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“Don’t get set into one form, adapt it and build your own, and let it grow, be like water.
Empty your mind, be formless, shapeless — like water.

Now, you put water in a cup, it becomes the cup;

You put water into a bottle it becomes the bottle;

You put it in a teapot, it becomes the teapot.

Now, water can flow or it can crash.

Be water, my friend.”

Bruce Lee



RESUMO

Motivado por evidencias experimentais, foram realizadas extensivas simulagoes
classicas de dinamica molecular de solugoes aquosas de DNA visando investigar a transi¢ao
vitrea. Estudou-se o dodecamero de Dickerson solvatado por moléculas de agua do modelo
TIP5P e TIP3P em temperaturas de 300 a 240 K e de 300 a 200 K, respectivamente.
Analise de propriedades dindmicas e estruturais mostram que o modelo TIP3P néo é capaz
de transicao vitrea, mas que sistemas compostos pelo modelo TIP5P é capaz de apresentar

a transicao vitrea dinamica.



ABSTRACT

Motivated by experimental evidences, extensive classical molecular dynamics were
performed to investigate de glass transition of aqueous solutions of DNA. The Dickerson
dodecamer solvated by water molecules of models TIP3P and TIP5P were studied in
the range of 300 to 240 K and 300 to 200 K, respectively. Analysis of dynamical and
structural properties reveal that the model TIP3P is unable of performing glass transition,

but systems with TIP5P can present dynamic glass transition.
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1 Introducao

A 4gua é, sem duvida, o liquido mais importante na Terra. O fascinio exercido por
esta substancia sobre o homem faz que tenha sido a mais estudada, desde os gregos, como
um dos quatro elementos basicos e, de forma cientifica ha pelo menos 300 anos. (1), com
review cientifico datando de 1773. (2) Apesar disso, pode-se dizer que seja talvez um dos
liquidos menos compreendidos. Embora a estrutura quimica de uma molécula de agua,
H9O, seja muito simples, suas fortes e altamente direcionadas interacoes intermoleculares
aliadas a seu baixo peso molecular (e baixos momentos de inércia) fazem com que a
matéria condensada resultante apresente propriedades fisico-quimicas bastante complexas.
(3) Como exemplo comum deste comportamento, pode-se citar a expansao da dgua quando

resfriada abaixo de 4°C, sob pressao atmosférica.

O comportamento da agua é muitas vezes classificado como anémalo, uma vez que
é, por muitas vezes, contra-intuitivo ao que se poderia esperar em uma primeira observacao
e também por ser diferente da maiorias das outras substancias. Estes outros fluidos, ditos
normais, se comportam como seria esperado,embora muitas outras substancias também
apresentem anomalias similares as da agua, as ditas waterlike anomalies(4), como silica,

éxido de germénio e outros. (5, 6)

Atualmente, o nimero de ditas anomalias da dgua é de 71, classificadas entre
dinamicas, estruturais e termodindmicas. Como exemplos, podemos citar o simples fato de
que, nas condi¢oes de pressao atmosférica e temperatura deste planeta podemos encontrar
a agua no estado liquido, sélido e gasoso; sua alta capacidade calorifica; o aumento de sua
mobilidade (expressa pelo coeficiente de autodifusido) sob compressao; o fato de se tornar
um liquido menos estruturado sob compressao; e o fato de apresentar diversas formas
sélidas cristalinas distintas. (8) Curiosamente, também, as anomalias apresentam uma
hierarquia bem definida, isto ¢, em um diagrama de fases de pressao por temperatura, a
regiao de anomalias estruturais engloba a regiao de anomalias dindmicas que, por sua vez,

engloba a regiao de anomalias termodindmicas.(9)

Interessantemente, a agua pode solidificar sem adotar uma forma cristalina, for-
mando assim um s6lido amorfo, ou seja, a agua apresenta transicao vitrea. Mais interessante,
no entanto, é o fato de que pode adotar ndo uma apenas forma amorfa metaestavel, a agua
apresenta poliamorfismo. O estudo destas formas vitreas da agua é relativamente recente
e apresenta grandes desafios para a pesquisadores, tanto experimentalmente quanto em
tratamento tedrico e computacional. A compreensao da dgua vitrea (também denominada
vitrosa) é de grande relevancia nao apenas do ponto de vista puramente cientifico, como

também em campos como biologia e em aplicagoes tecnoldgicas. (1, 10)
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Recentemente, constatou-se experimentalmente (11) que as moléculas dgua de
solvatagdo de amostras de DNA resfriado se encontram no estado vitreo, com contribuigoes
de duas formas amorfas, uma de baixa densidade, denominada LDA (do inglés, Low-Density
Amorphous water), e uma de alta densidade, denominada HDA (do inglés, High-Density

Amorphous water).
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2 Fundamentacao Tedrica

2.1 Agua

O estudo da agua por técnicas computacionais foi instigado pelo grande desafio de
compreender o comportamento anémalo da agua, fazendo com que com o passar do anos
diversas abordagens computacionais fossem desenvolvidas. Assim, atualmente, existe uma
vasta diversidade de diferentes modelos de agua, desde modelos mais simples a modelos
mais realistas, além de fluidos modelo, que nao podem verdadeiramente ser classificados
como agua, mas que sao amplamente empregadas no estudo do comportamento anémalo.
(12)

A necessidade da agua para a existéncia de vida é refletida também nos estudos
computacionais de biomoléculas. No inicio dos estudos computacionais de biomoléculas nao
havia recursos computacionais para o uso de solventes explicitos. No entanto, os resultados
obtidos sem o uso de solvente em muito divergiam do verificado experimentalmente.
Solventes implicitos, ou continuos, onde o efeito estabilizante do solvente é aproximado como
um meio dielétrico, também representavam pobremente a realidade, e certos fendmenos

como o enovelamento de proteinas nao podiam ser descritos.

Entao para o estudo de sistemas de interesse biol6gico, uma descri¢ao adequada
do meio também deve ser realizada. Dadas as dimensoes das biomoléculas e a quan-
tidade necessaria de aguas para solvata-las completamente, a maior parte do esforco
computacional é realizado para o cédlculo das trajetéria do solvente. Com o avanco dos
recursos computacionais, estudos por dinamica molecular fazem uso de solventes explicitos

rotineiramente.(13)

2.1.1 Agua Super-resfriada

Muitas das propriedades anomalas da agua se tornam mais evidentes no regime
super-resfriado, i.e., quando a agua liquida ¢é resfriada abaixo da sua temperatura de
congelamento sem sofrer uma transicao de fase, formando gelo. E, portanto, uma situ-
acao metaestavel do ponto de vista termodinamico, o que impoe algumas dificuldades
experimentais.(6) Do ponto de vista experimental, hd limitagoes nas taxas maximas de

compressao (6000M Pa.min™!) e resfriamento (—10°K.s™!) que podem ser obtidas.(1)

Talvez a maior limitagao em se estudar a dgua super-resfriada seja a nucleacao
espontanea, de forma que hé regides inacessiveis experimentalmente. O uso de simulagoes

computacionais oferece uma alternativa para o estudo do regime super-resfriado.
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2.2 Materiais Vitreos e Transicao Vitrea

2.2.1 Poliamorfismo da Agua

Dependendo da forma com que o resfriamento da agua é realizado, pode-se evitar
a formagao de sélidos cristalinos (fases termodinamicamente estéveis) e se obter uma
estrutura nao-cristalina, amorfa, denominada vitrea. (14) Hoje em dia reconhece-se que a
agua apresenta poliamorfismo, isto é, apresenta mais do que uma forma amorfa, com pro-
priedades distintas. H4 o LDA (do inglés, Low Density Amorphous Water) e o HDA (High
Density Amorphous Water), que diferem entre si em densidade e espectro vibracional, por
exemplo. Mais recente foi também verificado uma forma de dgua vitrea cujas propriedades
diferem do HDA e do LDA. Devido a sua alta densidade foi denominado vHDA.

O LDA foi identificado em 1934 como Amorphous Solid Water, obtido pela priemeira
vez por meio da deposi¢ao de vapor de dgua em placas frias, a 90 K. (15) O LDA pode
também ser obtido através de quenching rapido, empregando uma fase fluida apolar em
baixa temperatura, como demonstrado em 1985. O sélido assim obtido foi originalmente
denominado Hyper Quenched Glass.(16) Estes dois sélidos amorfos quando aquecidos
entre 77 e 113 Kelvin relaxam para uma mesma estrutura amorfa (ainda metaestavel), de
densidade relativa 0,94, conforme identificado por experimentos de calorimetria, difracao
de raios-X, espectroscopia Raman e espalhamento de néutrons. (17) Salienta-se que esta
forma de dgua é a mais abundante no universo. (2) O LDA apresenta, além de estrutura
tridimensional amorfa, caracteristica vibracionais cooperativas e alguma propriedades
termodindmicas que se assemelham a sélidos cristalino, o que leva alguns autores a dizer

que este sélido se assemelha ao que seria um “estado vitreo ideal”. (2)

O HDA, foi obtido experimentalmente pela primeira vez em 1984. No experimento
realizado, aplicou-se elevadas pressoes (10 kbar) sobre o gelo cristalino resfriado (77 K) e
verificou-se a formagao de um sélido distinto cuja densidade ¢ 1,31. (18) Este solido foi
caracterizado e é distinto do LDA. (6)

Sugere-se que a presenca de duas formas amorfas distintas esta ligada de forma
intima as demais anomalias apresentadas pela agua. Trés principais hipdteses sao colocadas:
a hipdtese do limite da estabilidade, de Speedy (19); a hip6tese de que nao ha singularidades
das fungoes dos potenciais termodindmicos, (20, 21); a hipdtese de que, no estado super-
resfriado ha uma transigao liquido-liquido. (21, 22). As duas fases liquidas teriam densidades

distintas, e cada uma delas estaria relacionada a uma das fases sélidas amorfas.

Alguma questoes ainda nao sao bem resolvidas sobre as formas amorfas da adgua.
Como, por exemplo, qual seria a temperatura de transicao vitrea e se, mais fundamental-
mente, se grandeza é de fato acessivel experimentalmente; Se de fato o HDA e o vHDA sao
formas distintas ou se o VHDA seria uma forma relaxada do HDA. Questoes como estas

podem estar intimamente ligadas ao comportamento anémalo da agua. Uma das possiveis
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explicagoes seria uma transicao liquido-liquido, um de baixa e outro de alta densidade,

que seriam as formas liquidas responsaveis pelo LDA e HDA, respectivamente.

O uso de ferramentas de dindmica molecular permite estudar com relativa facilidade
o estado super-resfriado, e pode-se identificar a transicao liquido-liquido, bem como o
seu referente ponto critico. (23) Experimentos recentes em microporos de xerogéis de
silica permitem estudar d4gua confinada em dimensoes nanométricas. Nestas condigoes a
nucleacao da agua pode ser postergada. Analise dos estados vibracionais sugerem uma

transigao de fase liquido-liquido na temperatura de 225 K. (24)

A andlise deste tipo de evidencia deve ser feita com cuidado. Experimentos (e até
mesmo simulagoes) em regimes tao distantes da situagdo de equilibrio podem atingir um

ambiente “nao-termodindmico”, como questionado por Kiselev (25, 26, 27, 28)

De qualquer forma, as formas amorfas da dgua (e de solugdes aquosas) apresentam
grande importancia bioldgica e aplicagdo tecnolégica. Como exemplos do primeiro pode-se
mencionar a formacao de agua vitrea em arvores e insetos para a preservacao em ambientes
de baixa temperatura, ou ainda a producao de proteinas anticongelantes. Como exemplo
de aplicacao tecnoldgica é a crio-preservacao, pois um dos grandes desafios nesta area é

evitar a formagao de cristais de gelo, que acabam por danificar estruturas celulares. (1)

Desde 1980 a preservacao de 6rgao para transplantes é de em torno de 12 horas.
Periodos superiores a este diminuem drasticamente as chances de o transplante ocorrer
com sucesso. Naturalmente, esta limitacao limita grandemente as possibilidades de realizar
transplantes quando o doador e o paciente alvo do transplante estao em distancias muito
grandes. O uso de anti-congelantes atéxicos, como polimeros similares ao polietilenoglicol,
porém derivados de glicose, pode aumentar este periodo. Ja foi possivel, desta forma, manter
o figado de um rato “vivo” por 3 meses. Recentemente, a realizacao de um transplante
com um 6rgao assim preservado ocorreu com sucesso mesmo apos 4 dias da remocgao do

6rgao. (29)

Diversos estudos recentes também buscam compreender a agao de proteinas anti-
congelamento. Estas glicoproteinas podem afetar a estrutura do solvente mesmo a longas

distdncias (de 10 a 12 angstrons), impedindo transi¢do para a fase cristalina. (30)

2.2.2 Transicao Dindmica

Certos fluidos tem suas propriedades dinamicas coletivas, como viscosidade e tempo
de relaxacao caracteristico influenciada pela temperatura em um comportamento dito

Ahrrenius-like:

7(T) = Toexp (A) : (2.1)



Capitulo 2. Fundamentacio Teorica 17

onde 7 é propriedades em questao, 7 é o limite desta propriedade para altas temperaturas.
Outros materiais, por outro lado, seguem uma dependéncia denominada Vogel-Fulcher-

Tammann-Hesse (ou, simplesmente, VF):

7(T) = 19 exp (T?To) : (2.2)

onde B e Tj sao parametros que dependem da natureza do material. B pode ser interpretado
como uma constante que mede a fragilidade do fluido. Ty é a temperatura na qual ocorre
a divergéncia do parametro 7 e pode ser denominada a temperatura ideal de transicao
vitrea. Na pratica, porém, devido a prépria natureza de a transicao vitrea nao ser um
fen6meno cinético (cineticamente frustrado), este parametro depende de diversos fatores
experimentais, como temperaturas na quais a andlise é realizada, como um primeiro

exemplo.

Existem diversos processos envolvidos no rearranjo estrutural um sistema. Denomina-
se «v 08 processos cooperativos globais. Por serem processos que dependem de uma elevada
cooperacao das espécies, sao processos mais lentos; Os processos 3, por outro lado, en-
volvem um niimero muito menor de espécies, ocorrendo em uma regiao microscopica do
espago, como por exemplo o movimento de cage rattling, no qual uma molécula se move

dentro de sua esfera (ou “gaiola”) de solvatagao.(31)

O resfriamento de um fluido ja superresfriado leva a separacao das escalas de tempo
com quem ocorrem processos envolvidos no rearranjo global do sistema e temos uma
separacao entre os processos «a e 3. Temos entao a denominada transi¢ao vitrea dinamica,
que ¢ caracterizada pela mudanga de um comportamento do tipo Arrhenius, como descrito

pela Equagdo 2.1 para um comportamento do tipo VF, descrito por (2.2). (32, 31, 33)

2.3 DNA

O acido desoxi-ribonucleico, DNA (da sigla em inglés ), é responsavel pelo armaze-
namento da informacao genética, estando presente em todas as formas vida conhecidas e em
muitos virus. Sao biopolimeros constituidos por sequéncias de nucleotideos. Cada unidade
de nucleotideo é formada por uma unidade de fosfato, um aguicar (-2’-desoxi-D-ribose) e
uma base nitrogenada. Esta base nitrogenada pode ser derivada da purina, como é o caso
da guanina (G) e adenina (A), ou da pirimidina, como a timina (T) e citosina (C), (34)

como mostra a Figura 1.

Em sistemas biolégicos o DNA se encontra usualmente sob a forma de dupla fita,
isto é, formado por duas fitas orientadas antiparalelas. Esta conformacao é resultante do
pareamento das bases nitrogenadas. (36) e das interagoes 7 stacking entre os pares de bases.

Quando em solucao aquosa, os pares de bases minimizam suas interacoes hidrofobicas
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Figura 1 — a) Estrutura geral de um desoxirribonucleotideo. b) Estrutura das bases nitroge-

nadas e dos compostos dos quais derivam. Mostra-se a convencao da numeragao
dos atomos. Adaptado de (35)

fazendo ligagoes de hidrogénio entre si, como mostra a Figura 2, a passo que o “esqueleto”

de agtcar-fosfato fica exposto, interagindo com as moléculas de agua.

double stranded DNA
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Figura 2 — Pareamento dos pares de bases canonico no DNA. A timina faz duas ligagoes de
hidrogénio com adenina e guanina faz trés ligagoes de hidrogénio com citosina.

Adaptado de (35)

O DNA naturalmente ocorrente é formando por uma grande quantidade de pares
de bases, 192 milhoes de pares em cromossomos de ratos, por exemplo, que, se estendida,
mediria mais do que 6 cm (37). A presenga do DNA no interior do nicleo celular se dé

por meio da formagao de supraestruturas.

A estrutura tridimensional de uma fita de DNA ¢ helicoidal e hé a formacao de
dois sulcos de larguras diferentes, o sulco maior e o menor, mostrados Figura 4. Esta
estrutura do DNA, denominada B-DNA, é que ocorre em maior frequéncia nos seres vivos,
embora outras formas conformagoes também possam ser adotadas, como o A-DNA e o
Z-DNA, ilustradas na Figura 3. (34) Varios fatores influenciam na estabilidade relativa

destas diferentes formas, como a concentracao e a natureza de solutos no meio, bem como
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a sequéncia dos pares de base. Outro fator que apresenta grande influéncia é a quantidade
de dgua disponivel para solvatar e estabilizar o DNA, de forma que quando ha pouca agua

ocorre preferéncia pela forma A e, com maior quantidade de dgua, pela forma B.

Z-DNA

Figura 3 — Estrutura das fitas de DNA, nas formas A-, B- e Z-. Cada estrutura é composta
por 36 pares de bases. Adaptado de (38)

2.3.1 Agua de solvatacio do DNA

A atividade da dgua é um dos fatores mais importantes para a estabilidade con-
formacional do DNA. Além disso, pode desempenhar um papel significativo mediando a
interagao especifica dos acidos nucleicos com proteinas e outros ligantes dependentes de

conformagdes e sequéncias especificas. (39)

As moléculas de dgua que solvatam o DNA sdo sujeitas a um ambiente quimico
diferente daquele experimentado no bulk do solvente,, como ilustrado na Figura 4. Con-
sequentemente, as propriedades fisico-quimicas destas molécula de agua serao alteradas.
Por exemplo, a dgua de hidratacao apresenta mobilidade muito mais baixa do que no bulk
(40).

Uma interessante consequéncia desta intera¢ao é que com o resfriamento (abaixo
de, aproximadamente 247 Kelvin), ocorre uma transi¢do dindmica macromolecular, ca-
racterizada pelo uma diminuicao dramatica das flutuagoes quadraticas médias do DNA,
sendo uma transi¢ao tipo vitrea. (41) Além de afetar o DNA, também é notada uma

mudanca significativa nas propriedades dindmicas, como tempo de relaxacao translacional
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Figura 4 — Estrutura tridimensional do DNA mostrando moléculas de dgua formando a
“espinha de hidratacao”. Devido a forte interacdo com o DNA estas moléculas
tem mobilidade muito menor do que no bulk. Também sao identificados os
sulcos maior e menor. Adaptado de 40

e rotacional, bem como estruturais, como também sobre a distribuicao de angulo O-O-O
(entre dtomos de oxigénio de trés moléculas proximas). Este ultimo pardmetro permite
inferir sobre o niimero de vizinhos que uma molécula central tém em sua primeira esfera de
solvatacao. Por fim, esta influéncia sobre o comportamento da agua é diferente conforme o
ambiente em que se encontra: moléculas no sulco menor sdo mais influenciadas do que as

no sulco maior e moléculas no bulk sdo pouco afetadas.

Em um recente experimento de espalhamento de néutrons, foi publicado uma
observacao de que, em baixas temperaturas (100 K), moléculas de dgua envolvidas nas
primeiras camadas de solvatacao de DNA (na forma B-DNA) se encontram em forma
amorfa, principalmente LDA e, em menor escala por uma contribuigdo de HDA (coexistindo

também com uma fase cristalina), demonstrado pelo fator de estrutura estatico. (11)

2.4  Dinamica Molecular

Simulagoes de MD sao técnicas empregadas para calcular propriedades de equilibrio
e de transporte de sistemas classicos de muitos corpos, cujas equagoes de movimento nao
possuem solucao analitica. Diz-se classicos pois considera-se que o movimento nuclear das
particulas que constituem o sistema sao descritas pelas leis classicas da mecénica, isto é,

sao descritas pela fisica newtoniana. Para o estudo de uma vasta gama de sistemas de
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interesse esta é uma excelente aproximacao. (42, 13)

Devido as interacdes com o sistema, um atomo 7 € sujeito a uma forca, F, que

depende de sua posicao, que por sua vez varia no tempo, 7(t), Na notagdo de Newton:

_ dp;

F;
dt

= —-Vr;V(r) (2.3)

onde p; é o momentum de i e Vr;V (r) é o gradiente da energia potencial de i.

A evolucao temporal do sistema é determinada numericamente resolvendo a Equagao
2.3 considerando a passagem de um pequeno intervalo de tempo, At. As posi¢oes dos

atomos sao atualizadas, e o processo é repetido sucessivamente.

Empregando ferramentas da termodindmica e da mecénica estatisticas pode-se
entao extrair propriedades estruturais e dindmicas do sistema a partir das trajetorias

atomicas.

2.4.1 Campo de Forcas

Nao ha uma solugao analitica para a superficie potencial, V(r), e ela deve ser

aproximada. A aproximacao mais empregada é a aditividade do potencial aos pares:

N-1 N
Vir) =2 > Vi(r) (2.4)

i=1 j>i
onde N ¢é o nimero total de dtomos. Considerando que os termos energéticos sao aditivos

a energia pode ser decomposta em componentes que contribuem para a energia total:

V(r)=Vi+ Vo + Vi + Viaw + Voou (2.5)

Onde o termo V] é o potencial desenvolvido devido ao estiramento de uma ligacao
quimica, conforme os atomos envolvidos saem da posi¢ao de energia minima; Vj corresponde
as deformacoes angulares; Vy é potencial associado a deformagao dos angulo diedros proprios.
A repulsao de van der Waals é representada pelo termo V, g4y, esta interacao descreve a
interacao intermolecular de atomos ou sitios interagentes. Por fim, o termo V¢, representa

as interagoes eletrostaticas, descrito pelo potencial de Coulomb.

Entao, para um dado sistema em uma determina configuracao atémica, para a
avaliagao do potencial assumido deve-se definir quais os valores dos parametros mencionados.
Estes valores sdo parametrizados e o seu conjunto (bem como as func¢oes de potencial)

formam o campo de forcas.

Existem diversos campos de forcas distintos, cada qual parametrizado de uma forma

diferente. Consequentemente, cada um destes pode apresentar comportamento que melhor
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se aproxima da realidade para um determinado tipo de estudo (ou grupo de substancias),
porém nao ser tao adequada para estudos de outros tipos. (43) Os principais campos
de forga empregados para o estudo de biomoléculas sio CHARMM (44), AMBER (45),
GROMOS (46) e OPLS (47).

2.4.1.1 Campo de Forcas parmbscO

Embora as simulag¢oes de dindmica molecular de proteinas tenha tido inicio do final
da década de 1970, (48) a simulagao de &cidos nucleicos teve um inicio mais tardio, cujas
primeiras tentativas com sucesso datando nos anos 90. Esta apreciavel diferenca de tempo
é reflexo da necessidade de desenvolvimento de métodos e campos de forca adequados
para representar as interacoes eletrostaticas de longo alcance, necessarias para simulacoes

fidedignas de polimeros flexiveis eletricamente carregados.

Dos diversos campos de forcas existentes, para o estudo de biomoléculas, em especial
de DNA, se destacam o CHARMM e o AMBER. Destes dois campos de forca, o AMBER
mostrou-se capaz de reproduzir com acuracia propriedades dindmicas e estruturais de
diversas estruturas candnicas e nao-canonicas de acidos nucleicos em solugoes aquosas,

(45) além de descrever satisfatoriamente a transigao entre a forma A- e B- do DNA. (49)

Os campos de forca CHARMM apresentam uma conhecida tendéncia em favorecer
a estabilidade do A-DNA, a passo que o AMBER favorece a forma B. (43) Para estudos que
envolvam a transi¢ao entre as formas do DNA e/ou interagao desta biomolécula com outras
substancias, estas caracteristicas dos campos de forca deve ser levada em consideracao
muito cuidadosamente. Para o presente estudo, no entanto, ha maior atencao a influéncia
que o DNA exerce sobre o solvente explicito. Como se sabe que, em agua pura e em meios
biologicos de forma geral, o DNA se apresenta na forma B, optou-se pelos campos de forca
da familia AMBER.

Os campos de forca AMBER parm94 e parm99 foram os principais empregados em
simulagoes de DNA. Sua parametrizacao foi realizada com célculos mecanico-quéanticos e
com simulagoes de tempos da ordem de 1 ns. Os resultados obtidos foram surpreendente-
mente bons na escala de uma dezena de nanosegundos, porém em simulacoes mais longas,

foram notadas fortes distor¢oes na geometria.

Estas distorc¢oes sao, felizmente, pouco significativas para simulagoes curtas, e nao
invalidam resultados até entao publicados. Para simulagoes mais longas, como no caso do
presente trabalho, os campos de forca previamente mencionados nao sao adequados. O
campo de forcas AMBER parmbsc0O (49) é uma completa reparametrizacao baseada no
AMBER-parm99. Ao contrario de trabalhos prévios, esta parametrizacao foi realizada sem
fazer uso de refinamento iterativo baseado em simulagoes de dindmica molecular. Esta
reparametrizacao foi realizada apenas por meio de célculos mecanico-quanticos empregando

metodologia DFT, ou teoria do funcional da densidade (do inglés, Density Functional
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Theory), e posterior validagao por metodologia de alto nivel de teoria como coupled clusters,
CCSD(T). , por fim, por simulacoes de dindmicas classicas muito longas. Desta forma, o
AMBER parmbsc0 é uma melhoria dos campos de forcas anteriores, ao menos no que diz

respeito a simulagoes de DNA e RNA.

2.4.1.2 Modelos de Aguas

Assim como com os campos de forca, diferentes modelos de dgua sao parametrizados
de forma diferente e, em funcao disso, reproduzem o real comportamento da agua com
maior ou menor fidelidade frente diferentes condigoes. Os modelos de 4gua mais empregados
sao o SPC/E (50), ST2 (51), TIP3P, TIP4P, (52) e TIP5P (53), este tltimo representado

na Figura 5.

Figura 5 — Representacao esquematica do modelo de dgua TIP5P, mostrando angulos e
comprimentos das liga¢oes. Adaptado de (53).

2.4.2 Temperatura e Pressao

Como descrito até o momento, a dindmica molecular lida com particulas discretas,
determinando suas posi¢coes e momentos. Esta metodologia permite obter diretamente
informacoes a nivel atomistico do sistema que muitas vezes nao podem ser obtidas
experimentalmente com facilidade. Para determinar propriedades macroscépicas a partir
de posicoes e velocidades de um sistema composto por particulas discretas é necessario

usar a termodinamica estatistica.

A temperatura é calculada de acordo com a Equiparticio da Energia Cinética do

Sistema, Fj;,, por meio das equacoes:

N~ N~

N

> mu? (2.6)
i=1
NykT (2.7)

onde k € a constante de Boltzmann e Ny ¢ o nimero de graus de liberdade do sistema.
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A pressao escalar, p, é calculada por meio do tensor pressao, P:

traco(P
p= 3< ) (2.8)
que por sua vez é calculado pela diferenca entre o virial, E e Ey;,.
P — Z(Bun-5) (2.9
- v kin — .
1
= = —§Zrij®Fij (2.10)

1<j

Em principio, a dindmica molecular é realizada sem imposi¢oes quanto a tempera-
tura e pressao do sistema. O sistema é composto de uma caixa de simulacao de volume
definido, V', de composicao definida, N. Além disso, a caixa de simulacao é tratada como
sendo isolada, isto é, ¢ incapaz de trocar energia ou matéria. Isto caracteriza o ensemble

NVE, ou microcandnico.

Em experimentos reais, usualmente trabalha-se com condicoes em que ha troca de
energia com o meio e que se tem temperatura e pressoes constante. Ha varias metodologias
e algoritmos para a imposicao de valores definidos de pressao e temperatura para uma

simulagao, i.e., a realizagdo de dinamica molecular no ensemble NPT.

2421 Termostato de Berendsen

O termostato de Berendsen é um dos algoritmos mais empregados para fazer o
acoplamento de uma caixa de simulagao a um “banho” externo de temperatura constante
de referéncia, Ty (54). De forma sucinta, podemos dizer que este termostato re-escala a
velocidade das particulas do sistema, de forma a tornar a energia cinética condizente com

a temperatura do banho externo.

Matematicamente, em cada passo de tempo no algoritmo, At, a velocidade v;, é

re-escalada a Av;, com A definido por:

A2_1+N(T0—1) (2.11)

onde 77 é a constante de tempo para o acoplamento (70 = (27)!; v é uma constante de
fricgao).
2.4.2.2 Barostato de Parrinello-Rahman

O barostato de Parrinello-Rahman (55) permite que o tamanho da caixa de simu-

lagao varie com o tempo, de forma a atingir a pressao de referéncia, py. Representando os
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vetores da caixa de simulagao pela matriz b, a seguinte condi¢do é imposta:

db2 —1gs-1

onde W é matriz de parametros que define a intensidade do acoplamento deste barostato.
Seus termos, (W‘l) _, 820 proporcionais a 7, 2. Analogamente ao termostato de Berendsen,
ij

7, ¢ a constante de tempo empregada neste algoritmo.

2.4.3 Analises
2.4.3.1 Estrutura do DNA

Avaliou-se a estrutura do DNA ao longo das simulacoes por meio de pardmetros que
relacionam consecutivos pares de base e parametros que descrevem as bases nitrogenadas

em cada par.

Como exemplo de andlises entre os pares de bases temos os parametros: shift, tilt,
slide, roll, rise, twist; parametros entre as bases nitrogenadas de um mesmo par sao: shear,
buckle, stretch, propeller, stagger e opening. (56) Estes pardmetros sao ilustrados na Figura
6.
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Figura 6 — Definicao pictorial dos parametros estruturais das bases nitrogenadas do que
compde a fita do duplex do DNA. Adaptado de (56).

2.4.3.2 Desvio Quadratico Médio

O desvio quadratico médio, ou RMSD (do inglés, Root Mean Square Deviation),

de uma molécula é calculado com respeito a uma estrutura de referéncia, usualmente a da
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prépria molécula em um tempo anterior. E calculado pelo programa g rms através da

Equacao 2.13:

RMSD(t17t2) = ZTTLZH’I”Z tl) - ’l“l(tQ)H (213)

i=1
onde M é a massa total e r;(t) é o vetor posi¢ao do i-ésimo &tomo no tempo t.

Ao se realizar uma simulacao de dinamica molecular algumas condigoes e pro-
priedades sao impostas e, usualmente, o sistema nao se encontra em uma configuragao
energeticamente favoravel no instante inicial, mas evolui para tal configuracdo com o
passar do tempo. Assim a fungdo RMSD cresce em fungao do tempo, passando a oscilar
em torno de um determinado valor. Isto é um indicativo de que o sistema se encontra
em um minimo de sua hipersuperficie de energia. Para a obten¢dao de dados confiaveis, a
simulagao deve ser longa o suficiente para que o sistema chegue suficientemente proximo de
um minimo de energia e entao se estender por tempo suficiente para que o sistema visite
as vizinhancas suficientemente proximas a cada ponto acessivel, num tempo finito, ou
entdo as vizinhancas arbitrariamente proximas a cada ponto acessivel, de forma a garantir

amostragem grande para o calculo das propriedades de interesse.

2.4.3.3 Distribuicao Radial

A funcao de distribuigao radial ou RDF (do inglés, Radial Distribution Function,
comumente denotada por g,s(r) é calculada entre duas particulas o e 5 usando o program
g_rdf, do pacote GROMACS. Seu célculo é realizado através de:

Gap(r) =

1 1 Moo

B (57“1]
- e o2

<p5>local Q jea jep

onde (pg(r)) ¢ a densidade de particulas 8 em uma distancia 7 de a, e (p3(r)), 0 € 2
média da densidade de particulas de S em todas as esferas em torno de a de raio maximo,
Tmaz, CUjo valor normalmente é igual a metade do cumprimento da caixa de simulacao.
Este processo também é feito em diferentes tempo, de forma a obter estatisticas mais

configveis.

A Equacao 2.14 pode ser interpretada como um histograma de particulas em “fatias”
esféricas entre r e r + Ar. Desta forma, altos valores de RDF para um dado valor de
r é indicativo de uma maior densidade de particulas § aquela distancia de «, ou seja,

esta fungao permite inferir sobre a estrutura do sistema, por exemplo, para um gas ideal,
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g(r) = 1,7 > 0. Por esta razao, é uma das formas mais comuns de representar e estudar a

estrutura de liquidos.

Esta analise se faz importante por duas principais razoes. Primeiramente, por que
dados experimentais de difracao de raios-X e de neutrons fornecem informacoes sobre a
RDF da fase fluida. Em segundo lugar, pois g(r) desempenha um fundamental na descrigao
tedrica de fluidos, principalmente por meio de ferramentas de termodinamica estatistica.
(42)

2.4.3.4 Auto-Correlacdo de Velocidades

A fungao de auto correlacao de velocidades ou VACF (do inglés Velocity Autocorre-
lation Function), C,, é calculada pelo produto escalar dos vetores velocidade da particula
de interesse em dois dados tempos, o tempo inicial e 7. Uma média ¢é feita de ensemble
é realizada sobre todas as ¢ as particulas de a. Esta fungao é calculada pelo programa

g_velacc.

Co(7) = (vi(7) - vi(0));cq (2.15)

Normalmente emprega-se a VACF normalizada,

Co(T) = )i (2.16)

2.4.3.5 Ligacoes de Hidrogénio

Em um dinamica molecular classica, a andlise de ligacoes de hidrogénio ¢ realizada
empregando critérios geométricos. (57) De acordo com este critério, considera-se a existéncia
de uma ligacao de hidrogénio quando a distancia entre os atomos aceptores e doadores da
ligacao for igual ou menor a 0,35 nm e se o angulo Doador-Aceptor-Hidrogénio é entre 0 e

30 graus.

A andlise da dinamica das ligagoes de hidrogénio foi estudada por duas abordagens
distintas. (58, 59, 60) Para ambas andlises utilizou-se uma fun¢ao de auto-correlagao da

existéncia de ligacoes de hidrogénio entre os sitios ¢ e j:

. Eijsij (to)si]’(t + to)
Crp(t) = s ) (2.17)

onde s;; assume valor unitario quando houver uma ligacao de hidrogénio entre os sitios 7 e

7 e nulo nos demais casos.
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2.4.3.5.1 Intermitente

Para esta analise, considera-se que o sistema “nao possui memoria”. Isto é, para
um dado par de sitios i e j a fungdo s;;(t + to) = 1 se hd uma ligagdo de hidrogénio entre
estes sitios, independemente da auséncia ou presenca de ligacoes de hidrogénio entre estes

sitios em tempos entre t e .

2.4.3.5.2 Continua

Nesta analise, por outro lado, s;; ¢ uma fungao cujo valor nao pode aumentar com
o passar do tempo. Isto é, para um determinado par de sitios ¢ e 7 em que ha uma ligacao
de hidrogénio em ty, temos que s;;(tp) = 1. Com a evolucao temporal, caso a ligacao de
hidrogénio seja desfeita em um tempo t' 4 to, temos que s;; (¥ +t9) = 0. Mesmo que a uma
nova ligagao de hidrogénio seja estabelecida entre estes sitios em um tempo t” + ¢, (com

t” > t'), a fungdo nao recupera seu valor unitario, ou seja s;;(t"” +to) = 0.

2436 Coeficiente de Difusio

O coeficiente de difusao, D, de uma dada substancia é o fator de proporcionalidade
da Lei de Fick de difusao, e esta diretamente relacionado com a mobilidade de suas
moléculas. O coeficiente de difusdao é uma constante fisica que depende, entre outros
fatores, da pressao, da temperatura, da massa da substiancia e do ambiente em que
a substancia se encontra. Pode-se falar de dois tipos de coeficiente de difusao, o de
interdifusao e o de autodifusao. O primeiro trata da difusao em misturas, e pode ser
mais facilmente determinado experimentalmente. Ja4 o segundo refere-se a difusao de
uma molécula de referéncia em outras moléculas de mesma espécie. Experimentalmente,
sua determinacao apresenta maiores dificuldades, e destaca-se o uso de experimentos de
ressonancia magnética nuclear. Computacionalmente, sua determinacao nao apresenta

grandes desafios.

A determinacao do coeficiente de autodifusao da agua é de grande interesse em
diversos aspectos. Das diversas anomalias que este liquido apresenta, a familia de anomalias
ditas dinamicas tem talvez como melhor exemplo o fato de que o coeficiente de autodifusao
aumenta com a compressao do liquido, de forma contraria & intuigao fisico-quimica e ao

comportamento da maioria dos demais fluidos.

Além disso, uma vez que este solvente atua na interacao de ligantes com sitio
ativos de proteinas e com os sulcos do DNA, o coeficiente de autodifusao é um parametro
de interesse para avaliar a mobilidade da agua nestes processos. Em particular, sabe-se
que que moléculas de agua que compoe a espinha de hidratacdo do DNA apresentam

mobilidade muito reduzida se compara as demais. (40)
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O coeficiente de autodifusao pode ser determinado por uma das rela¢oes de Green-
Kubo. (61, 62) Especificamente, o coeficiente de autodifusao se relaciona com a funcao de

auto-correlacao de velocidade do fluido através da Equacao 2.18:

D= ;/Om (o(t = 0) - v(t)) dt (2.18)

O coeficiente de autodifusao também pode ser calculado empregando a féormula de
Einstein.
<Afr(t)2> = A+ 6Dt + flutuacoes (2.19)

Assim, D pode ser determinado pelo coeficiente angular do desvio quadratico médio
das posig¢oes do solvente. Esta abordagem é mais adequada para sistemas com temperaturas
nao muito baixas, quando D > 102m?.s71. Além disso, nao pode ser calculado com tempos
muito longos, pois D tende a zero quando o valor do deslocamento se aproxima das

dimensoes do sistema.(42)

2.4.3.7 Fator de Estrutura Translacional

Um dos comportamentos anomalos da dgua mais facilmente observado, o minimo
de densidade em funcio da temperatura em 4°C e 1 atm, evidencia que sua estrutura
tridimensional se reorganiza de maneiras bem caracteristicas; Sua estrutura se torna menos
organizada com o aumento de pressdo. Debenedetti e Errington (9) introduziram duas

métricas extremamente uteis para avaliar o grau de estruturacdo de um fluido.

O primeiro, fator de estrutura translacional, T.4,s, ¢ uma medida do quanto a
estrutura difere daquela que seria a de um fluido “idealmente desorganizado”, isto €, o
quanto difere estruturalmente de um gas perfeito. Intuitivamente, este parametro pode ser

calculado por:

Tirans = / T o) — 1]dr (2.20)
0

A segunda métrica é o fator de estrutura tetraédrico, ¢;.;. Este fator orientacional
avalia o quanto o angulo formado entre o a&tomo de oxigénio de uma molécula de agua de
referéncia se aproxima (ou difere) de um arranjo tetraédrico com as moléculas vizinhas. E

calculador por:

3 3 4 1 2
g=1-=> > <cos¢jk + ) (2.21)
8 ks 3

onde ¢j; é o angulo formado entre o 4tomo de oxigénio e o de suas quatro vizinhas mais
proximas, j e k. Este parametro varia entre 0, para um gas ideal, e 1, para um sistema de

arranjo perfeitamente tetraédrico.
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Esta segunda métrica, embora extremamente 1til para o estudo da fase condensada,
nao foi empregado neste estudo, pois perde seu sentido para estudar moléculas de dgua
nos sulcos do DNA, uma vez que 14 o solvente nao é circundado por demais moléculas da

mesma espécie.
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3 Objetivos

3.1

Objetivos Gerais

Verificar se modelos de agua e metodologia empregadas em simulagoes de bio-

moléculas reproduzem a vitrificacdo da agua de solvatacdo do DNA, como observado

experimentalmente. Fornecer uma visao a nivel molecular deste fenémeno.

3.2

Objetivos Especificos

Realizar estudos de dinamica molecular modelos explicitos de dgua, na presenca ou

nao de DNA e de ions de concentracgao fisiologica.

. Avaliar detalhadamente o comportamento estrutural e dindmico de moléculas de

agua, fazendo distingdo entre o solvente em cada sulco do DNA (maior e menor) e

do solvente bulk .

Interpretacao dos resultados obtidos, comparacao entre os diferentes sistemas e o

solvente em diferentes ambientes quimicos;

Comparagao e interpretagao com resultados computacionais e experimentais disponi-

veis na literatura.
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4 Metodologia e Equipamentos

Todas as simulagoes foram realizadas no supercomputador cluster SGI:Altiz (Gauss)
do CESUP (Centro Nacional de Supercomputacao) UFRGS. Este cluster possui perfor-
mance de pico teérica de 15,97 Tflops.

Todos as analises foram realizados no cluster Vader, localizado no laboratorio
do Grupo de Quimica Teoérica da UFRGS. O cluster é composto de 12 nodos e possui

performance de pico tedrica de 1,06 Tflops.

4.1 Dinamica Molecular

As etapas de dindmica molecular realizadas neste trabalho podem ser divididas em
trés etapas: definicdo e montagem do sistema em caixas de simulacao; simulacoes longas

no ensemble NpT e simulacoes mais curtas no ensemble NVE.

4.1.1 Caixas de Simulacao

Primeiramente, elaborou-se um um arquivo .pdb com a estrutura do DNA, no caso,
com uma sequéncia do duplex de dodecamero de Dickerson. Para isto, usou-se a programa
fiber do X3DNA (56) e usou-se a sequéncia CGCGAATTCGCG de bases nitrogenadas.
Este arquivo foi modificado manualmente com um editor de texto para remover a unidade

de fosfato da referente a primeira unidade de base nitrogenada de cada fita do DNA.

Esta estrutura é composta apenas por atomos pesados, i.e., nao possui hidrogénios.
A adigao destes é feita com o programa pdb2gmx, onde é definido também o campo de
forgas a ser empregado, no caso, 0 AMBER parmbsc0 (49). Nota-se que este campo de
forcas nao é nativo a versao empregada do GROMACS, sendo incorporada manualmente
empregando o flag -ff. Os arquivos sdo disponibilizados no site do préprio GROMACS

(63) e material de suporte é disponibilizado pelos autores em seu site.(64).

O programa genbox é empregado para colocar a estrutura no centro uma caixa de
simulagao cibica. As dimensdes da caixa foram escolhidas de forma que a menor distancia

entre algum atomo do DNA os limites da caixa fosse de 1 nm.

A estrutura do DNA gerado pelo X3DNA nao esta relaxada em uma conforma-
¢ao realista. Para relaxar a estrutura é realizada uma rapida minimizagao de energia

empregando o algoritmo steepest descent.

Em seguida, uma vez que a molécula de DNA esta ionizada negativamente, sao

adicionados 22 cations de s6dio através do programa genbox. Estes ions nao sdo dispostos
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pelo programa em posi¢oes préoximas dos sitios negativos do DNA, como ocorre na realidade.
ortanto, procedeu-se uma curta dindmica molecular com o algoritmo md no vacuo, com
Portanto, d ta d lecul lgorit d ,

o uso de restraints.

Em seguida, a caixa adicionou-se moléculas do solvente. Isto é feito novamente
pelo programa genbox. Esta adigdo é feita através diversas cépias de caixas constituidas
por moléculas de dgua do modelo de interesse que ja foram previamente equilibradas. Por
esta razao, o sistema resultante apresenta simetria artificialmente elevada. Portanto é feita
uma simulacao de dinamica molecular para que o solvente relaxe para uma configuracao

mais realista.

Enfatiza-se que a ordem na qual estas duas ultimas etapas (adigdo de contra-ions e
adigao de solvente) deve ser respeitada. Ao se adicionar os cations em uma caixa hidratada,
estes estariam distantes da macromolécula negativamente carrega e solvatados. Embora o
sistema assim obtido seja eletricamente neutro, nao condiz com a realidade. Além disso,
desta forma, seria necessario desperdicar recurso computacional para atingir a situacao
adequada, uma vez que a mobilidade ionica é muito maior para ions no vacuo do que para

ions hidratados.

O sistema resultante, constituido pelo DNA, solvente explicito e contra-ions, pode
ser empregado para simulagoes posteriores simulagoes com temperatura e pressao definidas.
Porém, para o sistema no qual o DNA nao esta no solvente puro, e sim e uma solucao de
cloreto de sédio de concentragao fisioldgica (Cnaer = 0, 154m0l.dm_3). Para tanto, por
meio do programa genion, um total de 54 moléculas de agua foram removidas do sistema
e substituidas por 27 pares de ions. Este sistema é entdao submetido a uma dinamica
molecular para que o sistema relaxe, em especial o solvente em torno dos fons que foram

colocados de forma artificial.

Também preparou-se caixas de simulacao de tamanho similar contendo apenas o

solvente puro.

4.1.2 Simulacoes NpT

Realizou-se simulagoes de dinamica molecular com o sistema obtido em 4.1.1 no
ensemble NpT, isto é, mantendo a composi¢ao, a pressao e a temperatura constantes ao
longo da simulacao. A temperatura foi controlada por meio do termostato de Berendsen
(54), uilizando constante de tempo, 77, de 0,5 ps. A pressao foi controlada por meio do
barostato de Parrinello-Raman (55), utilizando uma constante de tempo, 7, de 2 ps. A

pressao foi mantida em uma atmosfera em todas as simulagoes.

A interagao eletrostética foi avaliada pelo método Particle Mesh Fwald (65, 66).
Utilizou-se um passo de integracao, At, de 0,002 ps e as coordenadas de todos os atomos

do sistema foram registradas em um arquivo de trajetérias (.xtc) a cada 500 passos
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de simulacao. Ressalta-se que, nestas simulagoes, as velocidades dos atomos nao foram

registradas.

Primeiramente, empregou-se uma temperatura de 300 Kelvin, gerada por uma dis-
tribuicdo de Maxwell-Boltzmann de velocidades. Ap6s uma simulacao relativamente longa,
chegava-se a uma situagao de equilibrio e o espago de fases era amostrado. Desprezando-se
tempos iniciais da simulagao, péde-se calcular propriedades estruturais e dinamicas do
sistema (desde que nao dependessem explicitamente das velocidades dos atomos), como
RMSD e funcoes de distribuicao radial.

A posicao e velocidade dos atomos do sistema eram entdo empregados como dados
de entrada para uma nova simulagao de dinamica molecular na qual a temperatura era
290 K. Novamente procedia-se uma simulagao longa para que se atingisse um equilibrio
compativel a nova temperatura. Desprezando os tempos de pré-equilibracao procedia-se a

analise.

O processo foi repetido, baixando-se a temperatura em 10 Kelvin a cada itera-
¢ao. Deve-se ressaltar que, baixando-se a temperatura, diminui-se a velocidade média
das particulas que compoe o sistema. As consequéncias pratica disto sdo que conforme
temperaturas mais baixas eram atingidas, simulag¢oes mais longas eram necessarias para
atingir o equilibrio termodinamico. E, além disso, uma vez atingido o equilibrio, também

se era necessario simulagoes mais longas para amostrar adequadamente o espaco de fases.

Para temperaturas mais altas (entre 300 e 270 K) estas simulagoes foram de 30
ns. Com o resfriamento, o tempo de simulacao foi aumentado conforme a necessiade de

estabilizar cada sistema, avaliado por meio do RMSD.

4.1.3 Simulacoes NVE

Para a analise de fenomenos dependentes da velocidade dos dtomos, como a fungao
de auto-correlacao de velocidades, e/ou de fendmenos que ocorrem em escalas de tempo
muito curtas, a metodologia descrita em 4.1.2 nao é adequada. Primeiramente por um
carater pratico: nao foram registradas as velocidades, e as coordenadas foram salva
com intervalo longo. Tecnicamente, poder-se-ia registrar os dados de forma a evitar esta
limitagao, porém a quantidade de dados gerado exigiria uma capacidade de armazenamento
indisponivel. Em segundo lugar, o uso do barostato e, principalmente, do termostato,

influencia de forma artificial o sistema.

Para a grande maioria das anélises realizadas isto conduz a um erro pouco signi-
ficativo, uma vez que o acoplamento é baixo. Porém pode ser importante para algumas
analises. Assim, para estas analises realizou-se simulagoes sem o uso de termostato ou
barostato, portanto, no ensemble NVE, onde, além da composi¢ao, o volume e a energia

do sistema sado mantidas constantes.
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Uma simulacao curta neste ensemble foi feita para cada temperatura. Empregou-se
como estrutura de entrada a estrutura resultante no final da simulagao NpT de mesma
temperatura. O passo de integracao empregado foi de 0,001 ps e a cada 5 passos de
simulacao registrou-se a posicao e a velocidade de cada atomo do sistema em um arquivo
de trajetérias (.trr). Estas simulagbes tiveram duracao de 25 ps e todas as andlises foram

realizadas sobre todo este espaco temporal.

Usando esta metodologia estudou-se cinco sistemas:

e TIP3P-DNA, composto de um dodecamero de Dickerson e seus contra-ions, o

sistema ¢é solvatado por agua explicita do modelo tip3p;

e TIP5P-DNA, como o modelo TIP3P-DNA, porém empregando o modelo de dgua
tipdp;

e TIP5P-FISIO, sistema composto pelo dodecamero de Dickerson e seus contra-ions
e hidratado com dgua do modelo TIP5P, ha também a substituicdo de algumas
moléculas de agua por ions cloreto e sédio para que se tenha concentragao fisiologica

dos mesmos;
e TIP3P-BULK, sistema de agua pura tip3p, sem a adicao de nenhum soluto;

e TIP5P-BULK, um sistema de agua pura, como o anterior, porém empregando

solvente do modelo tipip.

4.1.4 Analises
4.1.4.1 Andlise Estrutural do DNA

A estrutura do DNA foi analisada empregando o pacote X3DNA, usando o programa
analyze. A cada 100 ps das trajetérias foi obtida uma snapshot do sistema sob a forma
de um arquivo .gro que foi analizado. Desta forma, pode-se avaliar a evolugao temporal

dos parametros estudados.

4.1.42 Agua nos Sulcos e Agua

Para diversas andalises realizadas neste trabalho é importante distinguir quais
moléculas se encontram nos sulcos maior e menor do DNA, bem como de moléculas de

agua que se encontrem suficientemente afastadas da biomoléculas, i.e, dgua bulk .

Por estarem em constante movimento ao longo das simulagoes, a lista, ou inderz,
de moléculas de agua que se encontram em uma determinada regiao de interesse sofre
constante modificagdo. O programa g_select do pacote GROMACS permite a indexagao

dindmica de dtomos segundo critérios definidos pelo usuarios.
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Este processo foi empregado em uma tnica frame, ou configuragao instantanea,
gerando uma lista de dtomos de oxigénio pertencentes a moléculas de agua no instante
inicial, ¢y da simulagao no ensemble NVE, segundo critérios geométricos de interesse

esclarecidos abaixo.

41421 Agua bulk

Para estabelecer quais moléculas de agua nao sao influenciadas pelo DNA, utilizou-
se 0 g_select para identificar as moléculas de dgua cujo oxigénio se encontrasse no instante

to a uma distancia superior a 1 nm A Figura 9 mostra esta selegao.

4.1.42.2 Agua nos Sulcos e Agua Bulk

Para identificar as moléculas de agua localizadas nos sulcos do DNA, e ainda distin-
guir entre as que estao no sulco maior e menor, utilizou-se como critério a distancia entre
o atomo de oxigénio da dgua e alguns atomos especificos dos pares de bases nitrogenadas
do DNA. Considera-se que estd em um sulco moléculas cujos oxigénio estejam situados

até 0,3 nm de atomos especificos do DNA, identificados na Figura 7.

Sulco Maior
Sulco Maior

ulco Menor

g

Sulco Menor

Guanina Citosina Adenina Timina

Figura 7 — Pareamento de bases GC e AT. Sao representadas as ligacoes de hidrogénio
caracteristicas dos pareamentos. Sao identificados os atomos de Nitrogénio,
Oxigénio e Hidrogénio que ficam expostos ao solvente nos sulcos maior, em
vermelho, e menor, em verde. Figura adaptada de (67).

O pareamento canonico das bases nitrogenadas ndo ocorre com geometria arbitraria
e sua orientacao na macromolécula é bem definida com relacao aos sulcos. Assim, é possivel
mapear manualmente a estrutura DNA e gerar um indice com os nitrogénios, oxigénios e

hidrogénios que ficam expostos a cada sulco.

4.1.4.3 Anélises com GROMACS

Anélises de RMSD, energia (total, cinética e potencial), pressao, temperatura e

densidade foram realizadas nas simulacoes do ensemble NpT para avaliar a evolugao do
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sistema para uma situacdo de estabilidade (ou meta-estabilidade) termodinamica.

As principais andlises do trabalho foram realizadas com as trajetorias geradas nas
simulagdes do ensemble NVE. Estas andlises foram realizadas considerando todo o tempo

de simulacao neste ensemble.

4.1.43.1 Andlises RMSD

Para as analises de RMSD, torna-se necessario fazer uma correcao devido a peri-
odicidade do sistema. Ao chegar a extremidade de uma caixa de simulacao, um atomo
¢ “transportado” para o outro lado da caixa, o que leva a uma grande distancia entre a
posicao no instante ¢; e no instante t5 (Equagao 2.13), causando um “salto” artificial no
grafico de RMSD(t). Esta corregao das trajetérias foi realizada com o programa trjconv e

as opgoes -pbc nojump.
4.1.4.3.2 Andlises de Ligacdo de Hidrogénio

As ligacoes de hidrogénio tém cinética relativamente rapida, o que leva a tempos de
vida curtos. Desta forma, para analisar este fenomeno, nao sao necessarias simulagoes muito
longas, porém, prescinde-se de simulagoes mais detalhadas. Isto é, o passo de integragao da
dindmica molecular deve ser menor. Além disso, deve-se registrar as posi¢oes dos atomos

com maior frequéncia.

Para realizar esta andlise foram realizadas simula¢oes no ensemble NVE, como
descrito acima, porém utilizando-se passo de integracao de 0,0001 ps e salvando a posicao

dos atomos a cada 5 passos de integragao.

As ligacoes de hidrogénio do sistema foram analisadas empregando o programa
g_hbonds para analisar as trajetérias geradas com este procedimento. Analisou-se as
ligacoes de hidrogénio entre moléculas de dgua e atomos que compde o sulco maior, entre

moléculas de dgua e o sulco menor e entre moléculas de agua que constituem o bulk.

4.1.4.3.3 Coeficiente de Autodifusio da Agua

Determinou-se o coeficiente de auto-difusao da agua por meio da relagdo de Green-
Kubo, Equagao 2.18. Para isto, é necessario o calculo da fungao de autocorrelagao de
velocidades nao-normalizada e empregando moléculas inteiras. Isto foi realizado por meio
do programa g_velacc. A integracdo da funcao assim obtida foi feita por meio do programa
g_analyze e sua corregao pelo fator de um tergo (bem como a conversao para unidades
do Sistema Internacional) por meio de um script empregando o programa awk, nativo ao

Linux.
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Esta analise foi realizada para moléculas que estavam no sulco menor do DNA, no

sulco maior do DNA e no bulk dos sistemas.

O célculo do coeficiente de autodifusao por meio da formula de Einstein nao foi
realizado. E adequado fazer esta andlse e comparar os resultados obtidos pelas duas
abordagens, visando uma melhor distin¢ao entre o coeficiente de autodifusao propriamente
dito e o uma “aparente” difusdo devido ao movimento de uma molécula dentro de sua

“jaula” de hidratacao (movimentos rapidos, 5 do tipo rattling in the cage.

4.1.4.3.4 Fator de Estrutura Translacional

O fator de estrutura translacional é calculado pela Equacao 2.20. Uma vez que
a fungao de distribuigao radial, g(r) ja é calculada, pelo programa g_rdf, basta apenas
realizar a subtracao de uma unidade e posterior integracao do valor absoluto do resultado.
A subtragao foi realizada por meio de um script usando o programa awk e a posterior

integracao numérica utilizando o programa g_analyze.

Esta analise também foi realizada fazendo disting¢ao entre dguas nos sulcos maior e

menor do DNA e da agua bulk .
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5 Resultados

Aplicando a metodologia descrita, foi possivel baixar a temperatura do sistema
TIP3P-DNA até a temperatura de 200 K e o sistemas TIP5P-FISIO e TIP5P-DNA até a
temperatura de 240 K. Obteve-se as mesmas respectivas temperaturas para os sistemas de

4gua pura, TIP3P-BULK e TIP5P-BULK.

A simulagao de sistemas em baixas temperatura tem conhecidamente um elevado
custo computacional. Com a diminui¢ao da temperatura do sistema e redugao da velocidade
média de seus constituintes, o sistema precisa de mais tempo para poder adotar diferentes
conformagoes condizentes com seus estado termodindmico, isto é, amostrar seu espago
de fases. Computacionalmente isso leva a necessidade de um maior niimero de passos de

integracao.

Além disso, como descrito em (53), o modelo de dgua tipsp possui dois dtomos
dummy, que nao existem no modelo tip3p. Por esta razao, os sistemas TIP5P-FISIO e
TIP5P-H20 possuem cerca de 18 mil atomos a mais, que devem percorrer todas as etapas
do algoritmos de dindmica molecular, acarretando em simulagoes que exigem maior niimero

de horas de célculo.

A diferenca entre as temperaturas mais baixas nas quais se pode chegar entre os
modelos de dgua se deve também a outra diferenca, cuja natureza também é, essencialmente,
fruto do carater artificial dos modelos, mas que apresenta uma interpretacao fisica: o

coeficiente de auto-difusao.

A Figura 8 mostra como varia o coeficiente de autodifusao dos dois modelos de
agua com a temperatura. Nota-se claramente que o modelo tip5p tem locomogao muito
mais baixa que o modelo tip3p. Portanto, nao obstante os calculos em si serem mais
lentos com o modelo tipdp, fisicamente, estes sistemas precisam também de calculos mais
longos para percorrer o espago de fases. A temperatura de 240 K se torna um limite de
resfriamento que se pode obter para o modelo tip5p. Nesta temperatura o coeficiente de
autodifusdo do sistema assume o valor de 2,333 10~ 'm?.s~!. Nesta condicdo o fluido est4
tao super-resfriado que pode-se dizer que é um sélido, ou, dependendo do seu grau de

estruturacao e de suas propriedades de transporte, um vidro.

Continuar o resfriamento dos sistemas envolveria um custo computacional muito
elevado. Uma alternativa para diminuir o custo computacional seria o uso de algoritmos
estocdsticos do tipo Monte-Carlo(42, 68) para resfriar o sistema. Neste ambito, porém,
ocorreria a perda de informacoes dinamicas, uma vez que a variavel temporal é extinta.
Pode-se, no entanto, ainda inferir em propriedades dindmicas do sistema a partir do calculo

da entropia de excesso do sistema, que pode, por exemplo, ser relacionada ao coeficiente
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de autodifusao do sistema. (69, 70)
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Figura 8 — Coeficiente de autodifusao em funcao da temperatura para os modelos de agua
tip3p e tipsp simulados na auséncia de DNA.

5.1 Inspecao Visual

A Figura 9 mostra um snapshot, ou configuragao instantanea, de um dos sistemas

obtidos, gerada empregando o programa de visualizacao VMD. (71)

Pouca informagao pode ser extraida pela inspegao visual desta Figura. De qualquer
forma, nota-se que o DNA permanece em sua forma caracteristica de dupla hélice. A
Figura 9 mostra uma snapshot equivalente. Porém, nesta representacao ¢ evidenciada a
espinha de hidratacdo do DNA, por meio dos dtomos de oxigénios préximos dos atomos

que compoem os sulcos maior e menor, como descrito em na metodologia.

Podemos verificar que o niimero de moléculas se encontram no sulco é muito
pequeno: em torno de 25 (27 para o sistema exposto na Figura 9) no sulco menor e 30
(31) no maior, uma fragdo muito pequena frente o niimero total, que é da ordem de 9000
moléculas. Desta forma, constatamos que, embora os sulcos apresentem apreciavelmente
diferente, o niimero de moléculas do solvente pouco diferente entre eles. Isto é condizente
com o que a Figura nos mostra: qualitativamente, as moléculas de d4gua no sulco menor se
encontram muito proximas umas das outras; ja no sulco maior elas conseguem se acomodar

melhor no sulco, estando mais afastadas umas das outras.
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Figura 9 — Representacao da caixa de simulagdo, evidenciando o DNA (omitindo dtomos
de hidrogénio para maior clareza) e, em azul, a superficie azul escura foi gerada
pelos atomos de oxigénio de moléculas de agua distando pelo menos 1 nm
do DNA e omitindo as demais moléculas do solvente. Figura obtida para
o DNA apés simulagdo no ensemble NVE, para o sistema TIP5P-DNA sob
temperatura de 240K. Em vermelho sao representados atomos de oxigénio, em
marrom atomons de fésforo, em azul claro atomos de carbono e em azul escuro
atomos de nitrogénio.

5.2 Temperatura

No ensemble NpT a temperatura é mantida no valor desejado por meio do termos-
tato, sofrendo flutuagdes. No ensemble NVE, no entanto, a temperatura nao é necessaria-

mente mantida fixa. Espera-se que ao término de simulagoes NpT suficientemente longas,
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Figura 10 — Representacao da caixa de simulagao, evidenciando o DNA (omitindo dtomos
de hidrogénio para maior clareza) e dtomos de oxigénio de moléculas de dgua
que solvatam o sulco maior (vermelho) e menor (laranja), como descrito
em 4.1.4.2.2. Figura obtida para o DNA apods simulagdo no ensemble NVE,
empregando o sistema TIP5P-DNA sob temperatura de 240K. As esferas menos
representam em azul claro &tomos de carbono, em vermelhos de oxigénio, em
azul escuro nitrogénio e em laranja fésforo.

apoés atingir uma situacao de equilibrio, o sistema se mantenha com temperatura e pressao
constantes, mesmo com a desativagao do termostato e barostato, assim como a energia.
Porém, sabe-se que para que a energia seja verdadeiramente conservada, é necessario um

tratamento mais rigoroso das interacoes de longo alcance. (54).

Nas simulagoes NVE realizadas houve um aumento de energia cinética com um



Capitulo 5. Resultados 43

atenuado aumento da energia total do sistema, isto é, rigorosamente ela nao foi conservada.
Sobretudo com passos de integragao muito pequenos, onde simulagoes sobre periodos
curtos necessitam de varias iteracoes, e assim, sendo mais propensas a erros numéricos
cumulativos. O pacote GROMACS apresenta inimeros pontos vantajosos frente outros
programas de dindmica molecular. Infelizmente, porém, a adequada conservagao de energia
no ensemble NVE nao é uma delas. Para estes sistemas o aumento de energia cinética leva

a um aumento da temperatura dos sistemas, como ilustrado na Figura 11.

Isto ocorre mais pronunciadamente nos sistemas abaixo do ponto de congelamento
da agua, i.e., sistemas super-resfriados. Estando super-resfriado e incapaz de solidificar, o
sistema tende a relaxar para conformacoes mais estaveis, com diminuicao de sua energia

potencial e aumento da temperatura

Felizmente, porém para a analise de fené6menos como ligagoes de hidrogénio, que
possuem tempos caracteristicos muito curtos (da ordem de décimos de picosegundos) este

aumento da temperatura nao é capaz de levar a erros significativos.
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Figura 11 — Temperatura em fun¢do do tempo para o sistema TIP5P-FISIO apos simulagao
no ensemble NVE, empregando o sistema TIP5P-FISIO.

5.3 Estrutura

5.3.1 Agua Bulk

A estrutura dos sistemas é estudada por meio de sua funcao de distribuicao radial,
g(r) e por meio do fator de estrutura translacional, 7y.q,s. Estas analises foram realizadas
empregando o atomo de oxigénio das moléculas de agua, OW, como referéncia. Na Figura
12 é mostradas a fungdo g(r) para os sistemas puros, i.e., sem o soluto DNA, em diferentes

temperaturas.
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Figura 12 — Funcao de distribuicao radial OW-OW para sistema TIP3P-BULK e TIP5P-
BULK em diferentes temperaturas. A linha pontilhada azul representa tem-
peratura mais baixa (200 K para o Sistema TIP3P-BULK e 240K para o
sistema TIP5P-BULK.), a linha azul a temperatura mais alta (300 K em
ambos sistemas), as demais temperaturas intermediarias sdo representadas
em preto.

Nota-se claramente que a g(r) assume valores muito diferentes da unidade em
distancias curtas, indicando regioes com maior ou menor quantidade de moléculas. Isto
mostra as diferentes camadas de hidratacao do solvente. A estruturacao do solvente nao
se limita a primeira camada de hidratagao, sendo possivel identificar que a estrutura se

mantém até a terceira camada de solvatacao.

O abaixamento da temperatura torna os maximos e minimos mais pronunciados,
indicando que o sistema torna-se mais estruturado. Podemos observar que com o resfria-
mento o numero de moléculas na primeira camada de solvatagao aumenta. Comparando
as fungoes entre os dois modelos, verificamos que o modelo tip5p apresenta estrutura
mais bem definida que o o outro modelo, além de ter sua influéncia mais intensamente

influenciada pela mudanca de temperatura.

Notamos entao que em ambos os casos o fluido apresenta-se com alto grau de
estrutura, mesmo em elevadas temperaturas. Este comportamento ¢ mais transparente
por meio do fator de estrutura translacional, mostrado na Figura 13. Notamos que para o
modelo tipdp, entre 280 e 300 K, Ty.q4ns sofre uma variagdo muito menor do que nas demais

temperaturas. Esta observagao é explicada pelo fato de que, nesta faixa de temperatura,
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ocorre o maximo de densidade deste fluido, o que nao ocorre no modelo mais simples.

Com ambas as métricas é facil de constatar que nao s o modelo tipsp se encontra
com maior grau de estruturagdo em todas as temperaturas, mas como também seu grau

de estruturacao é mais sensivel a variacoes de temperatura.
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Figura 13 — Influéncia da temperatura sobre o fator de estrutura translaconal, 74.4,s, para
os sistemas TIP3P-BULK e TIP5P-BULK.

Nas Figuras 14 e 15 sao mostradas as funcoes de distribuicao radial da agua bulk dos
sistemas TIP3P-DNA e, TIP5P-FISIO e TIP5P-DNA, respectivamente, comparando-os

com os sistemas sem soluto.

Analisando a Figura 14, verificamos que a presenca do DNA é capaz de influenciar
levemente o niimero de coordenacao do solvente bulk de dgua TIP3P, tornando o sistema

mais estruturado. Este efeito torna-se mais pronunciado em temperaturas mais baixas.

Um comportamento similar é observado para o sistema TIP5P-FISIO em relacao
ao sistema TIP5P-BULK. Para o sistema TIP5P-DNA, no entanto, este efeito é mais

pronunciado.

Assim, interpretamos que o a estrutura do solvente tip3p sofre pouca influéncia
pela macromolécula. O modelo de agua tip5p, por outro lado, pode ter sua estrutura
fortemente influenciada pelo DNA, mesmo em distancia de 1 nm. Porém, este fendémeno
s é constadado na auséncia de outros solutos, indicando que em solugoes eletroliticas a
formacao de esferas de solvatagdo em torno de fons domina a estrutura do solvente, o que
sugere que a influéncia causada pelo DNA se deva a interagoes eletrostaticas de longo

alcance.
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Figura 14 — Funcao de distribuicao radial OW-OW dos sistemas TIP3P-DNA e TIP3P-
BULK em diferentes temperaturas.
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Figura 15 — Funcao de distribuicao radial OW-OW dos sistemas TIP5P-FISIO, TIP5P-
DNA e TIP5P-BULK em diferentes temperaturas.
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5.3.2 Espinha de Hidratacao

Nas Figuras 16 e 17 sdo mostradas as g(r) da espinha de hidratagdo nos sistemas
TIP3P-DNA e, TIP5P-FISIO e TIP5P-DNA, respectivamente. As func¢oes foram calculadas

entre atomos OW e atomos que compdem os sulcos.
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Figura 16 — Funcao de distribuigao radial entre dtomos OW e atomos dos sulcos do DNA
para o sistema TIP3P-DNA em diferentes temperaturas.

Para o modelo TIP3P-DNA podemos observar em ambos os sulcos um pequeno
maximo de g(r) para pequenas distdncias, que corresponde as moléculas que se encontram
nos sulcos propriamente ditos. Este ntimero é muito pequeno, indicando a dificuldade de
acomodar as moléculas no espaco confinado sulco. De qualquer forma, constata-se o que
poderia ser esperado: o sulco maior apresentar valores de g(r) maiores e menos estreitos
que o sulco menor. Além disso, ap0s o primeiro minimo ocorre um segundo maximo,
indicando uma preferéncia configuracional para as moléculas do solvente nas proximidades
das moléculas que estao no interior do sulco, formando assim a espinha de hidratacao
do DNA. Apés o segundo minimo g(r) cresce quase que linearmente até atingir o valor
unitario, mantendo-se essencialmente constante. Assim, os sulco nao tem forte influéncia
além da segunda esfera de hidratacao. Por fim, a temperatura parece ter pequena influéncia
sobre a estrutura da agua nos sulcos. Isto é facilmente compreendido, pois como o DNA
mantém sua estrutura com o resfriamento, o tamanho dos sulcos em si sofre pequena
varia¢ao, nao alterando o niimero de moléculas de solvente neles contidos. Estes resultados

sao condizentes com o que poderia ser esperado observando a Figura 10.

Nos sistemas TIP5P-FISIO e TIP5P-DNA a fungao g(r) comporta-se qualitativa-
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Figura 17 — Funcao de distribuigao radial entre dtomos OW e atomos dos sulcos do DNA
para os sistemas TIP5P-FISIO TIP5P-DNA em diferentes temperaturas.

mente de mesma forma que no sistema TIP3P-DNA, diferindo apenas em alguns aspectos.
Primeiramente, uma maior quantidade de moléculas do modelo tip5p consegue se acomodar
dentro dos sulcos, pois a presenca dos dois sitios de interacao eletrostatica permite uma
melhor interacdo com os atomos da periferia dos pares de bases nitrogenadas do DNA. Em
segundo lugar, no primeiro minimo, que define as primeiras regides externas aos sulcos, g(r)
assume valores nulos para o modelo de dgua tipdp, a passo que no sistema TIP3P-DNA é
nao nulo. Interpretamos este resultado como consequéncia da melhor hidratacao dos sulcos
nos sistemas TIP5P-; ha uma regiao melhor definida para a hidratacao preferencial. Por
fim, a funcao g(r) assume valores nulos apds a primeira camada de hidratagdo nos sulcos.
A auséncia de moléculas nesta regiao revela que, em média, o solvente que se encontra
dentro do sulco ndo o deixa, i.e., durante o tempo de simulacdo mantém-se na mesma

distancia em relacao ao DNA.

Também nao notamos grandes diferencas entre os resultados obtidos para os
sistemas TIP5P-FISIO e TIP5P-DNA, o que mostra que os ions dissolvidos nao sao
capazes de influenciar o interior dos sulcos; eles sdo um ambiente quimico a parte do

restante do sistema.

A Figura 18 mostra a analise estrutural por meio do fator de estrutura translacional.

Notamos claramente que Ty,.q,s dos sulcos é muito pouco sensivel a temperatura. Curiosa-
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mente, porém, para os sistemas TIP5P- esta métrica diminui com com a diminui¢ao da
temperatura, até 250 K, passando entao a aumentar, a passo que para o bulk do sistema
ocorre um aumento monotonico. Este comportamento pode ser um indicio de facilitacao
de comportamento andémalo causado pelo ambiente quimico diferente dos sulcos, uma
vez que neste as anomalias da agua apresentam uma hierarquia bem definida, na qual a
manifestacao das anomalias estruturais cobre maior parte dos diagramas de fases. Este
comportamento ocorre consistentemente nos sistemas TIP5P-FISIO e TIP5P-DNA, sendo

mais pronunciado no sulco menor e praticamente inexistente no sistema TIP3P-DNA.
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Figura 18 — Influéncia da temperatura sobre o fator de estrutura translacional para dgua
bulk e espinha de hidratacao para todos os sistemas estudados.

Verificamos que o DNA influencia muito pouco o solvente em longas distancias e
que esta influéncia, quando presente, é devida essencialmente as interacgoes eletrostaticas e
facilmente eclipsado na presenca de outros eletrdlitos, indicando que o DNA néo altera
significativamente propriedades estruturais da dgua a longo alcance, ao contrario das

anti-freezing proteins.

Na Figura 19 é mostrada a influéncia da temperatura na densidade dos diversos
sistemas estudados, bem como dos modelos de solvente puros como referéncia. Primeira-
mente, podemos notar que no sistema TIP3P-BULK e TIP3P-DNA ocorre um aumento
monotonico da densidade com a diminui¢ao da temperatura. Isto acontece pois este modelo
de dgua nao foi parametrizado para reproduzir o maximo de densidade apresentada pelo
fluido real. Os sistemas TIP5P-FISIO e TIP5P-DNA pode-se notar que ocorre um maximo

de densidade entre 280 e 290 K. Este modelo de agua é parametrizado para reproduzir
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esta anomalia termodinadmica em 277,15 K.
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Figura 19 — Densidades de equilibrio em funcao da temperatura para os diferentes sistemas.

Em todos os casos a variagao da densidade com a temperatura nao ¢ influenciada
pela presenca da biomolécula por ions. Isto também é explicado pelo fato de que nao ha
grandes mudancas no bulk do sistema, e, desta forma, seu volume é pouco influenciado
pela presenca destes solutos. As diferengas em absoluto entre as densidades acaba sendo

devido apenas a diferente composicao e massa entre os sistemas.

5.4 Funcoes de autocorrelacdo de velocidades

Nas Figuras 20 a 23 sao mostradas as fung¢oes de autocorrelacao de velocidades
normalizadas para os atomos OW dos sistemas. Analisando qualitativamente os graficos
mencionados, verificamos que para a agua bulk a correlacdo é perdida rapidamente,
atingindo valores nulos em apenas cerca de meio picossegundo, independente do modelo de
agua empregado. Nota-se também que a correlagdo ¢ mais intensa para temperaturas mais
baixas. Por fim, verificamos que a func¢ao de autocorrelacao das velocidades de moléculas
de dgua modelo tip3p que se encontram nos sulcos sao influenciadas pela temperatura,
0 que nao acontece com o modelo tipdp, pois mantem-se mais proximas dos sulcos, em
média.

A autocorrelagao de velocidades pode ser mais claramente estudada por meio de
sua transformadas de Fourier. Nas Figuras 24 a 27 sdao mostradas estas transformadas.

Para a agua bulk, a dinamica do solvente é dominada por duas frequéncias caracte-

1

risticas uma em 2 ps~! e outra em 8,5 ps~!. A separacio entre estes dois modos é acentuada

com o resfriamento do sistema. Para temperatura de 300 K, nem o modelo tip3p nem
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Figura 20 — Fungoes de autocorrelagdo dos atomos OW em diferentes temperaturas para

o bulk do sistema TIP3P-DNA e TIP3P-BULK.
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Figura 21 — Fungoes de autocorrelagao dos atomos OW da espinha de hidratagdo no
sistema TIP3P-DNA em diferentes temperaturas.

o tipdp possui uma contribuicao significativa da alta frequéncia. O resfriamento acentua
esta dindmica, mas ela permanece insignificante no modelo tip3p. Podemos interpretar

este movimento de alta frequéncia como sendo caracteristico de um sistema com dinamica
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Figura 22 — Fungoes de autocorrelagdo dos atomos OW em diferentes temperaturas para
o bulk do sistema TIP5P-DNA, TIP5P-FISIO e TIP5P-BULK.
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Figura 23 — Funcgoes de autocorrelacao dos atomos OW da espinha de hidratacao no
sistemas TIP5P-DNA e TIP5P-FISIO em diferentes temperaturas.

atenuada e envolvida na manifestacao de uma transi¢ao vitrea dindmica.

Na agua dos sulcos do sistema TIP3P-DNA nao ¢é possivel identificar modos bem
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Figura 24 — Transformada de Fourier da VACF de agua tip3p no bulk dos sistemas.
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Figura 25 — Transformada de Fourier da VACF de agua tip5p no bulk dos sistemas.

definidos.
Nos sistemas TIP5P-FISIO e -DNA, é possivel identificar que a dinamica do sistema

é composto por duas frequéncias principais, embora estas nao sejam bem definidas.
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Figura 26 — Transformada de Fourier da VACF de agua nos sulcos do DNA no sistema

TIP3P-DNA.
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Figura 27 — Transformada de Fourier da VACF de agua nos sulcos do DNA no sistema
TIP5P-FISIO e TIP5P-DNA.
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5.5 Autodifusao

A autodifusao esta intimamente relacionada com a mobilidade das moléculas no
sistema. Na Figura 28 é mostrado o efeito da temperatura sobre o valor do coeficiente de
autodifusao para os sistemas TIP3P-BULK e TIP3P-DNA.
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Figura 28 — Coeficiente de autodifusao da agua em diferentes ambientes para diferentes
temperaturas no sistema TIP3P-DNA e TIP3P-BULK

A 4gua nos sulcos tem menor mobilidade que a agua bulk e o sulco menor tem
menor mobilidade do que no sulco maior. Por fim, sob resfriamento, as diferencas de

mobilidade entre os ambientes quimicos se torna cada vez menor.

Na Figura 29 mostra-se os valores obtidos para o coeficiente de autodifusao da

agua tipdHp nos diferentes ambientes quimicos dos sistemas estudados.

Assim como o que é constatado para o modelo tip3p, o coeficiente de autodifusao
para agua bulk nos sistemas TIP5P-FISIO e TIP5P-DNA, é ligeiramente maior do que
para o sistema de referéncia sem o DNA, o sistema TIP5P-BULK. Desta forma, assim,
como o DNA nao afeta a estrutura do solvente, também nao afeta as suas propriedades
dinamicas em longas distancias, sendo esta propriedade dindmica indiferente a presenca
dos elétrolitos do sistema TIP5P-FISIO.

Constata-se que a mobilidade das moléculas de d4gua nos sulcos é muito inferior a da
agua bulk para temperatura elevadas maiores que 260 K. Assim, o modelo tip5p representa

melhor a observacao experimental de que a agua nos sulcos tem menor mobilidade.

Em temperaturas mais altas, verificamos que a agua bulk tem sua difusdo mais
influenciada pela temperatura do que a agua nos sulcos. Em temperaturas abaixo de 260

K, porém, a dindmica do solvente é influenciada pela temperatura independente de estar
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Figura 29 — Coeficiente de autodifusao da agua em diferentes ambientes para diferentes
temperaturas para os sistemas TIP5P-FISIO, TIP5P-DNA e TIP5P-BULK.

em um dos sulcos ou estar no bulk.

Os valores encontrados para o sistema TIP5P-FISIO e TIP5P-H20 sao essenci-
almente os mesmos, de forma que podemos considerar que o solvente que se encontra
nos sulcos nao sofre influéncia dos demais solutos i6nicos no sistema também no que diz

respeito a propriedades de transporte também nos sulcos.

Comparando a mobilidade do solvente nos diferentes sulcos, nao ¢ verificada grandes
diferencas entre os valores do coeficiente de autodifusao entre os sulcos maior e menor.
Nas altas temperaturas a diferenca parece ser um pouco menor, com a mobilidade no
sulco menor sendo nao expressivamente mais rapida, mas a diferenca nao é expressiva,
principalmente considerando a baixa estatistica com que a analise de aguas no sulcos ¢é

realizada.

O comportamento dindmico do sistema pode ser mais facilmente visualizado em
um diagrama de Arrhenius, isto é, em um grafico que relaciona o logaritmo da propriedade
dindmica (neste caso, o coeficiente de autodifusdo) como uma fungdo do inverso da

temperatura (31) . A Figura 30 mostra este grafico para os sistemas estudados.

Analisando a Figura 30 verificamos que os sistemas TIP3P-DNA e TIP3P-BULK
apresentam um comportamento do tipo Arrhenius para todas as temperaturas estudadas.
Nao ¢é verificada uma transigao vitrea dinamica. O que corresponde a uma baixa energia

de ativacao, ou parametro A, da Equacao 2.1.

Para a agua bulk com modelos tipdp, no entanto, verica-se essa transicao em uma

temperatura de aproximadamente 260 K. Ions dissolvidos nao influenciam a transicao,
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Figura 30 — Diagrama de Arrhenius do coeficiente de autodifusdao da dgua em diferentes
ambientes quimicos para os sistemas estudados.

porém a presenca do DNA em si causa uma pequena influéncia, ela torna a transicdo um
pouco mais abrupta do que no sistema TIP5P-BULK. Notamos também que, para estes
sistemas, a agua nos sulcos a transicao ¢ menos abrupta e deslocada para temperatura um

pouco mais baixas (em torno de 250 K).

5.6 Analise de Ligacoes de Hidrogénio

5.6.1 Anélise do Angulo Doador-Hidrogénio-Aceptor

Avaliou-se a distribuicao dos angulos da ligacdes de hidrogénio em fungao da
temperatura. Os resultados sdo mostrados nas Figuras 31 a 34 Nota-se que para a agua
bulk o maximo da distribuicao se desloca, com o resfriamento, para angulos mais baixos,

de 11 para 8 graus. Com o abaixamento da temperatura as moléculas envolvidas nesta
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interacdo podem se manter em posi¢oes mais estaveis, com angulos mais baixos. Do ponto
de vista da interacdo entre o hidrogénio e o atomo aceptor, conforme a ligagdo tende a se
tornar linear, pode ocorrer uma melhor interacao entre a densidade eletronica do aceptor e
o orbital ¢ aintiligante do hidrogénio. Embora simulagoes classica nao possam representar
esta interacao eletronica, os modelos classicas foram parametrizados visando reproduzir
propriedades estruturais reais da agua. Assim, a dinamica classica é capaz de reproduzir

este efeito.

Para o modelo tipdp esta mudanga é mais acentuada do que no modelo mais simples.
Isto ocorre pois, quando o oxigénio de uma molécula de agua tipdp é aceptora de uma
ligacdo de hidrogénio, o par de elétrons (representada pelo &tomo dummy), tem sua posigao

bem definida no espaco, favorecendo uma interagao eletrostatica linear.

A 4gua que se encontra nos sulcos do DNA sofre pequena influéncia da temperatura.
Embora se esperasse que com o abaixamento da temperatura as ligagoes de hidrogénio
se tornassem mais préoximas de lineares, mas ha imposicao geométrica pelos sulcos .
Consistentemente com esta explicagao, constata-se que, no sulco menor esta variacao é

menor do que no sulco maior.

0,07

TIP3P-BULK . TIP3P-DNA --- T=200K| A
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0,02

0,01

0 5 10 15 20 25 30 5 10 15 20 25 30
Angulo Doador - Hidrogénio - Aceptor / 0 Angulo Doador - Hidrogénio - Aceptor / °

Figura 31 — Efeito da temperatura sobre a distribuicao de angulo Doador-Hidrogénio-
Aceptor no bulk do sistema TIP3P-DNA e no sistema TIP3P-BULK.
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Figura 32 — Efeito da temperatura sobre a distribuicao de angulo Doador-Hidrogénio-
Aceptor nas ligagdes de hidrogénio entre o solvente e atomos dos sulcos do
DNA.

5.6.2 Analise Continua

As Figura 35 a 38 mostram as fungoes de autocorrelacao de ligacoes de hidrogénio

para o bulk e para os sulcos dos sistemas.

Qualitativamente, verificamos que em temperaturas elevadas a correlacao é perdida
rapidamente, porém se mantém por periodos maiores conforme o sistema é resfriado.
Nao héa diferenca significativa no comportamento destas fungoes para o sistema TIP3P-
BULK e TIP3P-DNA. O decaimento da fun¢ao de autocorrelagdo com o tempo é do tipo

exponencial, podendo ser descrito como:

C(t) = exp(m>, (5.1)

tu(T) é o tempo de relaxamento do processo. Infelizmente, porém, para temperaturas
baixas o tempo de vida do processo se torna muito alto, tornando proibitivo um fit para

determinar o seu valor.

5.6.3 Analise Intermitente

Os tempos de vida das ligagoes de hidrogénio é mostrada na Figura 39.
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Figura 33 — Efeito da temperatura sobre a distribuicao de angulo Doador-Hidrogénio-
Aceptor no bulk do sistemas TIP5P-FISIO e TIP5P-DNA e no sistema TIP5P-

BULK.

Analisando a Figura 40, vemos que, analogamente a analise feita na Figura 30, ha
uma mudanca no comportamento dindmico do sistema para os sistemas cuja hidratacao

¢ feita com agua do tipo tipdp - utilizando esta métrica o modelo tip3p também nao

apresenta vitrificacao.

Comparando as figuras 40 e 7?7, vemos que a agua bulk apresenta mudanca de com-
portamento do tipo Arrhenius para VF em torno de 270 K, assim como quando analisada
por meio da constante de autodifusdo. Nos sulcos, porém, a mudanca de comportamento é
ainda mais drastica e ocorre de forma bem definida na temperatura de 250 K. Simulagoes
mais longas sao necessarias, porém, aparentemente a mudanca da declividade para a agua
nos sulcos é caracteristica de uma transigao vitrea termodinamica completa (7j proximo
de 250 K) com log(lifetime) tendendo ao infinito, a passo que a dgua bulk apenas tem
uma mudanga de declividade (transigdo dita dindmica).

Curiosamente, esta transicao nao ¢ tao perceptivel na Figura 30. Possivelmente,
nas baixas temperaturas as moléculas de agua oscilam em torno de posig¢oes, sem a cisao
da ligacao de hidrogénio. Assim, ainda hé a dindmica rapida de relaxamento (3 (rattling in
cage) que contribui com o coeficiente de autodifusdo, (uma métrica mais sensivel), mas
sendo interpretada como imoével pela métrica da ligacao de hidrogénio intermitente, uma
vez que a ligagado nao se rompe. Novamente, simulacoes mais longas e em temperaturas

mais baixas seriam interessantes para elucidar estas observacoes. Esta observagao também
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Figura 34 — Efeito da temperatura sobre a distribuicao de angulo Doador-Hidrogénio-

Aceptor nas ligagdes de hidrogénio entre o solvente e atomos dos sulcos do

DNA para os sistemas TIP5P-FISIO e TIP5P-DNA.
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Figura 35 — Funcao de autocorrelacao continua de ligacoes de hidrogénio em diferentes
temperaturas para moléculas de dgua no bulk dos sistemas TIP3P-DNA e
TIP3P-BULK.
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Figura 36 — Funcao de autocorrelacao continua de ligacoes de hidrogénio entre atomos dos
sulcos do DNA e moléculas de dgua que se encontravam proéximas dos mesmo
no inicio da analise para o sistema TIP3P-DNA em diferentes temperaturas.
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Figura 37 — Funcao de autocorrelacao continua de ligacoes de hidrogénio em diferentes
temperaturas para moléculas de agua no bulk dos sistemas TIP5P-FISIO,
TIP5P-DNA e TIP5P-BULK
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Figura 38 — Funcao de autocorrelagao continua de ligacoes de hidrogénio entre atomos
dos sulcos do DNA e moléculas de agua que se encontravam préximas dos
mesmo no inicio da andlise para os sistema TIP5P-FISIO e TIP5P-DNA em

diferentes temperaturas.
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Figura 39 — Influéncia da temperatura sobre o tempo de vida, lifetime, das ligacoes de
hidrogénio para agua bulk e para a espinha de hidratacao para todos os
sistemas estudados.
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Figura 40 — Arrhenius plot do tempo de vida, lifetime, das ligacdes de hidrogénio entre
atomos de agua bulk, e de agua nas espinhas de hidratacdo de DNA para

todos os sistemas estudados.

pode ser um artefato do modelo de dgua empregado, que possui atomos dummy, que nao
contribuem com a difusdo explicitamente, (e nem com a defini¢do da temperatura, uma

vez que sao desprovidos de massa), porém facilitam a formacgao de ligagdes de hidrogénio

mais duradouras.

5.6.4 Influéncia da Configuracao Inicial

Como exposto na descricdo metodologica, ligacoes de hidrogénio possuem tempos
de vida curtos. Uma vez que o nimero de moléculas dgua que de fato estdo no sulco
constituem uma fragdo muito pequena do sistema (de 20 a 30 unidades), o tempo de
vida médio das ligacoes de hidrogénio determinado pode sofrer efeito da configuracao

instantanea no qual foi realizada a analise.
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Este efeito foi avaliado em um sistema. Para o sistema TIP5P-DNA, na temperatura
de 240 K, obteve-se da trajetoria equilibrada 5 configuragoes instantaneas, denominadas
20000, 25000, 30000, 35000 e 40000, conforme o tempo, em ps, em que ocorreram. Cada
uma dessas configuragoes foi empregada como configuragao de partida para uma simulacgao
detalhada no ensemble NVE.

Nota-se uma significante influéncia por parte da configuragao inicial para realizar
esta analise. Esta influéncia também pode ser constatada nas fung¢oes de auto-correlacao

das ligacoes de hidrogénio, como mostrados na Figura 41.

Nesta Figura, vemos, através da andalise de RMSD do DNA que no intervalo
considerado a biomolécula nao sofreu nenhuma transformagao estrutural. Configuracoes
desta trajetoria foram tomadas como ponto de partida para as simulagoes NVE. A anélise
estrutural da trajetoria assim gerada mostra que os pontos de partida sao equivalentes,

como mostrado pelo g(r) obtido.

As fungoes de autocorrelacao de velocidades do atomos OW apresenta compor-
tamento muito similar para os diferentes pontos de partida. O comportamento da agua
bulk é essencialmente insensivel, porém as dguas presentes nos sulcos tem a mesma forma
qualitativa entre as simulac¢oes, mas a posicao exata dos maximos e minimos da funcao

sofre um pequeno deslocamento.

A analise da funcao de autocorrelacao continua das ligagoes de hidrogénio, no
entanto, é fortemente influenciada. Qualitativamente, em todas ocorre a rapida evolugao
de um patamar, indicando que, em média as ligacoes de hidrogénio se desfazem e refazem.

Porém, o valor em que o patamar ocorre é bastante variavel.

Por fim, avaliando a dindmica das ligacdes de hidrogénio por meio da anélise
intermitente encontramos uma influéncia muito grande. O tempo de vida para a ligacao

de hidrogénio foi calculado e obteve-se os mostrados na Tabela 1.

Tabela 1 — Tempo de vida das ligagoes de hidrogénio, 7y, em ps, para diferentes configu-
ragoes iniciais para a agua bulk e nos sulcos do DNA.

Configuracao Inicial | Bulk Sulco Maior Sulco Menor
20000 | 0,63 0,22 0,30
25000 | 0,63 0,16 0,75
30000 | 0,61 0,31 0,16
35000 | 0,60 0,50 0,49
40000 | 0,56 0,24 0,29
Média | 0,61 0,29 0,40
Desvio Padrao | 0,03 0,13 0,23

Para a obtencao de resultados mais precisos e confiaveis o procedimento adequado

seria realizar uma média de ensemble. Isto é, tomar um ntmero suficientemente grande
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Figura 41 — Diferentes analises realizadas no TIP5P-DNA sob temperatura de 240K para
avaliar o efeito da configuracao instantanea inicial. Analises, de cima para
baixo: RMSD, g(r) funcao de autocorrelacao de velocidades OW, funcao de
autocorrelagao de ligacoes de hidrogénio.
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de pontos de partida a partir de uma trajetoéria equilibrada nas condig¢oes de interesse, e
utiliza-las como ponto de partida para a andlise das ligagdes de hidrogénio, e fazer-se uma

média sobre todos os resultados.

Avalia-se que para este projeto o custo computacional é proibitivo para a realizagao

da analise da maneira mais adequada.

A anadlise que foi feita das ligagdes de hidrogénio para todos os demais sistemas
teve apenas uma Unica configuracao instantanea como ponto de partida. Por esta razao,
os resultados obtidos nao podem ser considerados resultados precisos; servem apenas
como guias do comportamento geral dos sistemas. E, mesmo neste ambito, conclusées
assim obtidas devem ser alvo de posteriores estudos e escrutinio, principalmente quanto as
analises referentes ao sulco menor, onde o menor volume leva a uma menor quantidade de

solvente e, assim, estatistica ainda mais baixa.
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6 Conclusao

Motivado por evidencias experimentais, foram realizadas extensivas simulagoes
classicas de dinamica molecular de solugoes aquosas de DNA visando investigar a transicao
vitrea. Estudou-se o dodecamero de Dickerson solvatado por moléculas de agua do modelo
TIP5P e TIP3P em temperaturas de 300 a 240 K e de 300 a 200 K, respectivamente.

Mostrou-se que o modelo de agua TIP3P nao é capaz de representar adequadamente
as observacoes experimentais, tanto do no que diz respeito a transi¢ao vitrea como no
comportamento dinamico do solvente nos sulco. Uma observacao interessante, visto que é
o modelo mais empregado nas simulacoes biologicas e, principalmente, porque o solvente

aquoso desempenha um papel fundamental na interacao de ligantes com os sulcos do DNA.

O modelo TIP5P foi capaz de mostrar transicao vitrea dindmica. O comportamento
dindmico do solvente, monitorado tanto pelo coeficiente de difusao como pelo tempo de
vida das ligacoes de hidrogénio, é distinto entre o bulk do solvente e aquele que fica nos
sulcos. O bulk sofre transicao independente do DNA, de forma que, ao contrario das
proteinas anticongelantes, o DNA nao afeta o solvente a longas distancias. De mesma

forma, a adi¢ao de ions a solucao nao influencia significativamente o sistema.

A 4gua nos sulcos tem sua transicio vitrea deslocadas para temperaturas mais
baixas (250 K) e, quando esta ocorre, ela é menos acentuada. Assim, os sulcos do DNA
parecem proteger o solvente, tornando-o menos sensivel a variagdo ao resfriamento em
baixas temperaturas. Isto pode favorecer a transicao vitrea termodinamica da espinha de
hidratacao, pois, como a dgua nos sulcos permanece mais mével, ndo permitiria a formacao

de nicleos adequados para a cristalizacao.

Concluimos que as analises dindmicas de eventos rapidos é muito sensivel & configu-
racao momentanea tomada como inicial, sendo necessario tomar uma amostragem grande

de dados para uma anélise mais confiavel.
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[ Perspectivas

Como futura perspectiva para este trabalho, temos a continuada refrigeracao dos
sistemas TIP5P-DNA mantendo a mesma metodologia, ou, de forma mais viavel do ponto
de vista computacional, a implementacao de uma metodologia Monte Carlo, com calculo
das propriedades dindmicas por meio da entropia de excesso do sistema e comparagao com

os dados ja obtidos, para posterior extrapolacao nas temperaturas mais baixas.

Do trabalho ja realizado pretende-se recalcular os coeficiente de auto-difusao por
meio da férmula de Einstein. Pretende-se também obter o fator de estrutura estatico a
partir das dungoes distribuicao radial, que pode mais prontamente ser comparado com

dados experimentais de espalhamento de baixo angulo de néutrons.

Deve-se desenvolver uma rotina de analise das propriedades dindmicas rapidas,
como das ligacoes de hidrogénio, que permita uma amostragem maior de configuragoes

momentaneas iniciais.
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