marcadamente diferentes podem dar origem a integrais de KB idénticas, implicando que as
funcdes de distribuicdo estdo correlacionadas em grandes distancias a partir da superficie do
soluto.

A distribuicdo dos dnions na solucdo difere da dos cations devido a capacidade de
formac3do de ligagdes de hidrogénio. O anion [DCA|~ também se concentra significativamente
na superficie da proteina, apresentando picos nas MDDFs a 1,9 A e 2,7 A, com um aumento
de densidade aproximadamente quatro vezes maior em relacdo a distribuicdo de referéncia. O
pico em 1,9 A é caracteristico de ligacSes de hidrogénio, enquanto interacdes n3o especificas
com a proteina podem levar ao acimulo de [DCA]~ em torno de 2,7 A. Nessa concentracao,
o [DCA]~ forma cerca de 12 ligagdes de hidrogénio e exibe fortes interagdes dispersivas e

eletrostaticas com a proteina [164].
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Observam-se flutuacdes difusas entre 3 e 8 A, e, além dessa distancia, a
distribui¢do de [DCA]™ n3o parece estar correlacionada com a proteina (convergéncia para 1,
indicando comportamento bulk). As MDDFs de [EMIM]' e [DCA|~ refletem interacdes
diretas entre a proteina e os ions, levando a aumentos de densidade localizados em distancias
curtas. No entanto, a natureza das interagdes difere, com o [DCA]~ formando liga¢des de
hidrogénio e midltiplas camadas de solvatacdo bem definidas, enquanto o [EMIM]*
estabelece principalmente interacdes n3o-especificas (diferentes de ligagdes de hidrogénio)

com a superficie da proteina.

A diferenca notavel entre as funcdes de distribuicio de [EMIM]* e [DCA]~ na
Figura 6.1A sugere que, em distancias curtas, um dos ions apresenta afinidade preferencial
pela proteina em relacdao ao outro. No entanto, em uma solucao contendo apenas um tipo de
cation e de anion, esse comportamento ndo ocorre isoladamente. A Figura 6.1B apresenta as
integrais de KB dos ions, calculadas a partir das contagens de distancias minimas e utilizando a
Eq. 5.2.6. Em distancias muito curtas, ou seja, r < 1,5 A, as integrais de KB obtidas a partir
das MDDFs estao associadas ao volume de exclusdo da proteina e do solvente, assumindo
valores negativos, pois a densidade dos ions nessas distancias é nula, resultando na exclusdo
efetiva de B) 3,0 mol Las moléculas de solvente do dominio. A queda da integral de KB para

[EMIM]| " é mais acentuada do que para [DCA]~, devido ao maior volume do cétion.

Entre aproximadamente 1,5 A e 8 A, as integrais KB consideram o niimero de
moléculas de solvente efetivamente correlacionadas com a superficie da proteina. Para cada
ion, a integral de KB varia em fun¢do da MDDF, com o [EMIM]Jr apresentando um aumento
acentuado em torno de 2,7 A, enquanto o [DCA]~ exibe dois patamares de acumulagio
associados aos picos de sua MDDF. Em distancias maiores, as correlagdes indiretas com a
superficie da proteina levam ao actimulo final de ions no dominio da proteina, que, neste
exemplo, comecam a convergir em 10 A (para a maioria das integrais de KB, a convergéncia

foi observada em 20 A).

Para esses ions (no sistema com 2,0 mol L_l), os valores finais das integrais de
KB em distancias grandes aproximam-se de zero, sugerindo que o aumento de densidade dos
ions no dominio da proteina compensa o volume excluido pela proteina. A integral de KB da
agua neste sistema é negativa, conforme mostrado na Tabela 6.1, indicando que os ions se

ligam preferencialmente a proteina em compara¢ao com a agua.
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Tabela 6.1: Concentracbes de referéncia e efetivas das solugdes de LI simuladas, juntamente
com as integrais de KB para todos os componentes do solvente em relagdo a proteina. Os
erros padrao da média foram calculados a partir de pelo menos 20 simulagdes independentes.
As diferencas entre as concentracoes de referéncia e efetivas devem-se ao fato de que a
concentragao de referéncia representa o valor pretendido durante a montagem inicial da caixa
de simulacdo, enquanto a concentracao efetiva corresponde a concentracao real do LI no bulk
ap6s a equilibracao do sistema.

Sistema Concentragdo de LI Integral de KB do cétion / L mol~! Integral de KB do anion /L mol~!  Integral de KB da 4gua /L mol~!

(referéncia/efetiva) mol L~!

0,5/0,465 =+ 0,002 30,89 + 2,64 31,40 £ 2,78 -9,32 £ 0,19
1,0/0,960 + 0,004 15,41 + 2,26 17,43 + 2,22 -10,58 + 0,37
1,5/1,493 £ 0,005 2,94 £+ 1,65 3,66 £ 1,63 -9,51 £ 0,46
2,0/2,024 £ 0,005 1,28 +1,38 1,58 + 1,41 -10,09 + 0,60
2,5/2,597 + 0,005 -5,85 £ 1,09 -5,75 £ 1,08 -6,86 £ 0,72
3,0/3,151 + 0,004 -5,49 + 0,64 -5,50 + 0,68 -7,18 £ 0,60

Valores equivalentes (de fato iguais em longas distancias) implicam que o ndmero
de excesso de ions é o mesmo para o cation e o anion ao considerar toda a regido da solucdo
definida como dominio da proteina. Este é um resultado fundamental que decorre do fato de
que as forgas eletrostaticas eventualmente levam a acumulagao ou deplecdo correlacionada dos
ions, de modo que a solucao bulk permaneca eletricamente neutra. Portanto, compreender os
detalhes moleculares de como essas correlacoes emergem a partir das interacoes e das fungdes
de distribuicao proteina-ion, que diferem notavelmente entre si, é essencial para entender as

interacdes de Lls com solutos complexos.

A Figura 6.2 mostra um mapa da diferenga de densidade entre os ions [DCA|™ e
[EMIM] " a uma distancia de até 3,5 A da superficie proteica. Regides em azul indicam que
a densidade de [DCA]~ é maior do que a de [EMIM]", enquanto regides em vermelho
indicam que a densidade de [EMIM]|" é superior a de [DCA]~. O primeiro pico na
distribuicdo de minima distancia do [DCA]~ pode agora ser associado a residuos especificos
da proteina, notadamente os residuos carregados positivamente: K6, K11, K33, R42, K48,
K63 e R64. Contribuigdes relevantes de alguns residuos de Glutamina (Q) também podem
ser identificadas. Regides hidrofébicas e carregadas negativamente sdo responsaveis pelos
aumentos mais significativos de densidade de [EMIM]", particularmente nos segmentos
proteicos T7-L8-G9-T10, V17-E18-P19-S520, E34-G35-136-P37, L43-144-F45-A46 e
L56-S57-D58.
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Figura 6.2: Diferenca nas densidades dos ions préximos de cada residuo da proteina em 2,0
mol L™!. As regides em azul indicam maior densidade de [DCA]~, enquanto as regides em
vermelho indicam maior densidade de [EMIM]*. A acumulacdo de [DCA]~ na faixa de 2,5-3,0
A ocorre complementarmente a acumulacdo de [EMIM]Jr entre 2,0-2,5 A, sugerindo que o
segundo pico da distribuicdo de [DCA| ™ na Figura 6.1 corresponde a uma camada de solvatagdo
do anion mediada pelo cation.

As interacOes da ubiquitina com os componentes de um LI em agua resultam em
perfis de densidade especificos. No entanto, independentemente da natureza quimica variavel
dos dois ions envolvidos, o acimulo ou exclusao global excessiva dos ions no dominio da
proteina é o mesmo, como esperado para garantir a eletro neutralidade da solucao a longas
distancias da proteina. Este fendmeno implica uma alta correlacdo entre as distribuicoes do
cation e do anion, evidenciando que n3o é possivel projetar ou prever as interacdes entre Ll e

solutos apenas a partir da natureza quimica de cada ion isoladamente.

6.1.1 Natureza da interacao entre solvente e ubiquitina.

A MDDF pode ser interpretada em termos da natureza das interagdes soluto-
solvente. Cada pico no perfil de uma MDDF pode ser decomposto em contribuicdes dos
grupos do LI e da proteina com maior probabilidade de estabelecer interagdes entre si. Essa
decomposicdo permite analisar cada pico individualmente, identificando os tipos de residuos
que mais contribuem para o acimulo de ions ao redor da proteina. A Figura 6.3 apresenta a
decomposi¢do das MDDFs dos cations e dnions com respeito aos residuos polares (Gln, Tyr,
etc. — verde), neutros (Ala, Phe, etc. — cinza), acidos (Glu, Asp — vermelho) e bésicos (Lys,

Arg, His — azul), seguindo a classificagdo e o esquema de cores do VMD [165].
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Figura 6.3: Decomposicdo das MDDFs de cations e anions em contribuicdes de residuos
da ubiquitina em sistemas com 2,0 mol L~!. A) Decomposicio da MDDF do [EMIM]" na
presenca de [DCA]~, e B) do [EMIM]™ na presenca de [BF4] .

A MDDF do [EMIM]* na Figura 6.3A mostra um aumento de aproximadamente
7,1 vezes na densidade do cation a 2,3 A, comparado a densidade no bulk. Este pico (2,3 A)
é composto por contribuicoes de 2,8 de aumento de densidade associada a residuos polares
(verde), 2,0 a residuos neutros (cinza), e 1,2 em torno de residuos basicos e acidos (vermelho
e azul). Assim, o [EMIM]" interage preferencialmente com residuos polares e neutros, em

comparagao aos residuos carregados, na distancia do pico mais importante da MDDF.

Ao substituir o anion [DCA]~ pelo [BF4]~, observa-se uma diminui¢do do pico total
da MDDF do cation (de 7,1 para 5,7), pois o [DCA]|~ se liga mais fortemente a superficie
da proteina, forcando o [EMIM|™ a se redistribuir para contrabalancear as cargas, conforme
discutido anteriormente. A contribuicdo absoluta dos residuos carregados é reduzida de 1,2 para
0,9 (—25%) para residuos basicos e de 1,1 para 1,0 (—9%) para residuos acidos. Residuos
polares e neutros também mostram uma diminuicdo relativa de densidade: 0,5 para cada
um (de 2,8 para 2,3, ou —18%, para polares; e de 2,0 para 1,5, ou —25%, para residuos
neutros). Dessa forma, a troca de dnion tem um impacto menor préximo a residuos acidos,
que formam interacGes eletrostaticas atrativas com o cation. A substituicido do anion afeta
especialmente as interacdes mais fracas do cation com a superficie da proteina, particularmente
as interacdes dispersivas com residuos neutros e, possivelmente, as interacdes indiretas com

residuos carregados positivamente, mediadas pelo anion.

As interacOes de proteinas com cossolventes em solucao aquosa podem ser
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estudas pelo parametro de solvatagdo preferencial (I'cp). Qualitativamente, I'c, > 0 indica
que o cossolvente interage favoravelmente com a superficie da proteina em relacao a agua,
favorecendo estruturas com maior area superficial, podendo atuar como desnaturante. A
Figura 6.4 apresenta pardmetros de solvatacdo preferencial (I';,) e hidratagdo preferencial
(T'wp) para as concentragdes de 0,5 e 3,0 mol L™! dos Lls [EMIM][DCA], [EMIM][BF4],
[EMIM][NO3] e [EMIM][CI]. Como apresentado na Figura 6.4A, I'.,, é positivo para todos os
Lls na menor concentragdo, enquanto na Figura 6.4B ¢ possivel ver que I',,, € negativo para
os sistemas correspondentes. Isto indica que na concentracio de 0,5 mol L~!, a proteina é

preferencialmente solvatada pelo LI, em todos os diferentes sistemas simulados.

Apesar da analise em uma (nica concentracdo indicar a solvatacdo preferencial
da proteina pelo LI em 0,5 mol L™!, nota-se haver um importante efeito de concentrac3o.
Analisando as barras laranjas nas Figuras 6.4A e 6.4B temos que os valores de I';, diminuem
consideravelmente enquanto os valores de I'y,, aumentam para sistemas com 3,0 mol L!
de LI (sendo uma excegdo o sistema com [EMIM][CI]). A dependéncia da concentra¢do dos
coeficientes de ligacao preferencial e de hidratacdo preferencial pode ser explicada por uma
saturacao progressiva da camada de solvatacao com os cations do LI, acompanhada pela menor

concentracdo de dgua no volume para o LI com [DCA]
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Figura 6.4: (A) Parametros de interagdo preferencial, I';, dos Lls com a proteina nas
concentracoes de 0,5 e 3,0 mol L~! de LI (B) Pardmetros de hidratacio preferencial, T,
nas mesmas concentracdes de 0,5 e 3,0 mol L~! de LI. Observa-se que todos os Lls possuem
valores positivos de I'c, em baixas concentragdes, enquanto I',,, € negativo, indicando uma
desidratacao preferencial em concentracdes menores. No entanto, em concentracdes mais altas,
ocorre um aumento expressivo de I'y,, e uma diminuicdo de I'.,, revelando o comportamento
inverso em comparagao com as concentracdes mais baixas.

O efeito da troca de anion pode ser analisado pela comparacdo entre as Figuras
6.4A e 6.4B. O [DCA|~ é um ligante mais forte a superficie da proteina do que [BF4]~, [NO3]™
e [Cl]~, resultando em pardmetros de interagdo preferencial maiores em todos os casos. Em
0,5 mol L™!, as interacdes da Ubiquitina com os Lls s3o sempre favorecidas em relacio 3
agua, e a proteina é preferencialmente desidratada. A excegdo é o sistema com [EMIM][CI],
onde a desidratacdo é menor em comparacdo aos outros anions. Em 3,0 mol L~!, os Lls
tendem a preferir a solucdo em bulk em relacdo a superficie da proteina. O anion desempenha
um papel crucial nessa ligagdo preferencial, com o [DCA|~ promovendo maior desidratacdo
da proteina quando comparado a outros anions. Em concentracoes altas, os Lls tornam-se
preferencialmente excluidos do dominio da proteina em todos os casos, exceto na solu¢do com
[EMIM][DCA]. [EMIM]|[CI] também possui valor positivo para I'¢,, contudo ndo ha grande

variagdes de I'c, do LI com [Cl|~ ao longo das concentragGes, conforme discutido em [166].

A anélise das interacbes de proteinas com Lls revela como a troca de contra ions

influencia as distribuicGes dos cossolventes em relacdo a superficie proteica. Em funcao da
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eletroneutralidade das solucdoes em bulk, as distribuicoes dos cations e anions dos Lls estao
correlacionadas. O anion [DCA]™, ao formar ligagbes de hidrogénio fortes com a superficie
proteica, provoca um acimulo substancial de ambos os ions na superficie da proteina, efeito
que pode ser atenuado pela presenca de cations hidrofébicos em concentracGes mais altas. A
extensdo do aclimulo dos cations préximos a proteina varia com a natureza do anion, onde
interacGes especificas entre ions e superficies proteicas se mantém mesmo apds a troca de
contra ifons. Por outro lado, interacdes menos especificas nas segundas e terceiras camadas
de solvatacao sao moduladas pela variagao do contra ion e da concentragao. Desta forma, a
composicao e concentracdo do LI podem ser ajustadas para desempenhar papéis estabilizadores

ou desestabilizadores nas estruturas proteicas, permitindo um desenho direcionado de solventes.
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Capitulo 7

Efeitos nao-aditivos

O presente capitulo estuda a soltavatacdo da ubiquitina em sistemas com
misturas de Lls. Estas misturas mantém como cation apenas o fon [EMIM|™ mas contendo
duas espécies anidnicas diferentes. A discussao desenvolvida neste capitulo ird apresentar que
a combinacdo de anions com diferentes afinidades pela superficie proteica modula o acimulo
ionico de maneira n3o-aditiva, destacando a relevancia de fatores como competicdo por sitios
de interacao especificos, ligacdao cooperativa, afinidade em solucdo a granel e efeitos de

compensacdo de carga na capacidade geral de solvatacao.

7.1 Solvatacao da ubiquitina por multiplos ions

A influéncia dos ions na estabilidade das proteinas tem sido o foco de extensas
pesquisas desde os estudos pioneiros de Hofmeister no século XIX [167, 168]. No entanto,
apesar de décadas de investigacdo, a natureza precisa das interacdes entre ions e proteinas
continua a ser um tema de debate, especialmente para ions complexos e misturas de eletrélitos
[169, 170]. Essa complexidade emerge da interacdo entre ions, moléculas de 4dgua e a superficie

da proteina.

Por exemplo, o conhecimento das cargas e concentragdes de ions é insuficiente
para entender as interacoes entre ions e proteinas: a identidade especifica dos ions
desempenha também um papel fundamental [171]. Esse fenémeno, conhecido como efeito
especifico dos ions, foi explorado sistematicamente por pesquisadores como Lewith e
Hofmeister. Eles observaram que diferentes ions possuem eficacias variadas na precipitacdo
de proteinas de solu¢des aquosas de soro sanguineo e clara de ovo [172, 173]. Essa ordenagdo

dos ions, conhecida como série de Hofmeister, foi também verificada em sistemas biologicos
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[55], poliméricos [174] e ndo aquosos [175], destacando a importancia da identidade dos ions

na modelagem do comportamento de solutos, especialmente proteinas [176].

A Figura 7.1 apresenta MDDFs de cada componente de um sistema com 2,0
mol L~! da mistura dos Lls [EMIM]|[CI] e [EMIM][DCA]. O anion [DCA]~ como ja discutido
anteriormente, é, de todos os dnions estudados nesta tese, o com a maior capacidade de se
distribuir préximo da superficie da proteina. A distribuicdo do [DCA]~ possui 0 mesmo perfil
do apresentado na Figura 6.1, com dois picos significativos de acimulo a uma distancia de até
4 A. O pico inicial, a aproximadamente 1,9 A, surge das ligacdes de hidrogénio formadas pelos
atomos de nitrogénio do [DCA|~. Em contraste, o segundo pico decorre de uma variedade de
interagdes, incluindo intera¢des diretas o [DCA]™ e a proteina, bem como interagdes mediadas
por outros fons ou moléculas posicionadas entre o [DCA|~ e os dtomos da superficie da
proteina. O amplo pico que se estende de 5 a 7,5 A indica que a correlacio entre a distribuic3o

do [DCA|™ e a presenca da proteina persiste até grandes distancias.
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Figura 7.1: MDDFs entre ubiquitina e fons para [DCA]~, [Cl]”, [EMIM]" e &4gua na
solugdo aquosa contendo [EMIM][DCA| e [EMIM][CI]. As intera¢des de ligagdo de hidrogénio
correspondem a picos nas distribuicdes em aproximadamente 1,9 A, observadas para [DCA]~
e agua. Interaces eletrostaticas fortes, mais evidentes no pico do [Cl]” em torno de 2,0 A,

também sao identificadas para os demais ions. Interacdes menos especificas se refletem em
picos localizados a distancias maiores.

O anion [DCA]~ ocupa o volume préximo a superficie da proteina devido as
ligagGes de hidrogénio estabelecidas com a proteina, enquanto os anions [Cl]~ n3o interagem

na mesma intensidade, distribuindo-se relativamente menos do que os ions [DCA]~. Além
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disso, a MDDF que representa a distribuicio dos céations [EMIM]' exibe um pico
proeminente em aproximadamente 2,4 A, indicando interacSes dispersivas estabelecidas pelo
[EMIM]|™ com a proteina. Ademais, o actimulo de [EMIM|" ocorre em distancias
complementares com as do [DCA|~, pois os ions contrapdem localmente suas cargas de
forma cooperativa, conforme reportamos em [164, 166, 177]. Assim, o [DCA]~ apresenta
interagBes notavelmente mais favoraveis com a superficie da proteina do que o [Cl]™, tanto
especificamente em distancias de ligagdes de hidrogénio quanto ndo especificamente,

formando uma segunda camada de solvatacdo mediada pelo acimulo do cation.

A Figura 7.2 exibe as MDDFs dos anions em relacdo a proteina nas solucdes de
IL com um dnico tipo de anion, decompostas nas contribuices dos diferentes tipos de
residuos de aminoacidos da proteina. Para [DCA|~, [BFs]~ e [NOs]~, ha picos distintivos
centrados em torno de 1,8 e 2,0 A, que correspondem 3as ligacdes de hidrogénio que esses
ions estabelecem com a proteina. O [Cl]™ exibe interagdes fortes com residuos basicos, como
esperado, em distancias ligeiramente maiores. O primeiro pico para [DCA]~, [NOs3|™ e
[BF4]~ é principalmente devido a interagcdes com residuos polares e basicos (que podem ser,
respectivamente, glutamina e lisina). O segundo pico, que aparece entre 2,4 e 2,6 Apara
esses trés anions, tem contribuicSes adicionais significativas originadas de residuos neutros
(glicina, leucina e valina). Esse segundo pico decorre de interagdes mediadas pelo cation do
LI, que exibe interacdes hidrofébicas favoraveis e atrai o anion para a proximidade de

residuos neutros.
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Figura 7.2: Decomposi¢cdo das MDDFs de (A) [DCA|~, (B) [BF4]~, (C) [Cl]” e (D) [NO3]™ nas
contribuicoes dos tipos de residuos de aminoacidos da proteina em sistemas com LI composto
pelo cation [EMIM]* e um (inico tipo de anion, a uma concentrac3o de 2,0 mol L~!. A MDDF
total é a soma das contribuicGes de cada tipo de residuo.

A Tabela 7.1 apresenta o niimero de fons até uma distancia de 5,0 A da superficie da
ubiquitina. Observa-se que os ions [DCA|~ s3o mais abundantes na proximidade da proteina
em comparagdo com os demais anions, especialmente em relagdo aos ions [Cl]~. O anion
[NO3]~ também aparece em maior niimero, embora menor que de [DCA]~. Entre os anions
simulados, [DCA]~ e [NOs]|~ sdo aqueles com maior afinidade pela superficie da ubiquitina,
considerando as andlises das MDDFs, integrais de KB, e o nimero de ligacdes de hidrogénio
estabelecidas, como demonstramos em [164, 166]. Quando esses anions sdo misturados com

[BF4]~ e [Cl] ™, eles prevalecem em niimero préximo a superficie da proteina.
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Tabela 7.1: Ndmero de coordenacdo de [EMIM]|*' e dos anions ao redor da proteina, contando
o nimero de fons até 5 A da superficie da proteina, em sistemas com 2,0 mol L~! de mistura
de LI. Os sistemas possuem 1004 cations e 502 anions de cada tipo nesta concentracdo. As
flutuacGes relatadas sdo o erro padrao da média das 20 réplicas realizadas para cada sistema

Mistura de Liquido I6nico ([EMIM]* + Anions) [EMIM]* Anion 1 Anion 2
[DCA]~ e [BF,]" 47+1 25+1([DCA]") 11+ 1 ([BFy")
[DCA]~ e [NOs|~ 47+1 23+ 1([DCA]7) 14 +£1 ([NOs3]7)
[DCA]~ e [CI]~ 51+1 30+ 1([DCA]") 7+ 1([Cl])
[BE4]~ e [NO3]~ 43+1 14+ 1([BF4") 18 £ 1([NOs3]")
[BE4]~ e [CI]” 2+1 18+1([BFy") 12+1([C])
INO3|~ e [CI]” a4+1  20+1(NOsJ") 9+ 1([C])

O [DCA]~ é o anion que mais fortemente promove a aproximagdo do cation
[EMIM]| " a superficie proteica. Em solu¢des contendo [DCA]~, encontram-se entre 47 e 51
fons [EMIM]" a até 5,0 Ada proteina, enquanto, na auséncia de [DCA]~, esse niimero nio
ultrapassa 43. As menores concentracdes de [EMIM]™ nessa faixa de distancia ocorrem nas
solucdes com [BF4]~ e [CI]~, os 4nions com menor afinidade pela superficie proteica. Anions
com interacbes mais fortes tendem a se acumular préximos a superficie, criando uma carga
liquida negativa que, por compensacao eletrostatica, resulta em um acimulo de cations.
Tanto o [DCA]™ quanto o [NO3]~ formam ligagdes de hidrogénio com a superficie, mas o
[DCA]~ demonstra maior afinidade, evidenciada pelo maior nimero de anions [DCA|~ em

contato préximo com a proteina.

A Figura 7.3 apresenta mapas de diferenca de densidade dos anions ao redor dos
residuos proteicos em sistemas com mistura de Lls. Na Figura 7.3A, regides em laranja indicam
uma maior densidade de [DCA]~ em compara¢do com o [Cl] ™, enquanto areas em azul indicam
maior densidade de [Cl]~. O [DCA]~ estd mais concentrado na proximidade da proteina em

relagdo ao [Cl] .
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Figura 7.3: (A) Diferenca nas densidades das MDDFs dos ions nas proximidades da proteina a
aproximadamente 2,0 mol L~ de [EMIM][DCA] + [EMIM][CI] As regides em azul-piirpura
representam areas onde a densidade de [Cl]~ é maior do que a de [DCA|~, enquanto laranja
indica regides onde a densidade de [DCA|~ é maior do que a de [Cl]™. (B) Perfil similar para a
mistura [EMIM][DCA] + [EMIM]|NOs], com laranja representando, de maneira semelhante,
uma maior densidade de [DCA|".

A andlise evidencia a competicdo entre anions por interacbes com os residuos
proteicos, com caracteristicas distintas influenciando a afinidade de solvatagdo. O [CI]|~
interage com residuos basicos carregados positivamente, mas de forma mais fraca que o
[DCA]™, o qual se acumula mais devido a sua capacidade de formar ligagdes de hidrogénio
com a proteina. Na Figura 7.3B, que compara [DCA]~ e [NOs|~, observa-se que o [NO3|~
tende a se concentrar em regides mais préximas a proteina para formacdo de ligacGes de

hidrogénio, enquanto o [DCA]~ apresenta maior concentracdo em distincias de solvatacdo

mais amplas.

A competicao por locais de ligagdo de hidrogénio é evidente, e embora a distribuicao
de densidade sugira que o [NO3]~ possua maior afinidade, dados adicionais, como as integrais
de KB e os pardmetros de solvatagdo preferencial, indicam que o [DCA]~ apresenta uma
afinidade de solvatagdo significativamente superior ao [NO3] ™. Esses resultados destacam a

complexidade das interacGes especificas e a importancia de maltiplas métricas na avaliacao da
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preferéncia de solvatacdo em sistemas com diferentes anions.

A Figura 7.4 apresenta as integrais KB para ions e dgua em um sistema com
concentracdo 2,0 mol L™!'. A répida queda a curtas distancias (r < 1,5 A) esta associada
ao volume de exclusdo imposto pela proteina. Essa descida inicial é seguida por uma fase
de acimulo, envolvendo interagdes especificas e inespecificas entre soluto e solvente, que
ocorrem na faixa de 1,9-5,0 A. A integral KB para o [DCA]~ converge para um valor positivo,
indicando as fortes interacdes desse ion com a proteina, implicando em um actimulo no dominio
proteico suficiente para contrabalancar o volume de exclusao. Por sua vez, a integral KB para

o [EMIM]™ neste sistema estd préxima de zero, enquanto as integrais para [Cl]~ e dgua sdo

negativas.
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Figura 7.4: (A) integrais de KB da 4gua, [EMIM]™, [Cl]~ e [DCA]~ em relaco a proteina em
sistemas com 2,0 mol L~! de mistura de Lls. As linhas sélidas representam os valores médios
de 20 réplicas de simulagdo, enquanto as areas sombreadas indicam o erro padrao da média.
(B) Integrais KB dos fons ([EMIM]* e [DCA]~ + [Cl|~ sobrepostos) em comparagdo com os
integrais da agua. Os maiores valores de integrais KB para os ions em relacao a agua indicam
que a proteina é preferencialmente solvatada pelos ions dos liquidos iGnicos.

Como antecipado pela deplecdo dos ions [Cl]~ no MDDF da Figura 7.1, a integral
de KB do [Cl]~ é negativa, indicando a sua exclusdo do dominio da proteina na presenca

do [DCA]~. O [EMIM]™", sendo a tnica fonte de carga positiva, apresenta uma integral KB
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intermediaria entre as do [DCA|~ e do [Cl]~. Um valor de integral KB igual a zero significa
que o composto ndo esta nem acumulado, nem depletado no dominio da proteina. Na Figura
7.4B, as integrais de KB consideram ambos os anions como entidades indistinguiveis e, como

esperado, as integrais de KB para cations e anions convergem para valores iguais.

A Figura 7.5A mostra as integrais de KB para os anions em relacao a proteina nas
misturas de LI a 2,0 mol L™!, enquanto a Figura 7.5B apresenta as integrais para a 4gua nos
mesmos sistemas. O [DCA]~ acumula-se mais nas proximidades da proteina, resultando nas
maiores integrais de KB para os ions e nas menores para a agua. A combinacdo de anions
com alta ([DCA]™) e baixa afinidade ([Cl]”) gera um acimulo predominante de [DCA|~,
aumentando os parametros de interacao preferencial do LI sobre a dgua. As integrais de KB da
agua, negativas nos sistemas da Figura 7.5B, indicam uma deplecdo substancial de moléculas
de dgua em relagdo ao bulk. Em sistemas com maiores integrais de KB para anions, a exclusdo

de agua é mais acentuada do que naqueles com menores integrais de KB para anions.
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Figura 7.5: (A) Integrais de KB para anions tratados como uma dnica entidade e (B) integrais
de KB da 4gua em sistemas com 2,0 mol L' de misturas de Lls. A presenca de [DCA]~ eleva
significativamente as integrais de KB em comparacao aos demais sistemas. A combinacdo
de [DCA|~ com anions de menor afinidade resulta nos maiores valores de integrais de KB,
destacando o efeito de acimulo.

A Figura 7.6 ilustra I';, para os ions em relacdo a proteina ao longo da faixa de
concentracdes simuladas, variando de 0,5 a 3,0 molL~! de Lls, com valores

predominantemente positivos para sistemas com combina¢des de anions [DCA]~ + [Cl]™,
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[DCA]~ + [NO;]~ e [DCA]~ + [BF4]~, especialmente entre 0,5 e 2,0 mol L™'. As
combina¢des [BF4]~ + [NOj3|~ e [NO3]™ + [Cl]~ também exibem pardmetros de solvatagdo
preferencial positivo. Consequentemente, espera-se que esses Lls atuem como desnaturantes,
promovendo conformacgles proteicas com maiores areas de superficie exposta. Os sistemas
com [DCA]™ mostram a maior redu¢do na interacdo com a agua, com a sequéncia [DCA]~
+ [Cl]~, [DCA]~ + [BF4]~ e [DCA|~ + [NO3]~ apresentando, respectivamente, os maiores
valores de I';,, conforme ilustrado na Figura 7.6. No entanto, a 0,5 mol L1, os valores de
I'., para as combinages com [DCA]~ sdo estatisticamente equivalentes, considerando o erro
padrdo calculado a partir das 20 simulacdes. Embora os efeitos especificos de diferentes
combina¢des de dnions n3o sejam completamente claros, as que envolvem [DCA|~ resultam,

em particular, em uma maior desidratacdo da proteina.
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Figura 7.6: Parametros de solvatacdo preferencial do LI em relagdo a proteina em todas as
concentragdes simuladas com diferentes composi¢bes anidnicas: em solugbes de (A) 0,5, (B)
1,0, (C) 1,5, (D) 2,0, (E) 2,5 e (F) 3,0 mol L™!, fornecendo uma analise comparativa do
comportamento do LI em diferentes concentracdes do soluto. O grafico destaca as diferentes
tendéncias dos ions em solvatar preferencialmente a proteina em vez da agua na presenca de
ions concorrentes. Devido a eletroneutralidade da solucao, esses parametros sdo idénticos aos
calculados para o cation ou para o conjunto de anions em cada solu¢do. A notacdo da mistura
de anions aparece simplificada de modo que: DCA é [DCA]~, BF4 é [BF4]~, NO3 é [NO;|~
e Cl é [Cl]
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Combinagdes como [DCA|~ + [Cl]~, [DCA]~ + [NOs3]~ e [DCA]~ + [BF4]~
apresentam um actimulo significativo de ions em comparacdo com outros sistemas mistos,
embora esses niveis de acimulo sejam geralmente menores do que os observados em sistemas

contendo exclusivamente [DCA]~ em vérias concentracdes.

A analise da Figura 7.6 indica tendéncias gerais de solvatacido preferencial nas
menores concentra¢des (0,5 a 2,0 mol L_l), apesar de nao serem triviais de elucidar
completamente. A  afinidade dos anions pela proteina segue a sequéncia:
[DCA]~ > [NO3]~ > [BF4]~ > [Cl]™. Se as contribui¢des de afinidade dos &nions fossem
aditivas, combinacdes de ions teriam afinidades que seguem tendéncia similar a da soma dos
anions individuais.

A natureza aditiva da afinidade é observada nas sequéncias de parametros de
solvatagdo preferencial quando os anions comuns sio [NO3]~, [BF4]~, e [Cl]~ até 2,0 mol L1,
Por exemplo, para [NOs3]~, a sequéncia de solvatacdo preferencial é [NO3]~ + [DCA]™ >
[NO3]~ + [BF4]~ > [NO;]~ +[Cl]~ (Figuras 7.6D-F, especialmente a 2,0 mol L™!). O mesmo

padrdo é observado para [BF4]™ e [C]]

Contudo, para [DCA|~, a solvatagdo preferencial exibe uma sequéncia
contrastante: [DCA|~ + [Cl]~ > [DCA|]~ + [BF4]~ > [DCA]~ + [NO3]~. Essa inversdo,
comparada a [NO3|~, [BF4], e [Cl]~, sugere um comportamento ndo aditivo de afinidade
ao envolver [DCA]™. Para entender o impacto das combina¢des de [DCA]~ com anions de
menor afinidade na ligacdo preferencial do LI a proteina, especulamos que um modelo de
adsorcdo que inclua efeitos cooperativos e competitivos, bem como mudiltiplos tipos de sitios

de ligacado, seja necessario.

Em resumo, os resultados demonstram que as interacdes preferenciais e as
propriedades moleculares da solvatacao de solutos complexos, como proteinas, ndo podem
ser deduzidas trivialmente a partir das caracteristicas de ligacdo individuais de cada
componente da mistura. Isso evidencia a complexidade na interpretacdo da termodinamica de
solvatagdo com base apenas na estrutura das espécies envolvidas [65, 178]. Modelar
interacGes entre ions e proteinas requer mais do que suposicbes simplificadas sobre a
natureza dos ions, ja que as interacdes especificas entre os ions e o soluto desempenham um
papel fundamental na determinagdo das propriedades globais da solugdo [179]. Por exemplo,

a série de Hofmeister, embora (til para prever o efeito de sais na precipitacdo da lisozima,
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mostra-se imprecisa em condicOes neutras e acidas, refletindo um padrao de interagdo mais

complexo que o proposto originalmente [179-182].
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Capitulo 8

Efeitos da hidrofobicidade

do cation

Este capitulo apresenta um aspecto complementar as anélises discutidas nos
Capitulos 6 e 7, focando no efeito que a troca do cation [EMIM] ™ pelo c4tion [BMIM]™ em
sistemas contendo solu¢Bes aquosas de Lls formados pelos anions [DCA]~, [BF4|~, [Cl]” e
[NO3]~ possui sobre a estrutura e termodinamica de solvata¢do da ubiquitina. A analise é
realizada visando investigar como o cétion [BMIM]T influencia a estrutura de solvatacdo
local e as interacdes entre os componentes do sistema. Os resultados obtidos revelam que o
cation [BMIM]' promove uma maior exclus3o de moléculas de 4gua e apresenta um actimulo
mais significativo proximo a superficie proteica, especialmente em sistemas contendo anions
com forte capacidade de interagdo, como [DCA|~ e [NO3]~. Em concentragdes mais baixas
(< 1,5 mol L71), os Lls baseados em [BMIM]' exibem uma solvatacdo preferencial mais

acentuada quando comparados aos sistemas baseados em [EMIM] ™.

8.0.1 Hidrofobicidade dos cations e estrutura local da solucao

A andlise da Figura 8.1 mostra que a densidade de [BMIM]" é maior do que
[EMIM]*, independente do contra-ion a 1,0 mol L' de concentracdo de referéncia. A maior
densidade ¢é significativamente influenciada pelas correlacdes entre os anions e cations, que
determinam as distribuicoes de ambos no sistema, como previamente discutido no capitulo 6
e apresentado em [164]. Por exemplo, na Figura 8.1A, onde o contra-ion é o cloreto ([Cl]7),
as MDDFs dos cations sdo bastante similares a partir de distancias maiores que as da primeira
camada de solvatagdo (r > 3,5 A). Em contraste, na Figura 8.1B, a MDDF de [BMIM]*"
é maior que o de [EMIM]" em um grande intervalo de distancias. Tal comportamento é
atribuido a forte interacdo entre [DCA]~ e os dtomos da superficie da proteina, que aumenta

a densidade de carga negativa proxima a proteina e promove o acimulo de cations na interface
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proteina-solucdo, conforme discutido em [164, 166, 177].

As MDDFs presentes nas Figuras 8.1C e 8.1D mostram que a maior densidade
de [BMIM]|™ é perceptivel apenas em distancias curtas, com a grande diferenca no pico das
curvas vermelha e azul, comportamento qualitativamente semelhante ao observado com [Cl] .
Tais resultados destacam a influéncia do contra-ion (neste caso, do anion) nas interagGes entre
os cations e a superficie proteica, reforcando a relevancia da composicao do liquido i6nico na

solvatagdo local. Neste caso, a diferenca entre as MDDFs dos cétions pareados com [DCA|~

é maior ao longo de longas distancias.
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Figura 8.1: Comparagdao das MDDFs proteina-cation para solu¢des de Lls contendo
A)EMIM]|[C]] e [BMIM]|[CI], B) [EMIM][DCA] e [BMIM|[DCA], C) [EMIM]|[BF,] e
[BMIM]|[BF,|, e D) [EMIM|[NO;3]| e [BMIM][NOs3]. Cada painel compara as MDDFs dos
cations [EMIM| T (azul) e [BMIM]" (verde) com diferentes anions. Os dados representam
valores médios de 20 simula¢des independentes em uma concentracao de referéncia de 1,0
mol L.

A Figura 8.2 apresenta as MDDFs dos anions em relacdo a proteina, obtidas em
solucdes aquosas de 1,0 mol L~! de Lls contendo [EMIM]* ou [BMIM]*. Os perfis observados
para as MDDFs s3o consistentes com estudos anteriores [164, 166, 177]. Por exemplo, no caso
de [Cl] 7, ilustrado na Figura 8.2A, o primeiro pico é menor em comparagdo aos outros anions e
deslocado para maiores distancias, correspondendo as interacoes ionicas com residuos basicos

[144]. Por outro lado, anions como [DCA]~, [NO3|~ e até [BF4|~ exibem interagdes mais
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intensas com a superficie proteica, mediadas por ligacGes de hidrogénio, conforme indicado

pelos picos em torno de 1,9 A nas Figuras 8.2B-D.
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Figura 8.2: Comparacdo das MDDFs proteina-anion para solugdes de Lls contendo
A) [EMIM][CI] e [BMIM][C]], B) [EMIM]|DCA| e [BMIM|DCA], C) [EMIM]|[BF,] e
[BMIM][BF4], e D) [EMIM][NO3] e [BMIM][NO3]. Cada painel apresenta as MDDFs dos
anions quando emparelhados com [EMIM]* (azul) ou [BMIM]|* (vermelho). Dados obtidos
de 20 simulacdes independentes em concentracdo de 1,0 mol L™

Embora a escolha do cation ndo altere qualitativamente os formatos das MDDFs
proteina-anion, a densidade dos anions nas proximidades da proteina ¢ influenciada pelo cation.
Em solucbes contendo [BMIM]*, as densidades dos anions, mostradas na Figura 8.2, sao
geralmente maiores do que em solu¢des contendo [EMIM]| ™. Exce¢des notdveis ocorrem no
segundo pico das distribuicdes de [DCA]~ e [NO3]~. Assim, o maior comprimento da cadeia
alquilica de [BMIM]+ promove, indiretamente, aumento na densidade dos anions. Este efeito,
em sua maioria, independe da natureza quimica do anion, sendo perceptivel, na concentracio

de referéncia de 1,0 mol L™!, para os quatro anions estudados.

As interacOes entre os cations e a proteina sao investigadas em maior detalhe por
meio da decomposicdo das MDDFs (proteina-cation) em contribuicdes dos diferentes tipos
de residuos da proteina. Esta decomposicao foi realizada utilizando o recurso
ResidueContributions do pacote ComplexMixtures.jl [161]. A Figura 8.3 compara os

MDDFs dos cations [EMIM|" e [BMIM]", ambos com [DCA|~, decompostos por tipo de



CAPITULO 8. EFEITOS DA HIDROFOBICIDADE DO CATION 113

residuo, juntamente com um mapa de densidade mostrando as contribuicdes de cada residuo
especifico (Figura 8.3C). Observa-se que os cations interagem predominantemente com
residuos neutros, embora interacdoes com residuos polares, acidos e basicos também ocorram,
por meio de interacdes ionicas com residuos acidos e interacdes dispersivas com residuos

neutros devido as cadeias alifaticas.
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Figura 8.3: MDDFs proteina-cation de A) [EMIM]* e B) [BMIM] " em solu¢des com [DCA]~
a1,0mol LI, decompostos em contribuicoes de residuos basicos, acidos, neutros e polares.
C) Mapa de densidade diferencial de [BMIM] ™ menos [EMIM]" em até 3,5 A da superficie
proteica. Vermelho indica maior densidade de [BMIM|™, e azul, de [EMIM]|™.

A Figura 8.3C mostra que [BMIM]" possui maior densidade relativa do que
[EMIM]+, particularmente, préximo de residuos hidrofébicos e em algumas areas basicas
especificas. Este comportamento é atribuido & maior hidrofobicidade do cation [BMIM]* e
também a sua correlagio com anions, que aumenta a densidade relativa de [BMIM]|"
préximo de outros tipos de residuos. A contribuicao predominante de certos grupos de
residuos indica uma maior probabilidade de encontrar os cations distribuidos proximos a esses

residuos, refletindo preferéncias estruturais que influenciam a solvatacao.
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8.0.2 Competicao com agua e solvatacao preferencial

As MDDFs demonstram que, embora o perfil das curvas permaneca consistente,
ha variacdo na densidade dos anions ao longo da solu¢do quando estao emparelhados com
[EMIM]* ou [BMIM]". A avaliagdo do acimulo ou deplecio de cossolventes ao redor de um
soluto é realizada por meio da integracdo das funcdes de distribuicdo, conforme discutido ao

longo dos capitulos desta tese.

A Figura 8.4 apresenta as integrais de KB para os anions em rela¢ao a proteina,
emparelhados com dois cations distintos, em solucdes de 1,0 mol L~!. Esta analise
complementa os resultados apresentados nas MDDFs da Figura 8.2, permitindo interpretar os
dados em termos de acumulacao ou deplecio dos anions no dominio proteico. Na
Figura 8.4A, observa-se que as integrais de KB para [Cl]” em solucdes com [EMIM]*' e
[BMIM] " convergem para valores negativos. Contudo, quando o contra-ion é [BMIM]*, o

valor da integral de KB é maior em comparacdo ao observado com [EMIM]™.

O comportamento descrito acima, qualitativamente, também é observado para os
demais anions analisados: os anions pareados com [BMIM]™ apresentam as integrais de KB
calculadas em rela¢do a proteina que convergem para valores mais elevados do que as integrais
associadas a [EMIM]|". Estes resultados reforcam a influéncia do contra-ion [BMIM]* no
aumento da acumula¢do dos anions préximos a superficie proteica, em comparacao ao cation

[EMIM]*.
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Figura 8.4: Integrais de KB para anions em relagdo a proteina em solugcdes aquosas de Lls
com [EMIM]* ou [BMIM]* a 1,0 mol L~!. A) [CI]~, B) [DCA]~, C) [BF4]~, e D) [NO3] .
As linhas sélidas representam a média das integrais KB de 20 simula¢bes, enquanto as areas
sombreadas indicam o erro padrao da média.

As MDDFs e integrais de KB para dgua em sistemas contendo [Cl]~ e [DCA|~,
ambos na concentracao de 1,0 mol L1, sdo apresentadas na Figura 8.5. Nos sistemas com
[Cl]~, a MDDF de dgua é maior quando o cétion é [EMIM]", em comparacio ao sistema
com [BMIM]*, até aproximadamente 8 A. Apés o pico inicial, correspondente 3s ligacdes de
hidrogénio, ambos os sistemas mostram uma deplecdo de agua nas proximidades da superficie
proteica, sendo essa deplecdo mais acentuada no sistema contendo [BMIM]*. A diferenca
reflete o maior acdmulo de [BMIM]*' préximo a superficie proteica, resultado de sua maior

hidrofobicidade, reduzindo a densidade relativa de dgua nos sistemas com [BMIM]*.

Além disso, os resultados observados sdo influenciados por uma combinacdo de
fatores. Por exemplo, a troca do cation afeta as MDDFs da agua de maneira distinta nos
sistemas com [Cl]~ e [DCA|~, evidenciando que o comportamento da agua depende ndo

apenas do cation, mas também da natureza do anion presente no sistema.
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Figura 8.5: Hidratagdo proteica em sistemas de liquidos i6nicos contendo [EMIM]|CI],
[EMIM][DCA], [BMIM][C]] e [BMIM][DCA] a 1,0 mol L~!. A) MDDF proteina-dgua em
solugdes com cloreto e B) integrais de KB correspondentes. C) MDDF proteina-dgua em
solugdes com [DCA|~ e D) integrais de KB correspondentes.

8.0.3 Dependéncia da concentracao na solvatacao preferencial

A Figura 8.6 ilustra a dependéncia da concentracdo na distribuicdo de cations em
relacdo a proteina, usando como exemplo [EMIM]|DCA] nas concentragdes de 1,0 e
3,0 mol L™, Em 1,0 mol L™! (Figura 8.6A), observa-se que o pico da MDDF em 2,4 A
para o cation [EMIM]* é menor do que o de [BMIM]", indicando maior probabilidade de
interacdes estabelecidas por [BMIM|™ com a superficie proteica. Essa tendéncia é
corroborada pelas integrais de KB (Figura 8.6C), que mostram maior acumulagdo efetiva de
[BMIM] ™ na primeira camada de solvatacio. Em contraste, a 3,0 mol L~ (Figura 8.6B),
essa tendéncia se inverte: o pico da MDDF para [EMIM]" supera ligeiramente o de

[BMIM] ™, levando a maiores valores de integrais de KB para [EMIM]™ (Figura 8.6D).
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Figura 8.6: MDDFs proteina-cation para solu¢des aquosas de [EMIM][DCA] em A) 1,0
mol L™! e B) 3,0 mol L~'. C) e D) Integrais de KB correspondentes as concentracdes
respectivas. Dados representam médias de 20 réplicas de simula¢ao.

A Figura 8.7 apresenta os parametros de solvatagdo preferencial (I';,) para

diferentes composices e concentra¢des de Lls. Em baixas concentragdes (< 1,5 mol L_]),

os I'cp de [BMIM]" excedem os de [EMIM]", especialmente em sistemas com anions

[DCA|~ e [NOj|~. Contudo, essa tendéncia se reverte em concentragdes mais altas

(>2,5 mol L™!), onde os I'c, de [EMIM]|" tornam-se predominantes.
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Figura 8.7: Parametros de solvatagdo preferencial (I'c,) para diferentes composicdes e
concentracdes de Lls. ILs contendo [BMIM]* apresentam maior solvatacdo preferencial em
concentracdes baixas, enquanto em concentracdes elevadas [EMIM]* predomina. Barras de
erro representam o desvio padrao de 20 réplicas de simulagao.

Em concentragles baixas, os Lls desidratam a proteina, atuando, numa primeira

aproximagao, como agentes desnaturantes. Entretanto, a medida que a concentracao

aumenta, os valores de I'c, diminuem, indicando uma maior hidratagdo preferencial da

proteina, especialmente em sistemas com [BMIM]". Apesar dessa mudanca, o efeito

agregado dos cossolventes sobre a estrutura proteica depende fortemente das interacées com

os estados desnaturados, como mostrado em capitulos anteriores. Assim, os Lls estudados

favorecem, em diferentes graus, a desnaturacdo proteica em todas as concentragoes

avaliadas, mas com uma dinamica de solvatacdo que varia com a concentracao e a

composicao dos cations e anions.

8.0.4 Nuamero de coordenacao e conteudo de agua

Em baixas concentracoes,

os Lls solvatam preferencialmente a proteina,

impulsionados por interacdes de curto alcance entre os ions e a superficie proteica. Contudo,

em concentracbes mais altas, ocorre uma inversdo na solvatagdo preferencial: a proteina

torna-se predominantemente hidratada, e [EMIM]" supera [BMIM]" em capacidade de
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solvatacdo. Esses fendmenos sao explicados pela analise dos nimeros de coordenacdo dos

cations e pela concentracao de dgua em cada sistema.

A Figura 8.8 ilustra a variagdo dos nimeros de coordenagdo (CN, do inglés
coordination number) de [EMIM]' e [BMIM]|" na primeira camada de solvatagdo com a
concentragdo de LI. Os dados destacados referem-se aos sistemas contendo [DCA|™ e
[BF4]~, onde os efeitos da concentracdo sobre a solvatagdo preferencial sdo mais
pronunciados. Em concentracdes mais baixas, [BMIM]|" apresenta maior nimero de
coordenacdo com a proteina, explicando os maiores parametros de interagcdo preferencial e
maior desidratacdo. Com o aumento da concentracdo, as diferencas nos nimeros de
coordenacdo diminuem, tornando-se semelhantes em torno de 2 mol L. Para os anions,
observa-se uma tendéncia sutil: em concentracdes baixas, o niimero de coordenaciao é maior

com [BMIM] ", enquanto em concentragdes mais altas ocorre o inverso.
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Figura 8.8: Nimeros de coordenacdo de ions na primeira camada de solvatacdo em funcao da
concentragdo de LI. A) e B) Nimeros de coordenacio de cations em 3,5 A em solugdes com
[DCA]~ e [BF4]~. C) e D) Nimeros de coordenagio de anions em 2,5 A em solugdes com
[DCA]™ e [BF4] ™, respectivamente. Barras de erro representam o erro padrdo da média.

A Figura 8.9 detalha os nimeros de coordenacao dependentes da distancia para
os cétions até 5 A da superficie proteica, avaliados para sistemas com [DCA]~ em diferentes
concentracdes. Em concentracdes mais baixas (Figuras 8.9A-C), [BMIM]|" apresenta

nimeros de coordenacdo maiores que [EMIM]™, consistentes com sua maior afinidade pela
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superficie proteica devido a hidrofobicidade. No entanto, a medida que a concentracdo
aumenta (Figuras 8.9D-F), as curvas tornam-se semelhantes, indicando satura¢do dos sitios
de interacdo especifica para cations. Assim, o niimero total de cations no dominio proteico

n3o determina a solvatac3o preferencial de [EMIM]"™ em concentracdes mais altas.
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Figura 8.9: Nimeros de coordenac3o de cations até 5 A da superficie proteica em diferentes
concentracdes para sistemas com [EMIM]|[DCA] ou [BMIM]|[DCA]. Painéis A-F apresentam
os dados para concentracoes de referéncia de 0,5 a 3,0 mol L.

A Tabela 8.1 mostra as concentracdes das espécies quimicas em sistemas com

[EMIM][DCA] e [BMIM][DCA]. Em concentragdes de 0,5 mol L™!, o contetido de 4gua

D~

similar entre os cations. Entretanto, a 3,0 mol L~!, a quantidade de agua ¢é
significativamente menor nos sistemas com [BMIM] T de cerca de 27 mol L~ com [EMIM]*
para aproximadamente 22 mol L~! com [BMIM]". Essa menor concentracio de agua nos
sistemas com [BMIM|T implica menor competicio com a proteina, resultando em uma

solvatacdo preferencial inferior para [BMIM]|™ em concentracdes mais altas.
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Tabela 8.1: Concentragdes em solucdo (mol L~!) das espécies quimicas em sistemas contendo
[EMIM|[DCA| e [BMIM]|[DCA]| preparados com concentra¢des de referéncia (Cjz) de 0,5 e
3,0 mol L~!. Os subscritos E e B indicam, respectivamente, que a espécie em destaque est3
num com sistema com [EMIM]* ou [BMIM]™.

Cir  [EMIM]* [BMIM]* [DCA] [DCA] Aguag Aguagp

0.50 0.469+0.003 0.444+0.006 0.464+0.003 0.439+0.006 50.70+0.02 50.09£0.06
3.00 3.150+0.006 3.16£0.02  3.148+0.007 3.16+0.02 27.86+0.05 22.1+0.2

Em concentracGes mais altas, a semelhanca nos niimeros de coordenacdo para
[EMIM]* e [BMIM] T indica saturac3o dos sitios de ligacdo da proteina especificos para cétions.
Assim, o fator determinante para a solvatacdo preferencial torna-se a natureza volumosa de

[BMIM] ", que reduz a concentrac3o de dgua em sistemas com alta molaridade de LI.
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Capitulo 9

Solvatacao de diferentes

estados de enovelamento

Neste capitulo, a solvatacdo de diferentes estados de enovelamento da ubiquitina
é investigada em solu¢Bes aquosas contendo quatro Lls, formados pela combinagdo dos
cations [EMIM]" e [BMIM]|" com os anions [BF4]~ e [DCA] . Na maioria dos sistemas, os
LIs apresentam solvatacao preferencial das estruturas proteicas, caracterizando-os como
agentes desnaturantes. Entretanto, mesmo em cenarios onde a hidratacao preferencial
favorece a estrutura nativa, a desnaturacido é predominante devido a forte interacdo

preferencial dos LIs com estados desnaturados.

9.1 Detalhes especificos da metologia

Para as simulacdes discutidas aqui, sdo considerados quatro estados de
enovelamento distintos, cada um composto por um conjunto de 20 estruturas com
caracteristicas estruturais semelhantes, com excecdo do estado estendido, composto por

apenas uma estrutura.

0.1.1 Estados de enovelamento estudados

» Estado Nativo: Corresponde as conformacoes obtidas a partir da estrutura
cristalografica (PDB: 1UBQ [178]), obtidas por meio de equilibragdes da temperatura e
pressio. Estas estruturas possuem um RMSD médio de 1,76 A em relacio ao modelo
cristalografico, preservando 95% dos contatos nativos, como apresentado pela
Tabela 9.1. O software VMD foi utilizado para identificar o ntcleo proteico [165],
composto exclusivamente por residuos hidrofébicos: metionina (1 residuo), isoleucina

(8 residuos), fenilalanina (2 residuos), valina (5 residuos), leucina (9 residuos) e alanina
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(2 residuos). A desnatura¢do expde predominantemente esses residuos apolares ao

solvente.

» Estado Perturbado: Gerado por simulagdes com duracdo de 50 ns da proteina solvatada
em agua a 500 K, resultando em conformagdes com RMSD médio de 3,6 A em relacao
a estrutura cristalogréfica e preservacdo de aproximadamente 75% dos contatos nativos.
Estas estruturas representam estados parcialmente desnaturados, mantendo o formato

globular e parte das estruturas secundaria e terciaria nativas.

» Estado Desnaturado: Composto por estruturas obtidas através simulacao da ubiquitina
no vacuo a 600 K por 100 ns. Conformacdes espacadas em intervalos de 5 ns foram
extraidas e submetidas a simulacGes adicionais, para relaxar as estruturas obtidas em
4gua. Estas estruturas apresentaram RMSD médio de 12 A e preservaram apenas 37%

dos contatos nativos.

» Estado Estendido: Representa o limite superior de exposicdo superficial e desnaturacdo.
Construido como uma cadeia linear com angulos de torcao ¢ = —180° e yw = 180°,
utilizando o plugin Molefacture do VMD. Para esta conformacgao, os residuos de prolina
foram substituidos por alaninas para evitar restricoes estruturais e possibilitar a estrutura

final sendo uma reta.

A Tabela 9.1 contém propriedades estruturais médias para o conjunto de estruturas

que forma cada estado de enovelamento simulado.

Tabela 9.1: Propriedades estruturais médias e desvios padrdao das conformacdes utilizadas:
area de superficie acessivel ao solvente (SASA), raio de giro, RMSD em relagdo ao modelo
cristalografico e fracdo de contatos nativos (NC).

Estado SASA (10% A2) Raio de Giro (nm) RMSD (A) NC
Nativo 49.70£0.05 1.179 +£0.002 1.76 £0.02 0.95+0.01
Perturbado 53.0£0.4 1.221£0.008 3.6£0.02 0.75£0.03
Desnaturado 74+9 1.292 £0.007 12.15£0.06 0.37+0.01
Estendido 117.4 8.01 76.7 0

A Figura 9.1 apresenta exemplos representativos das estruturas nativas,
perturbadas, desnaturadas e estendida. As estruturas do estado nativo (Figura 9.1A)
preservam as caracteristicas do modelo cristalografico, enquanto as estruturas perturbadas
(Figura 9.1B) mostram perda parcial dos elementos estrutura secundaria. As estruturas

desnaturadas, por sua vez, (Figura 9.1C) sdo caracterizadas pela perda quase total das
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estruturas secundarias, mantendo formas globulares. J4 a conformacdo estendida
(Figura 9.1D) representa um estado extremo de desnaturacdo, sem similaridade estrutural

com os outros estados.

@ carbono
[ Oxigénio
[l Nitrogénio
[ Hidrogénio

Figura 9.1: Modelos representativos das conformages A) nativa, B) perturbada, C)
desnaturada e D) estendida. As estruturas progressivamente perdem caracteristicas nativas,
com aumento da exposicao do nicleo hidrofébico ao solvente.

9.1.2 Configuracoes da dinamica molecular dos diferentes estados

Os potenciais utilizados para os calculos de ligacdo e nao-ligacdo foram derivados
do campo de forca OPLS para a ubiquitina e do campo de forca OPLS-VSIL para os liquidos
ionicos (LIs) [103]. O modelo TIP3P foi empregado para representar as moléculas de agua
[183]. O campo de for¢a OPLS-VSIL foi parametrizado utilizando um sitio virtual para fixar
uma carga no centro do anel imidazdlico dos cations dos Lls, representando a deslocalizacao de
carga caracteristica destes compostos. Assim, mantendo a abordagem com respeito ao campo

de forca igual a dos capitulos anteriores.

Para as simulacdes no estado nativo, o software GROMACS 2018.3.CUDA foi
utilizado [91]. Inicialmente, foi realizada uma minimizag&o de energia utilizando o método de
Steepest Descent, limitado a um méaximo de 50.000 passos. Durante esta etapa, a proteina

foi mantida fixa por meio de restrices de movimento [184].

Na etapa subsequente, foi conduzida uma equilibracao no ensemble NVT durante
1 ns, empregando o termostato modificado de Berendsen [112]. Nesta etapa, a temperatura
foi mantida em 300 K, e o raio de corte para interagBes de curta distancia (eletrostaticas e de

van der Waals) foi fixado em 10 A. O calculo das interacdes eletrostaticas de longa distancia
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foi realizado utilizando o método Particle Mesh Ewald [123], com um passo de tempo de 2 fs.

Esta fase teve como objetivo a termalizacao do solvente ao redor da proteina.

Apds a equilibracdo térmica, a pressao foi equilibrada utilizando o ensemble NPT
(300 K e 1 bar) por 5 ns, novamente com o uso do termostato modificado de Berendsen
[112] e do barostato de Parinello-Rhaman [114, 115]. Durante essa etapa, a proteina
permaneceu fixa. Em seguida, uma dinamica molecular de 1 ns foi realizada com o sistema
livre, culminando em uma simulacao de producdo de 10 ns. Para cada combinagdo de LI e
concentragao, foram simuladas 20 réplicas, abrangendo seis concentracdes diferentes. Este
procedimento foi necessario para assegurar a convergéncia das integrais de Kirkwood-Buff,

que requerem amostragem extensa e estatisticamente robusta.

As simula¢Ges da proteina na conformacao estendida e das conformacgdes derivadas
das simulagGes no vacuo seguiram protocolos similares aos descritos para a proteina no estado
nativo. Os sistemas foram submetidos a minimizacao e equilibracdo no ensemble NVT, com a
proteina mantida fixa no centro da caixa e apenas as cadeias laterais permitidas a se moverem.
Simulacdes adicionais no ensemble NPT foram realizadas por periodos de 5 e 10 ns, seguidas

por uma fase de producao de 10 ns.

9.2 Estrutura de solvatacao

As Figuras 9.2A e 9.2B apresentam, respectivamente, as MDDFs e as integrais de
KB do anion [DCA]~ em solugdes contendo aproximadamente 1,5 mol L~! de [EMIM][DCA],
considerando diferentes estados conformacionais da ubiquitina. Na Figura 9.2A, observa-se o
pico referente as ligacdes de hidrogénio em 1,9 A, onde a densidade local do [DCA]~ ¢é até
cinco vezes maior em relagdo ao estado de referéncia, para a conformagdo nativa (curva azul).
Este pico torna-se gradualmente menos pronunciado com o desenovelamento da proteina: para
os estados perturbado, desnaturado e estendido, os valores maximos dos picos de ligacdo de
hidrogénio sao 4,1, 3,8 e 3,6, respectivamente. Por sua vez, o pico em 2,5 A, que esta
relacionado as interacdes ndo especificas, exibe um comportamento oposto: a densidade local

do [DCA]|~ aumenta em estruturas com maior area de superficie exposta.

A Figura 9.2B mostra as integrais de KB para o anion [DCA]~. Em curtas
distancias (r < 1,5A), observa-se uma queda atribuida ao volume excluido pela proteina,

assim, os estados com estruturas de maior SASA apresentam maior exclusao inicial. Apds
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esta regido, ocorre um acimulo progressivo devido as interacOes especificas e ndo especificas
no intervalo de 1,9 a 50 A. O pico difuso das MDDFs em 6 A também contribui
significativamente para os valores finais dos integrais de KB. Os valores convergidos indicam
que o acimulo de [DCA]|~ no dominio proteico aumenta com a &rea de superficie exposta.
Por exemplo, a integral de KB relativa ao conjunto nativo (curva azul) é negativo, sugerindo
que o acimulo em longas distancias ndo compensa a exclusao inicial. Por outro lado, para os
conjuntos desnaturado, perturbado e estendido, as integrais sdo positivos, indicando maior

concentragdo de [DCA|~ no dominio proteico em comparagdo ao bulk.

Na Figura 9.2C, as MDDFs para o cation [EMIM]" apresentam um (nico pico
em 2,4 A caracteristico do cation [EMIM]+ nos sistemas sendo estudados nesta tese. Para
a conformacdo estendida, o pico é menos pronunciado em comparacao aos estados
desnaturados. Além disso, as curvas MDDF para os estados perturbado e estendido sdo
praticamente idénticas, sugerindo que as intera¢des cations-proteina sao semelhantes para

essas conformacgoes.

As Figuras 9.2B e 9.2D ilustram as integrais de KB para [DCA]|~ e [EMIM]|T,
respectivamente. Em ambos os casos, as integrais aumentam a medida que a estrutura proteica
se desenrola, devido a maior 4rea de superficie exposta (Eq. 5.2.6). Ao comparar as MDDFs
e as integrais de KB dos sistemas nativo e estendido (curvas azul e roxa), verifica-se que,
embora as interagcdes médias dos ions com a superficie das conformacdes estendidas sejam
menos favoraveis, o maior acimulo total de ions no dominio proteico se deve a ampliacio da

area de superficie disponivel.
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Figura 9.2: (A) MDDFs e (B) integrais de KB para [DCA]~ em relagdo a ubiquitina em
diferentes estados conformacionais em solugdes de 1,5 mol L~! de [EMIM][DCA]. (C) MDDFs
e (D) integrais de KB para [EMIM]* na mesma solu¢do. Em (A), observa-se que a densidade
local de [DCA]~ em distancias caracteristicas de ligagdes de hidrogénio diminui a medida que
a proteina se desenovela, enquanto a densidade local em interacdes nao especificas aumenta.
Em (C), as MDDFs de [EMIM]|' exibem picos mais altos para os estados desnaturados; a
curva MDDF para o estado estendido (roxa) sobrepde-se quase completamente a do estado
perturbado (laranja). As Figuras (B) e (D) apresentam as integrais de KB para [DCA]™ e
[EMIM] ™, respectivamente, que aumentam com o desenovelamento da estrutura proteica.

As MDDFs foram decompostas em contribuicdes dos tipos de residuos que
compdem a ubiquitina, conforme apresentado na Figura 9.3. Residuos polares e basicos
contribuem significativamente para o pico associado as ligagdes de hidrogénio (1,9 A). O
segundo pico (2,6 A) também ¢é influenciado por tais tipos de residuos, mas a contribuicdo
dos residuos neutros, predominantemente alifaticos, é substancial. A medida que o
desenovelamento da proteina avanca, observa-se uma reducdo no pico de ligacio de
hidrogénio e um aumento no pico de interacdes ndo especificas. Como consequéncia, a
participacdo de residuos neutros na MDDF total aumenta consideravelmente com o

progresso da desnaturac3o.
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Figura 9.3: Efeito do estado de enovelamento nas fun¢des de distribuicdo do DCA, destacando
as contribuicdes de cada classe de residuos em uma solugio com 1,5 mol L=! de LI. (A),
(B), (C) e (D) correspondem, respectivamente, as distribuicdes do DCA com conjuntos de
estruturas nativa, perturbada, desnaturada e estendida. O pico (1,9 A) reflete maior aciimulo
em residuos polares e bésicos, enquanto o segundo pico (2,6 A) estd associado ao actimulo
em residuos neutros.

A Figura 9.4 apresenta as contribuicGes dos tipos de residuos de aminoacidos para
as MDDFs do cétion [EMIM]*. Nas conformacdes nativas, residuos polares e neutros tém
participagcdo predominante. Com o desenovelamento progressivo da proteina, residuos neutros,
especialmente alifaticos, tornam-se os principais contribuidores. Estruturas com maior area de
superficie exposta disponibilizam esses residuos para interagcdes ndo especificas com o cation
[EMIM]| ", conforme evidenciado pelo aumento da contribuic3o de residuos neutros da Figura

9.4A até 9.4D.
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Figura 9.4: Efeito do estado de enovelamento nas fungdes de distribuicdo do [EMIM]|T,
destacando as contribuicdes de cada classe de residuos em uma solugio com 1,5 mol L™!
de LI. (A), (B), (C) e (D) correspondem, respectivamente, as distribuicdes do [EMIM|* com
conjuntos de estruturas nativa, perturbada, desnaturada e estendida. O pico (2,4 A) reflete
maior acimulo em residuos neutros, proporcional ao desenovelamento da proteina.

As anélises das MDDFs (Figuras 9.2A e 9.2C) ja demonstraram que os ions
interagem de maneira distinta com a proteina. A Figura 9.5 apresenta um mapa de densidade
ilustrando a distribuicdo dos ions ao redor dos residuos proteicos. Regides em laranja indicam
maior densidade de [DCA]~ em relagdo ao [EMIM]', enquanto as regides em azul
representam maior densidade de [EMIM|" em comparacdo ao [DCA]~. As areas em laranja
préximas a 1,9 A estdo associadas ao pico de ligagdo de hidrogénio do [DCA]~ (Figura
9.2A), concentrando-se principalmente em residuos como M1, K6, K11, Q31, R42, K48, Q49
e R74, sendo majoritariamente polares e carregados positivamente. Por outro lado, residuos
hidrofébicos e carregados negativamente, como 13, T7, L8, D32, 144 e L73, predominam em

regides onde a concentracdo de [EMIM]* é maior.

Um ponto de destaque é a representacdo ocasional de concentracdes mais elevadas
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de [DCA]~ préximas a residuos negativos, como E16. Essa distribuicgo reflete uma proximidade

espacial dos residuos no sistema e nao interacdes predominantes.
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Figura 9.5: Mapa de densidade dos ions ao redor dos residuos proteicos. Regides em laranja
indicam maior densidade de [DCA]~ em relacdo ao [EMIM]|", enquanto regides em azul
representam maior densidade de [EMIM]* em comparacdo ao [DCA]~ . Residuos polares
e bésicos estio associados ao pico de ligacdo de hidrogénio (1,9 A), enquanto residuos

hidrofébicos e carregados negativamente predominam em regides de maior concentragao de
[EMIM] .

A Figura 9.6 ilustra o efeito da troca do anion de [DCA]~ para [BF4]~ nas MDDFs
e nas integrais de KB para o [EMIM]* em sistemas com solucdes de 1,5 mol L' de LI. As
MDDFs do [EMIM]* mantém a mesma forma, independentemente do anion (Figura 9.6A) ou
da conformac&o da proteina (comparar Figuras 9.6A e 9.6B). No entanto, a altura do pico em
2,4 A ¢ maior para [EMIM]|* com [DCA]~ do que para [EMIM]' com [BF4]~. A densidade
de [EMIM]" com [DCA]~ é 8,5 vezes maior do que no bulk a 2,4 A da superficie proteica

nativa (Figura 9.6A) e 12 vezes maior préximo a estruturas desnaturadas (Figura 9.6B).

As integrais de KB revelam dois pontos principais: primeiro, que o [EMIM]|T se
acumula mais quando o sistema contém [DCA]~; segundo, que a acumulacdo de [EMIM]|™

no dominio proteico é maior para estruturas com maior area de superficie.



9.2. ESTRUTURA DE SOLVATACAO 131

A g} \ B 1(2) '\\ [EMIM]* com [DCAJ
— L | = g [ [EMIM]" com [BF,J
~ = i
T2at TS 6t
> \ > 4T
2t | A
J N Ememma | N —————
0 - j 1 1 1 1 0 Cr } 1 1 1 1
0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 0.0 2.5 5.0 7.5 10.0

r/A r/A

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

0 5 10 15 20 0 5 10 15 20
r/A r/A

Figura 9.6: MDDFs e integrais de KB para [EMIM]|' em sistemas com estruturas nativas (A
e C) e desnaturadas (B e D) com solugdes de 1,5 mol L~! de [EMIM][DCA] (curva verde) e
[EMIM][BF4] (curva cinza). As MDDFs mostram que o [DCA]™ induz um aumento maior na
concentracdo de [EMIM]™ nas proximidades da proteina em comparacio ao [BF4] .

Como mostrado na Figura 9.6, o [DCA]~ promove um aumento na concentragdo
de [EMIM]* préximo & proteina. O [DCA]~, um anion que forma contatos mais fortes com
a superficie proteica, promove claramente uma maior concentra¢do de [EMIM]|™ nas regides
proximais a proteina. Como ilustrado na Figura 9.5, a concentracdo de LI é maior perto de
residuos neutros. Em estruturas mais abertas, ocorrem interacoes ndo especificas entre proteina
e LI, cuja magnitude varia entre [DCA]~ e [BF4|~, resultando em maior concentragdo de

[EMIM]| " ao redor de residuos proteicos com [DCA]~ em relacdo a [BF4] .

O tipo de cation também influencia a distribuicao do anion. A presenca do cation
[BMIM]" aumenta as MDDFs e as integrais de KB. De fato, as integrais de KB para o
[DCA]~ no sistema com [BMIM]|" s3o substancialmente maiores do que com [EMIM],
tanto para conformacdes nativas quanto desnaturadas. O cition [BMIM]" é maior e mais
hidrofébico do que o [EMIM]|™, aumentando as interacdes n3o especificas entre a proteina e
o cation. Devido a correlacdo entre a distribuicdo do cation e do anion, o anion se concentra
mais ao redor da proteina na presenca do cation [BMIM]". Como resultado, o [BMIM]*
causa uma acumulacdo mais efetiva do &nion [DCA]~ nos dominios proteicos em

comparacdo ao [EMIM]*". Pardmetros de solvatacdo preferencial maiores s3o obtidos,
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particularmente para estruturas mais desnaturadas, conferindo ao liquido i6nico

[BMIM][DCA] o carater desnaturante mais forte entre as solu¢bes de LI estudadas [166].

9.3 Solvatacao por agua em solucoes de liquidos iGnicos

A Figura 9.7A apresenta as MDDFs da agua em relacao a ubiquitina em solu¢des
de 1,5 mol L~! de [EMIM][DCA] para cada conjunto estrutural. O primeiro pico, em 1,8 A,
apresenta um aumento em mais de duas vezes na densidade de agua em relacdo ao estado
de referéncia, por exemplo, para as conformagdes nativas (curva azul). A altura dos picos,
assim, varia conforme o estado conformacional da ubiquitina: o primeiro pico torna-se menos
pronunciado conforme a proteina se desenovela, devido ao aumento da area superficial da
proteina, que expde residuos menos polares do que aqueles presentes na superficie da proteina
nativa, em média. Para as conformacdes perturbadas, estendidas e desnaturadas, o pico da
MDDF correspondente as ligacdes de hidrogénio apresenta valores maximos de 1,7, 1,4 e 1,2,
respectivamente. J4 o pico em 2,5 A, associado a segunda camada de hidratac3o da proteina,

ndo varia significativamente entre os diferentes conjuntos estruturais.
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Figura 9.7: (A) MDDFs e (B) integrais de KB para dgua em relag3o a ubiquitina em diferentes
estados conformacionais em solucdes de 1,5 mol L~! de [EMIM][DCA]. Em (A), observa-
se que o aumento da densidade local de agua em distancias caracteristicas de ligacoes de
hidrogénio diminui conforme a proteina se desenovela, o que estd associado ao aumento da
area superficial hidrofébica. O efeito da maior area hidrofébica é mais evidente em (B), onde
a exclusdo progressiva da agua do dominio proteico é representada pelas integrais KB.

A Tabela 9.2 apresenta a proporcdo de ligacdes de hidrogénio entre a proteina e a

4gua em solugdes de 1,5 mol L~! de [EMIM][DCA], bem como a 4rea superficial acessivel ao
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solvente (SASA) média das conformacdes e o nimero de ligagdes de hidrogénio por unidade de
area. Observa-se que ha mais ligacdes de hidrogénio por unidade de SASA nas conformacdes
mais enoveladas da proteina. Por exemplo, o niimero de ligagdes de hidrogénio por unidade
de area é de 2,81 e 1,55 para os modelos nativo e desnaturado, respectivamente, em solucdes
de [EMIM][DCA]. Assim, as moléculas de agua interagem relativamente mais por meio de

ligacOes de hidrogénio com as estruturas proteicas mais enoveladas.

Tabela 9.2: Nimero de liga¢des de hidrogénio (HB, do inglés hydrogen bonds) entre a proteina
e a agua, proteina-proteina (intramolecular) e proteina-anion em sistemas com 1,5 mol L~!
de [EMIM][DCA].

Estrutura HB 4dgua/SASA  HB 4gua HB proteina-proteina HB proteina-anion

Nativa 2.81 140.2 56.9 11.4
Perturbada 2.40 124.8 59.7 9.7
Desnaturada 1.55 115.3 60.0 11.0
Estendida 1.70 195.4 6.9 20.8

A Figura 9.7B apresenta as integrais de KB para agua em solucbes de 1,5 mol
L=! de [EMIM][DCA]. Observa-se que quanto maior a area superficial da proteina, menor
é a integral de KB para a agua. Isso ocorre porque as ligagcdes de hidrogénio na camada de
solvatacdo inicial sdo insuficientes para compensar os volumes excluidos e a deplecao de agua
em distancias maiores. Assim, a medida que a estrutura se afasta da forma nativa, a proteina

é progressivamente desidratada.

A analise adicional mostra que a agua é mais excluida do dominio proteico em
sistemas com [DCA|]~ do que com [BF4]~, como evidenciado pelas integrais de KB e pelo
nimero de ligagdes de hidrogénio (Tabela 9.2). Isso é atribuido as interagdes mais fortes entre
o anion [DCA]~ e a proteina. Comparativamente, os valores de HB/SASA para 4dgua em
solugbes de [EMIM][BF,] sdo maiores do que em solu¢bes de [EMIM][DCA], indicando que a

agua interage mais favoravelmente com proteinas em presenca de [BF4] ™.

Os resultados apresentados s3o consistentes com estudos prévios, como o
realizado por Diddens et al. [185], que investigaram a estabilidade de peptideos em solugdes
aquosas de Lls. Esses autores demonstraram que interacdes dispersivas de [EMIM]" com
peptideos favorecem a acumulacdo de cations em torno de conformacdes nativas, enquanto

anions interagem com a camada de [EMIM]" por correlacdes eletrostaticas. Esses achados
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complementam a presente analise, onde as interagdes especificas entre [DCA]~/[BF4]™ € a
proteina emergem como forcas motrizes principais para o aumento da solvatacao preferencial
dos Lls. A maior capacidade do [DCA]~ de formar ligagdes de hidrogénio com a proteina, em
comparagdo ao [BF4] ™, explica sua solvatacdo mais forte. Como [DCA]™ e [BF4]™ possuem
tamanhos similares, a diferenca reside predominantemente nas intera¢des especificas com a

proteina.

9.4 Solvatacao preferencial em diferentes estados

A Figura 9.8 apresenta I';;, para os Lls nos sistemas com os diferentes estados de
enovelamento estudados. Para praticamente todos os sistemas, o valor de I'c, aumenta de
0,5 para 1,5 mol L=! e, em seguida, diminui a partir de 1,5 mol L—!. Quando I'cp >0, os
cossolventes (liquidos i6nicos) solvatam preferencialmente a proteina. Excecdes notéveis sdo
algumas estruturas nativas em concentracdes mais altas de Lls: em B, C e D, as estruturas
nativas exibem parametros de solvatacdo negativos para LIs em concentra¢des mais elevadas,

indicando que a proteina é preferencialmente hidratada.
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Figura 9.8: Coeficientes de solvatagdo preferencial (I';,) para os liquidos i6nicos: (A)
[EMIM][DCA], (B) [EMIM][BF4], (C) [BMIM|[DCA] e (D) [BMIM]|[BF4]. Os conjuntos
conformacionais da ubiquitina analisados incluem as conformacdes nativas, perturbada,
desnaturada e estendida. As concentracdes no eixo x correspondem as concentracdes dos
LIs no bulk, recalculadas apds as simula¢des.
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Na Figura 9.8, observa-se que I'., aumenta com o desenovelamento das estruturas
na maioria dos sistemas simulados. A Equacdo 9.4.1 relaciona a constante de equilibrio de
um hipotético equilibrio de enovelamento em dois estados com a diferenga nos coeficientes
de solvatacdo preferencial do cossolvente para a proteina em dois estados de enovelamento

distintos:

(&an

0 lna3 ) T.Pm, = Arcp = Fdesnaturado - Fnativo (9_4_]_)

onde K é a constante de equilibrio da reacdo de enovelamento Nativo = Desnaturado, e a3
representa a atividade do cossolvente [144, 162, 163]. Se a diferenca entre I, para os conjuntos
de estruturas dos estados nativo e desnaturado for positiva (I'c,(desnaturado) —I'.,(nativo) >
0), a constante de equilibrio aumenta com a atividade do cossolvente, favorecendo o estado
desnaturado. Assim, AI'c, > 0 indica que o aumento da concentragdo de cossolvente favorece
estruturas desnaturadas em relagdo as nativas. Por outro lado, Al';;, < 0 implica que o estado
nativo é favorecido com o aumento da concentracdo de cossolvente. Dessa forma, cossolventes
com Al';;, <0 podem ser classificados como protetores, enquanto aqueles com AI'c, > 0 sdo

classificados como desnaturantes.

A Tabela 9.3 apresenta a diferenca nos valores de I';, entre cada estado simulado
e o estado nativo como uma funcao da concentracdo de referéncia de LI, considerando
concentracdes de 0,5 e 3,0 mol L~!. Dados completos e mais abrangentes podem ser obtidos
na referéncia referente a este capitulo [166]. Em geral, AI'z, > 0 para todos os sistemas e
concentracoes. Assim, os Lls deslocam o equilibrio de enovelamento para estados
desnaturados, mesmo em sistemas onde a proteina nativa é preferencialmente hidratada,

sugerindo um papel desnaturante do cossolvente.
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Tabela 9.3: Valores de Al'¢;, para diferentes liquidos idnicos em concentragées de 0,5 e 3,0 mol
Lt

Concentracao

P de referéncia  Perturbado - Desnaturado - Estendido -
Liquido I6nico

(CiL) / Nativo Nativo Nativo
mol L~!

0,5 6 17 28
[EMIM][DCA]

3,0 5 32 44

0,5 2 3 7
[EMIM][BF,]

3,0 8 20 16

0,5 -1 13 63
[BMIM][DCA|

3,0 12 80 85

0,5 0 10 15
[BMIM][BF,]

3,0 13 45 25

Por exemplo, em um sistema com 3,0 mol L™! de [BMIM][BF4], o I, para a
estrutura nativa da ubiquitina é negativo, indicando exclusdo preferencial do LI dos dominios
proteicos. No entanto, para o mesmo sistema com conformagbes desnaturadas, I'c, é maior
do que no estado nativo, resultando em AI';, > 0, o que implica que o solvente favorece
as estruturas desnaturadas. Em geral, quanto mais avancado o estado de desnaturacao da
proteina, maior o valor de I'., em relagdo a estrutura nativa para uma dada concentragdo. Isso
sugere uma relagao cooperativa entre a desnaturagdo da proteina e suas interagdes com o LI.
A medida que a proteina se desnatura, a natureza quimica da superficie proteica torna-se mais

compativel com o LI, favorecendo a exposicdo adicional da superficie proteica.
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Capitulo 10

Solvatacao em DES

O estudo da solvatacdo de proteinas em solucbes aquosas de liquidos iGnicos ao
longo desta tese exigiu o desenvolvimento e aplicagio de metodologias especificas para
caracterizar efeitos estruturais e termodindmicos da solvatacdo. Durante o periodo de um
ano na Franca, sob a orientacdo do Prof. Agilio Padua, expandimos essa abordagem para
investigar a solvatacdo do ibuprofeno em solventes eutéticos profundos (DESs) a base de
betaina. A motivacdo central foi compreender como flutuacdes locais na densidade do
solvente influenciam a organizacdo estrutural e as interagdes soluto-solvente nesses sistemas
altamente viscosos. Assim, a continuidade do trabalho realizado em proteinas permitiu
adaptar as ferramentas analiticas para um novo contexto, mantendo a consisténcia

metodoldgica na caracterizagcdo da solvatacao.

Para descrever com maior precisdo a estrutura e a dindmica desses sistemas
complexos, utilizamos simulagcdes de dinamica molecular empregando campos de forca
polarizaveis, desenvolvidos pelo préprio grupo do Prof. Agilio Padua. Embora esses campos
de forca sejam computacionalmente mais exigentes, eles sdo essenciais para representar
adequadamente os efeitos eletronicos presentes em DESs, especialmente devido as fortes
interacGes intermoleculares e a heterogeneidade do meio. Além disso, investigamos a
solvatacdo do ibuprofeno em diluicdo infinita, considerando solventes formados pela betaina
combinada com etilenoglicol, propilenoglicol e 1,2-butanodiol, o que permitiu uma anélise
comparativa detalhada das influéncias estruturais e termodindamicas de diferentes

composicoes do solvente.

Neste capitulo, apresentamos uma analise aprofundada da solvatacao do

ibuprofeno em DESs, combinando campos de forca polarizaveis com ferramentas tedricas
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robustas, como as MDDFs e a teoria de solu¢des de Kirkwood-Buff. Essa abordagem
permitiu investigar a afinidade relativa dos componentes do solvente eutético pelo soluto e
caracterizar a estrutura de solvatacdo em diferentes escalas. Além de discutir os resultados
obtidos, exploramos as vantagens e desafios metodoldgicos da aplicacdo dessas técnicas a
sistemas altamente viscosos, fornecendo percepcbes fundamentais para o desenho racional de

DESs para aplicagdes biomoleculares.

10.1 Visao geral sobre DESs

Os solventes eutéticos profundos (DESs, do inglés Deep Eutectic Solvents)
emergiram como uma nova classe de solventes formados por misturas eutéticas compostas de
acidos e bases de Lewis ou Brgnsted, contendo uma variedade de espécies anidnicas e
catidnicas [186, 187]. O interesse por esses solventes cresceu significativamente apds o
estudo pioneiro de Abbott e colaboradores [188], no qual foi observada uma depressdo
anormalmente grande no ponto de fusdo de misturas contendo doadores (HBD, do inglés
hydrogen bond donor) e aceptores (HBA, do inglés hydrogen bond acceptor) de ligagdo de
hidrogénio [187-189].

O primeiro sistema a exibir o comportamento descrito acima foi a mistura 1:2
de cloreto de colina ((2-hidroxietil)-trimetilaménio cloreto, 7,, ~ 302 °C) com ureia cristalina
(T, = 133 °C) [188, 189]. A mistura resultante, denominada "reline”, apresentou-se liquida em
temperatura ambiente, com um ponto eutético de T iético = 12 °C. Abbott e colaboradores
cunharam o termo "mistura eutética profunda”para descrever este fenémeno [187, 189], e o
termo solvente eutético profundo passou a ser amplamente utilizado para designar liquidos
formados préximos a composicao eutética da mistura, ou seja, na propor¢do molar resultante

no menor ponto de fusdo [187-189].

Os DESs mais frequentemente preparados e estudados podem ser classificados em
cinco tipos principais [186]: Tipo |, composto por um sal de aménio quaternario e um cloreto
metalico; Tipo I, que contém um sal de amdnio quaternario e um cloreto metalico hidratado;
Tipo Ill, formado por um sal de amdnio quaternario e um doador de ligacdo de hidrogénio
(HBD, do inglés hydrogen bond donor), geralmente uma molécula organica como uma amida,
um acido carboxilico ou um poliol; Tipo IV, que combina um cloreto metalico hidratado e um

HBD [190, 191]; e Tipo V, uma classe mais recente composta exclusivamente por espécies
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moleculares n&o ibnicas que atuam como HBAs e HBDs [191, 192].

A caracteristica distintiva dos DESs ¢ a significativa depressao do ponto de fusdo
observada em determinadas composicoes, especialmente na eutética, quando comparada ao
comportamento previsto para uma mistura ideal. Quanto maior for a depressdo no ponto
de fusdo, maior serd a faixa de composicdes e temperaturas que permitem a formacao de
DESs a partir de sélidos distintos [186, 187, 193]. A Figura 10.1 ilustra um diagrama de
fases temperatura-fracdo molar para uma mistura genérica de dois sélidos, A e B. A linha
tracejada representa a variacdo do ponto de fusdo com a fracao molar de B, considerando o
comportamento ideal da mistura. No entanto, DESs contendo cloreto de colina, por exemplo,
apresentam uma diminui¢ao significativa no ponto de fusdo em relacdo a curva ideal, devido a
desvios negativos de idealidade. Essa diferenca entre o ponto de fusdo real e o ideal é indicada

por (ATy).

O parametro (ATy) é particularmente relevante, pois reflete a magnitude da
depressao do ponto de fusdo no ponto eutético. Tal reducao esta frequentemente associada a
intensidade das interagdes intermoleculares entre A e B. Interagdes mais favoraveis resultam
em uma maior depressio da temperatura de fusdo [186, 187]. Por exemplo, em DESs
contendo cloreto de colina e ureia, como estudado por Abbott e colaboradores [188, 189], a
reducao do ponto de fusdo é atribuida as fortes ligacdes de hidrogénio entre a colina e os
grupos NH2 da ureia, que perturbam a estrutura cristalina dos sélidos puros, conforme

discuto nos trabalhos de revisdo [187, 189, 194].
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Figura 10.1: Diagrama de fases da misture de dois sélidos A e B. Representacdo esquematica da
diferenca no ponto de fusdo (ATy) na composi¢do eutética de uma mistura bindria. Interagdes
mais fortes entre os componentes A e B resultam em valores maiores de ATy. T(A) e T;(B)
representam, respectivamente, as temperaturas de fusdo para A e B.

Apesar da explicacao baseada exclusivamente nas ligacdes de hidrogénio para a
diminuicdo do ponto de fusao em DESs ser amplamente aceita, ha estudos que sugerem que o
fendomeno da depressao do ponto de fusdo pode ser atribuido a uma diversidade de interagoes
intermoleculares, que aumentam a desordem local nos DESs [195, 196]. Esta desordem promove
uma maximizagdo da entropia [195], contribuindo para a depressdo do ponto de fusdo ao
reduzir a energia livre no ponto eutético, considerando a transicdo dos sélidos separados para
a mistura liquida. Tal perspectiva desafia a visao tradicional de que a deslocalizagdo de carga
no anion ou a formacao de clusters coordenados seja o principal mecanismo responsavel pelo
comportamento eutético profundo [196]. Portanto, a depressdo do ponto de fus&o é o resultado

de um equilibrio dindmico entre contribuicdes entalpicas e entrdpicas.

10.2 Campos de forca polarizaveis e simulacées de DESs

Os campos de forca sdo fundamentais para que as simulacGes de DM possam
representar adequadamente sistemas quimicos. Mediante isto, um aspecto crucial a ser
considerado é que, quanto mais preciso é um campo de forca, mais complexo e
computacionalmente exigente a simulacdo se torna. Assim, o desenvolvimento de campos de
forca para simulacbes de DM frequentemente envolve um compromisso entre precisdo e
eficiéncia computacional [197]. Para que essas simula¢des sejam apliciveis em escalas de

tempo relevantes para fenémenos quimicos, varias aproximacdes sao introduzidas nos campos
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de forca.

Uma das aproximacgdes mais importantes diz respeito a descricao das propriedades
eletrostaticas dos atomos e moléculas [92, 197]. Na maioria dos campos de for¢a aplicados a
sistemas biomoleculares, as propriedades eletrostaticas sdo tratadas posicionando uma carga
parcial pontual no ndcleo atémico, onde a magnitude da carga e sua posicdo permanecem fixas
ao longo da simulacdo. No entanto, esta abordagem nado captura variagdes nas propriedades
eletrostaticas que dependem do ambiente molecular. Atomos e moléculas podem ser mais ou
menos polarizaveis e, em muitos casos, a polarizabilidade é fundamental para uma descricdo

correta das propriedades de um sistema de interesse.

Por exemplo, o momento de dipolo de uma molécula de 4agua varia
significativamente conforme o ambiente: 1,9 D na fase gasosa [198], 2,1 D em pequenos
aglomerados [199] e 2,9 D no liquido em massa [200]. Esses efeitos sdo particularmente
relevantes em sistemas biomoleculares. Sabe-se, por exemplo, que a distribuicao eletronica de
um peptideo varia conforme sua conformacdo [201] e que a distribuicdo eletrénica de um
ligante se altera ao se ligar a uma proteina [202]. Nenhum desses efeitos seria capturado por

um campo de forca ndo polarizavel.

A inclusao da polarizabilidade em campos de forca representa um avanco
significativo para descrever interagdes mais realistas. No entanto, esta inclusdo aumenta
consideravelmente o custo computacional das simulagbes, tornando-se um tépico de

desenvolvimento ativo na modelagem de sistemas complexos [197, 203, 204].

Os DESs formam fases complexas e altamente estruturadas, dominadas por ligacdes
de hidrogénio e interacGes coulombicas, caracterizando um grau de organizacdo de ordem média
no liquido [186, 205]. Em particular, as propriedades apresentadas por solventes como DESs
sao notavelmente interessantes, embora desafiadoras de serem simuladas computacionalmente.
Estas dificuldades decorrem das limitacdes dos métodos, que, dependendo do nivel de teoria
empregado, podem ter dificuldade em representar adequadamente as caracteristicas estruturais

e dindmicas desses sistemas [206].

Tipicamente, DESs exibem caracteristicas de estruturacdo de longo alcance e
dindmicas lentas, dado que muitos desses sistemas possuem viscosidades dezenas de vezes
superiores a da agua. Devido a essas caracteristicas, a representacao correta desses sistemas

requer que as simulacdes sejam realizadas em escalas de tempo muito maiores do que



10.2. CAMPOS DE FORCA POLARIZAVEIS E SIMULACOES DE DESS 142

aquelas utilizadas para solventes convencionais, como agua ou etanol.

Dada a diversidade estrutural dos DESs, os campos de forca moleculares devem
possuir ampla aplicabilidade, tanto em relagcdo aos grupos funcionais que podem representar
quanto as propriedades que podem ser calculadas. Campos de forca tradicionais para
compostos organicos, como OPLS-AA [98], CHARMM/CGenFF [100] e AMBER/GAFF [102],
oferecem vantagens significativas, como conjuntos extensivos de parametros cobrindo
diversos grupos funcionais e um elevado grau de transferibilidade, permitindo sua aplicacao a

novas moléculas ou ions.

Apesar dos esforcos para aplicar campos de forca convencionais a DESs, modelos
de carga fixa demonstraram-se, em geral, inadequados para representar corretamente tanto
propriedades estruturais quanto dinamicas. Uma das principais limitacdes desses modelos é
que n3o foram projetados para descrever fases idnicas [197]. Quando cargas idnicas inteiras
(1) sdo utilizadas, as dindmicas sdo frequentemente superestimadas, com discrepancias nos
coeficientes de difusao e viscosidade chegando a uma ordem de grandeza em relacao aos
valores experimentais. Além disso, propriedades como o calor de vaporizacao tendem a ser

superestimadas, como apresentado em [206].

Uma solugdo pratica proposta para superar essas limitacoes é a reducdo das
cargas idnicas por um fator de aproximadamente 0,8 [207]. Esta abordagem reduz a energia
coesiva ionica, melhorando a representacdo das dinamicas do sistema. Justificativas fisicas
para essa reducdo incluem consideragdes sobre transferéncia de carga e efeitos de polarizacao
efetiva [208]. Embora o escalonamento das cargas melhore as propriedades dindmicas, ele
pode subestimar as densidades dos liquidos (em alguns casos, até 5%) e alterar o equilibrio
entre interagBes soluto-soluto, soluto-solvente e solvente-solvente [209], dificultando a

predicao precisa da solvatacdo.

Outro desafio critico é que o estudo de diferentes misturas exige o uso de espécies
moleculares e/ou iénicas em ambientes distintos daqueles nos quais foram parametrizadas.
Assim, a representacdo correta das cargas torna-se um aspecto crucial nas simulacGes desses
sistemas. Logo, a adaptacdo de campos de forca para DESs exige um equilibrio cuidadoso
entre precisdo na descricdo estrutural e dindmica e robustez para aplicacdes em condigdes
variadas. O desenvolvimento de modelos que incorporem polarizacao explicita ou ajustem as

cargas adaptativamente é uma direcdo promissora para superar essas limitacoes.
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Embora métodos quanticos, como calculos de estrutura eletronica baseados na
teoria do funcional da densidade, fornecam descricGes detalhadas das interacdes eletronicas,
seu custo computacional elevado inviabiliza seu uso em escalas relevantes para Lls e DESs.
Como alternativa, o uso de campos de forca polarizaveis em DM tem se mostrado uma solucao
viavel [197]. Estes modelos incorporam explicitamente efeitos de polariza¢do, representando
graus de liberdade eletrénicos (electronic degrees of freedom, DOF) de maneira eficiente,
mantendo o custo computacional comparavel ao de campos de forga tradicionais de carga
fixa. Avancos recentes nesses modelos ampliaram sua aplicabilidade a sistemas complexos,
como liquidos idnicos préticos e DESs, permitindo capturar interacdes intensas de ligacdo de
hidrogénio e facilitando o projeto de novos materiais com propriedades ajustadas a aplica¢des

especificas [206, 210].

As simulacbes dos DESs estudados neste capitulo foram realizadas utilizando o
campo de forca CL&Pol para permitir uma reproducdo mais precisa das propriedades fisico-
quimicas dos DESs e, assim, entender como solvatam moléculas como o ibuprofeno mais

corretamente [206, 211, 212].

10.3 Aspectos gerais do campo de forca CL&Pol

O campo de forca CL&Pol foi desenvolvido para superar as limitagdes dos
campos de forga tradicionais de carga fixa, especialmente em sistemas altamente polares e
carregados, como Lls e DESs. Estes sistemas, como discutido anteriormente, apresentam
interacOes eletrostaticas complexas e efeitos de polarizagdo significativos, que n3o s3o
adequadamente descritos por modelos de carga fixa. O CL&Pol incorpora explicitamente a
polarizacdo eletronica, permitindo uma representacdo mais realista das propriedades

estruturais e dindmicas desses sistemas [206, 212)].

Um dos principios centrais do CL&Pol é a transferibilidade. Em vez de
parametrizar cada molécula ou ion individualmente, o campo de forca utiliza uma abordagem
baseada em fragmentos: moléculas ou ifons complexos sdo decompostos em unidades
funcionais menores, como grupos quimicos especificos (por exemplo, grupos metila, hidroxila
ou anéis aromaticos). Cada fragmento é parametrizado de forma independente, garantindo
que os parametros sejam consistentes e aplicaveis em diferentes contextos moleculares. Essa

modularidade é particularmente (til para simular a diversidade quimica de Lls e DESs,
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permitindo a extensdo do campo de forca a novos compostos sem a necessidade de

reparametrizacao extensiva.

O campo de forca CL&Pol separa explicitamente as contribuicdes de polarizacao
das interacoes de dispersao, modeladas por potenciais de Lennard-Jones. Esta separagdo é
crucial para evitar sobreposicdo de efeitos e garantir que as forcas de dispersao e os efeitos
de inducdo sejam tratados de forma independente. A polarizagcao é modelada por meio de
dipolos de Drude, que representam a resposta dinamica das nuvens eletronicas ao ambiente

eletrostatico local, aumentando a confiabilidade dos resultados[206, 212].

No modelo de dipolos de Drude, cada atomo polarizavel é representado por duas
cargas pontuais: um ntcleo Drude, localizado no centro do sitio atomico, e uma particula
Drude, que representa a nuvem eletronica polarizavel. A particula Drude é conectada ao
nucleo por uma mola harmdnica, permitindo que o dipolo induzido responda ao campo
eletrostatico local. Durante uma simulacdo de dinamica molecular, os dipolos de Drude
ajustam-se  dinamicamente ao ambiente eletrostatico local, utilizando métodos

computacionalmente eficientes para gerenciar este ajuste.

O campo de forca CL&Pol apresenta um nivel de complexidade significativamente
maior em comparacao com aqueles tradicionalmente empregados em simulacoes de dinamica
molecular. Esta complexidade decorre da necessidade de descrever com maior precisao as
interacdes intermoleculares em sistemas envolvendo solventes eutéticos profundos. Muitos dos
aspectos técnicos essenciais para a implementacdo e aplicacdo de campos de forca polarizaveis
sao discutidos em profundidade nos trabalhos do Prof. Agilio Padua e colaboradores. Para uma
compreens3o mais detalhada desses desenvolvimentos, o leitor pode se interessar na leitura de

referéncias como [206, 211, 212].

10.4 Metodologia das simulacoes de DM para os DESs

As simulacdes foram realizadas utilizando o campo de forca CL&Pol, baseado nos
parametros OPLS-AA para élcoois e outras moléculas [98, 206, 211, 213]. Grande parte dos
parametros utilizados para os sistemas simulados foi obtida a partir do repositério GitHub
clandpol, sendo necessario apenas calcular as cargas para o nitrogénio presente na betaina.
A construgdo do zwitterion de betaina foi realizada no software Avogadro [214], e as cargas

da molécula foram obtidas por meio de uma otimizagdo geométrica no Gaussian [215] com o
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funcional B3LYP e a base 6-31G(d) [216]. Como os demais sistemas ja possuiam pardmetros
definidos no campo de for¢a (g, o, cargas, ligagBes, etc.), os arquivos foram gerados para
ibuprofeno, betaina (BET), etileno glicol (EG), propileno glicol (PG) e 1,2-butanodiol (BTO)
utilizando o fftool [217].

Cada atomo polarizavel, principalmente os pesados como carbono, oxigénio e
nitrogénio, foi associado a uma particula Drude de 0,4 Da, conectada por uma mola
harmdnica com constante de forca kp = 4184 kJ mol~'. A magnitude das cargas opostas das
particulas Drude foi determinada com base na polarizabilidade do atomo correspondente,
calculada pela férmula o = ¢3/kp [206, 218]. Hidrogénios foram tratados como n3o
polarizaveis devido a sua massa e densidade eletronica reduzidas, com suas polarizabilidades

atribuidas aos dtomos pesados ligados a eles [211, 213, 219].

A implementacao do modelo Drude requer um esquema de termostatizacao
duplo, no qual o movimento relativo entre o nicleo Drude (DC) e a particula Drude (DP) é
termostatizada em temperaturas muito baixas (T = 1 K), enquanto os demais graus de
liberdade sdo mantidos na temperatura desejada [220]. Pacotes de MD amplamente
utilizados, como OpenMM e LAMMPS, implementaram recentemente um termostato
Nosé—Hoover de tripla temperatura para corrigir desequilibrios causados pelo fluxo de calor

para os graus de liberdade dos Drudes [219, 221].

Interacdes de curto alcance entre particulas Drude foram atenuadas usando funcdes
de Thole, com o pardmetro universal a =2.6. Fun¢bes de amortecimento Tang-Toennies foram
aplicadas para mitigar interacOes eletrostaticas entre hidrogénios de grupos hidroxila e dipolos
Drude em curtas distancias [220, 222, 223]. Essas fun¢des evitam instabilidades nas trajetérias
dos dipolos Drude (amortecendo o potencial eletrostatico em curtas distancias), conhecidas
como "catastrofes de polarizagdo”, que ocorrem quando a aproximacdo de cargas pontuais se

torna inadequada [224].

No CL&Pol, os efeitos de polarizacdo sao contabilizados explicitamente pelos
dipolos Drude, e os pardmetros de Lennard-Jones (LJ) sdo ajustados para representar apenas
dispersdo. Esse ajuste é realizado por um fator de escala (k;;), definido como a fragdo da
energia de dispersdo (Egisp) Na soma de energias de dispersdo e indugdo (Eing). O fator de
escala é derivado por calculos SAPT e pode ser expresso em termos de polarizabilidades

atémicas (), cargas liquidas (Q) e momentos de dipolo (i) das interagdes entre fragmentos
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[212, 225].

10.4.1 Sistemas estudados

Foram estudados sistemas contendo DESs na propor¢do 1:3 (HBA:HBD) com
ibuprofeno em dilui¢3o infinita utilizando simula¢des DM, utilizando o software OpenMM [226].
Trés sistemas foram considerados: BET:EG, BET:PG e BET:BTO. As configuragdes iniciais
foram criadas com fftool e Packmol [153, 154, 217]. Utilizou-se um corte de 12 A para
interacdes nao ligadas, e o método PPPM foi empregado para calcular energias eletrostaticas
com precisdo de 107> [123]. Ligacdes terminando em hidrogénios foram restringidas com o

algoritmo SHAKE [227, 228].
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Figura 10.2: Estruturas dos compostos que formam os solventes eutéticos utilizados para a
simulacdo.

Para simular os sistemas, caixas de aproximadamente 85 A foram preenchidas com
um numero suficiente de moléculas para atender as propor¢des desejadas, estimadas com base

na densidade experimental dos DESs sem agua, utilizando o pacote MolsimToolKit. j1.
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Tabela 10.1: Tamanhos da caixa, densidade experimental, densidade calculada apés a producdo
em NPT, e nimero de componentes usados para criar as caixas de simulacdo. As densidades
e propor¢des foram referenciadas do trabalho experimental disponivel em [229].

Tamanho  Densidade Densidade Numero de Nuamero de

(1:3) da caixa experimental calculada moléculas moléculas
(A) (g/cm?) (g/cm?) HBA HBD
BET:EG 81.12 1.13 1.129+0.001 1200 3600
BET:PG 79.44 1.07 1.077 +£0.002 945 2835
BET:BTO 80.70 - 1.033+0.001 823 2469

Devido a alta viscosidade dos DESs, as simulacdes foram realizadas a 353 K
utilizando o termostato Drude-Langevin e o barostato Monte Carlo [222]. Os graus de
liberdade Drude foram mantidos a 1 K, conforme procedimento desenvolvido para dipolos
Drude frios. Cada simulagao seguiu um protocolo regular: minimizagdo de energia, fase de
equilibrio e execucdo de producdo. Apds 10.000 passos de minimizacao para eliminar
configuragBes desfavoraveis, os sistemas passaram por uma fase de equilibrio NPT (ndmero
de particulas, pressdo e temperatura constantes) de 5 ns a 1 bar e 353 K, garantindo
densidade e energia estaveis. As execu¢bes das etapas de producdo da DM tiveram duragdo

de 30 ns nas mesmas condi¢des. Ao total, 10 réplicas para cada sistema foram simuladas.

A anélise da solvatacdo do ibuprofeno foi realizada utilizando os mesmos métodos
empregados para a ubiquitina em solugdes aquosas de Lls. Neste capitulo, o ibuprofeno é
tratado como o soluto, simulado em diluicdo infinita, enquanto as espécies HBA (apenas
a betaina, BET) e HBD (os &lcoois simulados, como etileno glicol, propileno glicol e 1,2-
butanodiol) sdo os constituintes do solvente. Portanto, as MDDFs sio sempre calculadas
em relacdo ao ibuprofeno, considerando as interacoes com os componentes HBA e HBD do

solvente.

O pacote ComplexMixtures. j1 foi utilizado para calcular as MDDFs e as integrais
de KB [139, 161]. A convergéncia mais adequada possivel das integrais de Kirkwood-Buff foi
observada com R =20 A na maioria dos sistemas. O volume da solucio mais préximo do
soluto, dentro dessa distancia, foi considerado como o “dominio do soluto”, enquanto a regido
externa a esse dominio foi utilizada para inferir a estrutura e as propriedades termodinamicas

da solugao sem a presenca da proteina. As concentracoes efetivas do bulk foram obtidas a
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partir das simulacdes, calculando-se a densidade de cada solvente na regido entre 20 e 30 A
da superficie do ibuprofeno. Esse procedimento permitiu a analise de um subsistema aberto

dentro da simulacdo, minimizando efeitos de tamanho finito.

No entanto, a aplicac3o dessa metodologia aos DESs apresentou desafios adicionais
devido a alta viscosidade desses sistemas. A difusdo limitada das moléculas impacta diretamente
a convergéncia das integrais de Kirkwood-Buff, tornando essencial a escolha criteriosa do raio
de integracao e a andlise detalhada da estabilidade das distribuicdes de solvente ao redor do

soluto.

10.5 Solvatacao do ibuprofeno em DESs Baseados em Betaina

A Figura 10.3 apresenta as MDDFs, em relagcao ao ibuprofeno, para os componentes
do DES formado por BET e EG. Tomando como base toda a discussao realizada nos capitulos
anteriores sobre as MDDFs e considerando a natureza quimica de BET e EG, algumas analises
gerais podem ser tiradas das MDDFs da Figura 10.3: os dois picos observados para a BET
indicam diferentes tipos de interacdo. O primeiro pico, em 1,8 A, esta associado as ligacSes de
hidrogénio estabelecidas pelo grupo COO™ da betaina, que atua como aceptor de ligacdo de
hidrogénio. J& o segundo pico, em 2,4 A, reflete interacdes n3o especificas ou mediadas por
outras moléculas do solvente, caracterizadas por sua forma mais ampla, que sugere variedade

nas interacoes.

A MDDF do EG, representada pela curva azul-claro na Figura 10.3, exibe apenas
um pico centrado em aproximadamente 2,5 A. Tal distancia sugere que as moléculas de EG

nao estabelecem ligacdes de hidrogénio diretas com o ibuprofeno.
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Figura 10.3: MDDFs dos componentes do DES BET:EG na proporgdo, respectivamente, de
1:3 em quantidade de matéria. As MDDFs s3o mostradas até 8 A para melhor visualizac3o dos
picos importantes. A curva laranja (BET) exibe dois picos principais (1,8 A e 2,4 A), enquanto
a curva azul (EG) apresenta um pico em 2,5 A.

A Figura 10.4 apresenta as MDDFs dos componentes que formam os DESs nos
sistemas simulados. Observa-se, na Figura 10.4D, que o pico central da MDDF do HBD é
mais pronunciado no sistema com BTO, o HBD mais hidrofébico dentre os analisados. Este
comportamento é acompanhado por uma diminuicdo do pico em 2,4 A na MDDF de betaina
a medida que o HBD se torna maior e mais hidrofébico. Assim, as MDDFs indicam que,
conforme a espécie HBD se torna mais hidrofébica, a densidade relativa de betaina na regido
correspondente a distribuicao do HBD diminui, enquanto a densidade relativa na faixa de

ligacdo de hidrogénio aumenta.
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Figura 10.4: MDDFs dos componentes dos DESs: A) BET:EG, B) BET:PRP e C) BET:BTO,

na proporgdo de 1:3 em quantidade de matéria, respectivamente. D) Comparagdo das MDDFs
das espécies doadoras de ligagdes de hidrogénio.

Assim como apresentado em capitulos passados, é possivel investigar os detalhes
moleculares ao decompor as MDDFs nas contribuicGes de cada atomo do DES, conforme
ilustrado na Figura 10.5. A Figura 10.5B apresenta a decomposicio da MDDF de betaina
em termos dos atomos que compdem os grupos COO ™, CH2 e N(CH3)3+. O primeiro pico
é formado inteiramente por interacdes estabelecidas através do grupo COO™ da betaina,
confirmando seu papel como um sitio aceptor de ligacdes de hidrogénio. O segundo pico,
conforme sugerido pela andlise geral das MDDFs, esta mais provavelmente associado a atomos

do grupo N(CH3)3+ que estdao mais proximos da superficie do ibuprofeno.

A Figura 10.5A apresenta a decomposicao das MDDFs para o EG em termos dos
atomos do solvente. A anélise indica que os &tomos mais proximos do ibuprofeno sdo aqueles
pertencentes aos dois grupos CH2. No caso do EG, o grupo OH apresenta uma contribui¢do

menor para o pico em compara¢ao aos grupos hidrofébicos Co2H4.
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Figura 10.5: Decomposicdo dos MDDFs para os componentes do DES BET:EG. (A)
Contribuicdo dos atomos do EG: grupos CH2 estdo mais préximos do ibuprofeno. (B)

Contribuic3o dos 4tomos da betaina: o pico em 1,8 A é formado pelo grupo COO ™, enquanto
o pico em 2.4 A envolve predominantemente o grupo N(CH3)3+.
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Com a decomposicao em termos dos atomos do solvente, é possivel identificar
quais atomos apresentam maior probabilidade de interagir com o soluto. No caso ilustrativo
de BET e EG, observa-se que, em distancias muito pequenas, a BET estabelece ligagoes
de hidrogénio com o ibuprofeno. Por outro lado, as MDDFs indicam que o EG, devido a
ocupacao da vizinhanca imediata do ibuprofeno por BET, apresenta baixa probabilidade de

formar ligacGes de hidrogénio diretamente com o ibuprofeno.

Para obter uma visdo mais detalhada sobre os aspectos moleculares da solvatacao
do ibuprofeno, é possivel analisar a decomposicdo das MDDFs em termos das contribuicdes
dos grupos funcionais do soluto. A Figura 10.6 apresenta a decomposicao das MDDFs com
base nas contribuicbes dos grupos do ibuprofeno. O soluto foi dividido em quatro partes:

CH2 CH(CH3)2, CeHg, CHCH3 e COOH.

Como destacado na Figura 10.5B, a decomposi¢cdo do primeiro pico da MDDF de
betaina indica que todas as contribuicdes se originam de atomos de betaina distribuidos ao
redor do grupo COOH do ibuprofeno. Em contraste, o segundo pico apresenta uma composicao
mais complexa: ha uma contribuicao relevante do grupo COOH, porém o grupo isopropila,
representado em cinza, apresenta a maior contribuicdo entre todos os grupos do ibuprofeno.
Os grupos benzeno e alquila (representados em verde) contribuem igualmente para a MDDF

total. Em média, as contribui¢cdes dos grupos hidrofébicos sao significativamente relevantes.
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Figura 10.6: MDDFs decompostas em termos das partes do ibuprofeno. (A) Decomposicdo
da MDDF do EG em termos das partes do ibuprofeno. Os sitios provaveis de interagdo com
o EG s3o aqueles com caracteristicas mais hidrofébicas. (B) O primeiro pico da MDDF de
BET apresenta contribuicdes dos atomos de betaina ao redor do grupo COOH do ibuprofeno.
O segundo pico tem contribuicdes do grupo COOH e contribuicGes significativas do grupo
isopropila (cinza), enquanto os grupos benzeno e alquila (verde) contribuem igualmente para
a MDDF total.

Considerando a alta viscosidade e as diferentes estruturas dos DESs, a anélise da
solvatacdo constitui uma tarefa desafiadora. Inicialmente, ao analisar a MDDF total e sua
decomposicdo em termos de soluto e solvente, os principais pontos a serem destacados s3o os
seguintes: a BET interage por meio de ligacoes de hidrogénio com o ibuprofeno, e essa interacdo
ocorre entre os grupos COO™ da BET e COOH do ibuprofeno. O segundo pico pode estar
relacionado aos grupos COO ™~ da BET interagindo com as por¢des carregadas positivamente
(N(CH3)3™) das moléculas de BET mais préximas do ibuprofeno. O EG tem distribuicio em
distancias mais longas, com a contribuicdo mais significativa proveniente dos grupos CH. De
fato, muitas interacSes podem ser estabelecidas pelos grupos OH com outras moléculas de EG
e BET. Para investigar mais detalhadamente a estrutura de solvatagdo, pode-se examinar as

funcdes de distribuicdo atémica no sistema.

A Figura 10.7 apresenta as funcdes de distribuicdo para os atomos de carbono
do grupo COO™ e para o nitrogénio (N+) da BET. Como observado nas Figuras 10.5B e
10.6B, as MDDFs indicam que a distribuicdo da BET sugere sua interagdo com o ibuprofeno
por meio de ligagdes de hidrogénio. A distancia entre um dos oxigénios do grupo COO™ e o
nitrogénio (NT) é de aproximadamente 3,30 A, enquanto a distancia entre o nitrogénio (NT)

e o carbono do grupo COO™ é de cerca de 2,7 A.
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Figura 10.7: Decomposicao das MDDFs em termos de 4tomos do solvente para o sistema BET-
EG. A curva vermelha representa a distribuicao dos atomos de carbono ligados ao oxigénio
na betaina, indicando interagdes de ligacdo de hidrogénio com o ibuprofeno. A curva azul
representa os atomos de nitrogénio na betaina, também indicando interacbes de ligacdo de
hidrogénio com o ibuprofeno. O pequeno pico em 6 A na distribuicdo de C e o pico em 8,5 A
na distribuicdo de N sugerem interacdes entre os grupos COO ™~ e N(CH3)3+.

O primeiro pico na curva vermelha da Figura 10.7 representa uma distribuicdo
que indica uma interacdo direta entre a BET e o ibuprofeno, especificamente por ligacdes de
hidrogénio. Como a distancia minima para a forma¢ao de uma ligacao de hidrogénio entre a
BET e o ibuprofeno é de aproximadamente 1,8 A, o primeiro pico da curva vermelha
corresponde aos atomos de carbono mais préximos ligados aos atomos de oxigénio que
estabelecem tais interacoes. Neste contexto, o primeiro pico da curva azul é atribuido ao

nitrogénio da BET, que também forma ligaces de hidrogénio com o ibuprofeno.

Em torno de 6 A, observa-se um pequeno pico na funcdo de distribuicio de C,
enquanto o pico correspondente ao nitrogénio (N) na mesma BET aparece em
aproximadamente 8,5 A. Os grupos COO~ distribuidos na solucio a 6 A podem estar

interagindo com os grupos N(CH3)3+, que aparecem em 4,5 A.

10.6 Integrais de KB

A Figura 10.8 apresenta as integrais de KB para BET, curva laranja, e EG, curva
azul). Como mencionado na secdo de métodos, os DESs sdo tipicamente misturas com alta

viscosidade, algumas vezes centenas de vezes maiores do que a agua. Devido a essa
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viscosidade, bem como a natureza das ligacoes de hidrogénio e das interacOes eletrostaticas
presentes nos DESs, interacdes de longo alcance podem ocorrer no sistema.
Consequentemente, simulagdes mais longas em temperaturas mais altas sao necessarias para

alcancar uma amostragem razoavel das orienta¢des dos solventes ao redor do soluto.

A curva laranja na Figura 10.8 inicialmente apresenta uma queda, atribuida a
exclusdo de moléculas de BET das regides imediatamente préximas ao ibuprofeno, devido a
repulsdo estérica entre moléculas de solvente ao redor de qualquer soluto. Apds essa queda
inicial, observa-se um pequeno aumento entre 1,8 e 2,1 A, associado a ligacoes de hidrogénio,

como discutido na analise das MDDFs na Figura 10.3.

Embora a anélise das MDDFs sugira que a caracteristica mais importante para
a solvatacao seja a ligacdo de hidrogénio entre a BET e o ibuprofeno, uma analise mais
detalhada das integrais de KB revela que o actimulo total mostra que as ligacdes de hidrogénio
representam apenas um pequeno incremento na integral de KB de BET, quando comparado
ao actimulo que ocorre a distancias de longo alcance. Isso sugere que, embora as ligacGes
de hidrogénio iniciem o actimulo inicial, s3o as interaces de longo alcance que contribuem

significativamente para o aumento observado na integral de KB de BET.
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Figura 10.8: Integrais de KB para BET (curva laranja) e EG (curva azul). A queda inicial na
curva laranja indica repulsdo estérica, enquanto o aumento subsequente é devido as ligagoes
de hidrogénio. A curva azul representa o comportamento do EG.

Antes de discutir o significado termodinamico dos resultados mostrados na Figura
10.8, é importante destacar alguns detalhes técnicos relacionados as integrais de KB, que

medem o actimulo ou exclusdo efetiva de um componente ao redor de outro em um sistema
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de dois componentes. Por definicdo, todas as variagdes em relacdo a distribuicao no bulk sio
integradas ao longo do volume. O regime de bulk comeca quando a funcdo de distribuicao
converge para 1. Para solventes eutéticos profundos, alcancar a convergéncia total para 1
é bastante desafiador, principalmente devido a alta viscosidade do solvente, que dificulta o
movimento de ions e moléculas. Em casos extremos, isso leva a um comportamento vitrificado,

tornando os resultados da simulacdo altamente dependentes da configuracdo inicial.

As integrais de KB para BET e EG exibem uma queda inicial relacionada ao volume
de exclusao ao redor do soluto, com o tamanho da queda correspondente aos tamanhos de
BET e EG. Esta queda inicial é compensada tanto para EG quanto para BET. Para BET,
ha um acimulo inicial devido as ligacdes de hidrogénio a 1,8 A, seguido por outro actimulo
significativo em 2,6 A. No caso de EG, um actimulo substancial ocorre apés a primeira queda,
aproximadamente em 2,7 A. A curva continua a aumentar com flutuacdes até 13 A. Apés esse

ponto, a curva apresenta flutuacdes em torno de um valor médio.

Este comportamento ilustra a dificuldade de alcancar integrais de KB convergidas
para os DESs. A alta viscosidade do liquido frequentemente exige tempos de simulacdo mais
longos e temperaturas mais altas do que o usual. Além disso, o soluto ibuprofeno é muito menor
do que proteinas, como a ubiquitina, que possui 76 residuos. Essa discrepancia de tamanho
leva a um problema estatistico relacionado a contagem de particulas, ja que solutos maiores
resultam em mais particulas no dominio do soluto, melhorando a amostragem e permitindo

funcoes de distribuicdo mais convergentes e ligacdes de hidrogénio mais bem definidas.

10.7 Solvatacao Preferencial do Ibuprofeno em DESs

Os parametros de solvatagdo preferencial I, foram calculados a partir das integrais
de KB dos componentes do solvente em relacdo ao soluto, permitindo avaliar quais espécies
apresentam maior afinidade pelo ibuprofeno nos sistemas simulados. A Figura 10.9 apresenta
os valores de I para os sistemas formados por BET em combinacdo com os diferentes HBDs:

EG, PG e BTO.

Os resultados mostram que o maior valor para o parametro de solvatacdo
preferencial da betaina ocorre no sistema BET-EG. O valor positivo de T para BET ( 2,5) em
comparagdo ao de EG ( 7,5) implica que o ibuprofeno é preferencialmente solvatado pela

BET, sugerindo que as intera¢des entre BET e ibuprofeno sdo mais favoraveis do que entre
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EG e ibuprofeno. Esse comportamento pode ser atribuido a capacidade da BET de formar

interacdes especificas, como ligacdes de hidrogénio, com o grupo COOH do ibuprofeno.

A medida que o comprimento da cadeia alquila do HBD aumenta, passando de EG
para PG e BTO, os valores de I" indicam uma mudanca nas preferéncias de solvatagcdo. Observa-
se que o parametro de solvatacdo da BET diminui gradualmente, enquanto o pardmetro do
HBD torna-se menos negativo para PG e positivo para BTO. Isso sugere que a solvatacao
preferencial do ibuprofeno pelo HBD se intensifica com o aumento da hidrofobicidade do
doador de ligacdo de hidrogénio. No entanto, ndo ha uma tendéncia clara ou linear nos valores
de I', indicando que outros fatores, como a estrutura local e as interacdes cooperativas entre

BET e HBD, desempenham papéis significativos na solvatacdo do ibuprofeno.
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Figura 10.9: Pardmetros de solvatacdo preferencial (I') para os sistemas BET-EG, BET-PG e
BET-BTO. A barra laranja representa a solvatac3o preferencial da betaina (BET), enquanto a
barra azul refere-se a solvatagdo pelos doadores de ligagdo de hidrogénio (HBDs). Valores
positivos de I" indicam acumulacao preferencial do componente ao redor do ibuprofeno,
enquanto valores negativos indicam exclusdo preferencial. Observa-se que o sistema BET-
EG apresenta a maior solvatacdo preferencial por BET, enquanto o aumento do comprimento
da cadeia alquila do HBD resulta em mudancas no comportamento de solvatacao preferencial,
especialmente no caso do BTO, onde a solvatacao do HBD torna-se dominante.
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Capitulo 11

Consideracoes Finais

11.1 Interacoes especificas e acaumulo de ions

A base molecular das intera¢des da ubiquitina com liquidos ionicos foi investigada
utilizando funcdes de distribuicio de minima distancia, com foco nos efeitos da troca de
contra-ions nas distribuicGes dos cossolventes em relacdo a proteina. Como reflexo da
eletroneutralidade da solucao, observou-se a correlacdo entre as distribuicoes de cations e
anions, bem como a correspondéncia das integrais de Kirkwood-Buff em longas distancias,
indicando que a acumulagdo efetiva de cations e anions na regido ao redor da proteina na
solucdo é equivalente. O anion [DCA|~, que estabelece fortes ligacdes de hidrogénio com a
superficie da proteina, promove um acimulo significativo de ambos os ions do liquido i6nico

na interface proteica.

Dentre os ions analisados, o anion [DCA|~ apresentou a maior afinidade pela
proteina, impulsionado pelas ligacdes de hidrogénio com os atomos da superficie proteica.
Desta forma, considerando que as integrais de Kirkwood-Buff indicam a mesma acumulacao
efetiva para cations e anions, um resultado particularmente interessante foi a constatacdo de
que, mesmo [BMIM]+ sendo um anion volumoso e hidrofébico, sua presenca na interface
proteica é aumentada quando pareado com [DCA]™, em comparagdo a quando esté associado

a anions como [BF4]|~, por exemplo.

Portanto, a extensdo do acimulo de cations no dominio proteico depende
fortemente da natureza do anion. Os resultados evidenciam que as interacGes mais fortes e
especificas entre os ions e a superficie da proteina sdo preservadas apds a troca de
contra-ions, enquanto interacdes menos especificas, localizadas nas segunda e terceira

camadas de solvatacao, sao moduladas pela identidade e concentracdo do contra-ion. Assim,
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a composicdo e a concentracdo do liquido i6nico podem ser ajustadas para obter efeitos
estabilizadores ou desestabilizadores nas estruturas proteicas, fornecendo uma justificativa

molecular para o design racional de solventes.

11.2 Interacoes competitivas e efeitos nao-aditivos

A estrutura de solvatacdo também foi explorada em sistemas contendo miltiplos
liquidos i6nicos, com foco especifico em compostos a base do cition [EMIM] ™. Identificou-
se que interacdes especificas desempenham um papel fundamental na solvatacdo preferencial

observada, especialmente em sistemas que contém os anions [DCA]™ e [NOs| ™.

O anion [DCA]~ apresentou maior tendéncia a formar ligagdes de hidrogénio com
proteinas em comparacdo a outros anions, sendo essa forte afinidade determinante para seu
comportamento distinto na solugdo. No entanto, essa propensdo é modulada pela presenca
de ions concorrentes, evidenciando um efeito competitivo nos parametros de solvatacdo
preferencial. Observou-se que estes parametros geralmente diminuem em misturas, em
relacdo aos sistemas contendo apenas [DCA]~, sugerindo que as interacdes entre dnions

podem gerar efeitos competitivos sutis.

O impacto de anions com menor capacidade de ligacdo nas propriedades de
solvatacdo ainda ndo estd completamente esclarecido, representando uma oportunidade
relevante para investigacdes futuras. Um estudo mais aprofundado poderia focar na andlise
detalhada dos papéis individuais dos anions em solucdes mistas de liquidos i6nicos,
combinando abordagens experimentais e tedricas para elucidar as interagdes complexas que

governam a solvatacdo nesses sistemas.

11.3 Acumulo preferencial de Lls em estados desenovelados

Foram realizadas simulacdes considerando quatro estados distintos de
enovelamento da ubiquitina. A analise dos parametros de solvatacdo preferencial revelou que,
a medida que a proteina se tornava mais desenovelada, os valores de I';,. aumentavam. Dessa
forma, os liquidos ibnicos estudados apresentaram maior actimulo relativo sobre as
conformacdes mais abertas da ubiquitina, sendo que os sistemas contendo a conformacdo
estendida exibiram os maiores valores de I';.. O perfil das curvas do parametro de solvatacao

preferencial dos fons mostrou um comportamento semelhante na maioria dos sistemas, com
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um crescimento de I, no intervalo entre 0,5 e 1,5 mol L~! do liquido i6nico, seguido por

um decréscimo entre 1,5 e 3,0 mol L.

Para ilustrar este comportamento, sistemas contendo [EMIM]|BFs] e as
conformacoes nativa e desnaturada da ubiquitina foram utilizados no calculo de AI'. Em
todos os casos, AI' > 0, indicando que o cossolvente [EMIM][BF4| acumula-se mais sobre a
proteina desnaturada. Embora AT tenha sido apresentado apenas para [EMIM]|[BF,], todos
os liquidos i6nicos simulados exibiram valores de I" mais elevados nos sistemas com
ubiquitina desnaturada e estendida, sugerindo que AI seria positivo para todos os sistemas
analisados. Esses resultados indicam que os liquidos i6nicos testados atuam como agentes

desnaturantes para a ubiquitina.

A andlise das funcoes de distribuicdo de minima distancia revelou um aumento
substancial nos picos das interacdes ndo especificas (2,6 A para os &nions e 2,5 A para os
cations) nos sistemas com ubiquitina estendida e desnaturada, quando comparados aos
sistemas com ubiquitina nativa. Esse comportamento evidencia um aumento das interacoes
nao especificas entre o liquido idGnico e as conformag¢des mais abertas da ubiquitina. De modo
geral, os liquidos i6nicos, nas concentragdes simuladas, parecem favorecer o desenovelamento
da ubiquitina, sendo esse efeito particularmente mais pronunciado nos sistemas contendo o

anion [DCA]".

11.4 Efeitos da hidrofobicidade do cation

A comparacdo entre a estrutura e a termodinamica de solucdes de liquidos
idnicos contendo os cétions [EMIM]' e [BMIM]|" revelou que a maior cadeia alquilica do
cation [BMIM]™ favorece a solvatacdo da proteina em baixas concentracdes, promovendo a
exclusdo de agua e aumentando a acumulacdo do cation na superficie proteica. No entanto,
em concentracdes mais elevadas, as solucdes de [BMIM]" apresentam menor solvatacdo

preferencial em comparacdo com aquelas contendo [EMIM] ™.

Tal efeito ocorre porque, em ambos os casos, os sitios da proteina com afinidade
pelos cations tornam-se saturados. No entanto, nos sistemas baseados em [EMIM]+, a
solucdo bulk retém uma maior molaridade de 4agua, influenciando diretamente o
comportamento da solvatacao. Estes resultados fornecem percepcbes valiosas sobre o

equilibrio entre composicao, concentracao e interacoes proteina-liquido i6nico, aspectos
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fundamentais para o desenvolvimento de liquidos i6nicos voltados para aplicagdes

bioquimicas especificas.

11.5 Solvatacao do ibuprofeno em DESs

O mecanismo de solvatacdo em liquidos eutéticos profundos é intrinsecamente
complexo devido a alta viscosidade desses sistemas. Esta caracteristica exigiu a realizagdo de
simulacbes a temperaturas elevadas para minimizar a influéncia da configuragdo inicial nas
funcoes de distribuicdo de minima distancia e evitar a vitrificagdo. Os resultados indicam que a
betaina pode estabelecer tanto ligacGes de hidrogénio quanto interacdes de natureza dispersivas
com o ibuprofeno. Além disso, as funcdes de distribuicdo de minima distancia sugerem que os
alcoois n3o interagem diretamente com o ibuprofeno por meio de ligagdes de hidrogénio. Tal
conclusao é reforcada pela decomposicao das fungoes de distribuicdo em termos dos grupos
funcionais dos solventes e do soluto, que revelou que o sitio COOH do ibuprofeno interage

predominantemente com a betaina ao longo da simulagao.

Apesar de formar ligacGes de hidrogénio fortes com o ibuprofeno, a betaina também
possui grupos quimicos capazes de estabelecer interacdes dispersivas. Os resultados sugerem
que este equilibrio pode ser modulado pela estrutura do doador de ligacdo de hidrogénio.
Como o ibuprofeno é altamente hidrofébico, um doador de ligacdo de hidrogénio com grupos
hidrofébicos mais extensos poderia competir de forma mais eficaz com a betaina por interacoes

preferenciais com o soluto.

Embora o célculo da integral de Kirkwood-Buff para solventes complexos e viscosos
como os liquidos eutéticos profundos apresente desafios, esta abordagem demonstrou ser uma
ferramenta valiosa para aprofundar o entendimento da estrutura desses sistemas e de suas
capacidades de solvatacdo. A aplicacao da teoria de KB permitiu vincular de maneira eficaz
a estrutura local do ambiente as propriedades macroscépicas, destacando estratégias para o
ajuste da composicao dos liquidos eutéticos profundos com vistas a melhorar sua eficiéncia

como solventes.

De forma geral, as simulagdes poderiam ser aprimoradas com o uso de métodos
de amostragem ampliada, de modo que a limitagdo na amostragem do solvente ndo
representasse um obstaculo para a convergéncia das integrais de Kirkwood-Buff. Além disso,

embora n3o tenham sido incluidos nas simulacdes, sistemas contendo liquidos eutéticos
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profundos frequentemente apresentam uma certa porcentagem em massa de agua, o que
poderia alterar a dinamica da solvatacdao em algum grau. Nesse contexto, esses sistemas
ainda oferecem um amplo campo para investigacdes no ambito da dindmica molecular e das

analises exploradas nesta tese.
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