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Resumo

Costa, Rayla Kelly Magalhdes; Pimentel, André Silva. A
reconciliacdo entre o coeficiente de particdo octanol-agua
experimental e calculado do 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-
fosfatidilcolina usando dindmica molecular atomistica: uma
guestdo em aberto. Rio de Janeiro, 2023. 124p. Dissertacao de
Mestrado — Departamento de Quimica, Pontificia Universidade

Catoélica do Rio de Janeiro.

O coeficiente de particdo octanol-agua do composto 1,2-dipalmitoil-
sn-glicero-3-fosfatidilcolina (DPPC) foi investigado utilizando os métodos
de integracdo termodinamica e amostragem guarda-chuva através de
simulacdes de dindmica molecular atomistica. Os campos de forga
AMBER/GAFF e CHARMM/CGenFF foram usados com seis modelos de
agua (SPC, TIP3P, TIP4P, TIP5P, OPC3 e OPC4) amplamente utilizados
em simulacdes de dindmica molecular. Dentre os modelos utilizados, o
modelo de 4gua OPC4 com os dois campos de forca em estudo forneceu
a melhor concordancia com o coeficiente de particAo experimental
octanol-agua do DPPC. No entanto, ainda existe muito espaco para
melhorias nos modelos de agua que estimam a tensdo superficial de
forma apropriada. Usando o modelo de agua OPC4, a energia livre de
Gibbs de transferéncia do DPPC do octanol para a fase aquosa foi
calculada em 19,8+0,3 e 20,2+0,3 kcal mol*, estimando um coeficiente de
particdo octanol-agua de 14,5+0,4 e 14,8+0,3 para os campos de forca
AMBER/GAFF e CHARMM/CGenFF, respectivamente. A amostragem
guarda-chuva apresentou problemas de arrastes de moléculas de uma
fase para outra, gerando artefatos e consequentemente subestimando os
valores de energia livre e de coeficiente de particdo octanol-agua. Este
estudo mostra a importancia do desenvolvimento de novos modelos de
agua que reproduzam com precisdo todas as suas caracteristicas
experimentais. A conciliacdo entre medicbes experimentais e calculos

tedricos do coeficiente de particdo de moléculas anfifilicas poderia ser
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resolvida através do ajuste dos parametros do modelo de agua. Este
estudo possui grande importancia na simulacdo de propriedades
moleculares de importancia em muitas areas de aplicagcfes cientificas e
industriais, tais como biofisica, surfactante, coloides, membranas,

medicina, nanotecnologia, e industrias alimenticias e farmacéuticas.

Palavras-chaves:

Métodos Alquimicos; Amostragem Guarda-chuva; Calculos de

Energia Livre; Coeficientes de Particdo; Moléculas Anfifilicas.
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Abstract

Costa, Rayla Kelly Magalhdes; Pimentel, André Silva (Advisor). The
reconciliation between the experimental and calculated
octanol-water partition coefficient of 1,2-dipalmitoyl-sn-
glycero-3-phosphatidylcholine using atomistic molecular
dynamics: an open question. Rio de Janeiro, 2023. 124p.
Masters Dissertation — Department of Chemistry, Pontifical Catholic

University of Rio de Janeiro.

The octanol-water partition coefficient of the compost 1,2-
dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphatidylcholine  (DPPC) molecule was
investigated using the methods of thermodynamic integration and umbrella
sampling through atomistic molecular dynamics simulations. The
AMBER/GAFF and CHARMM/CGenFF force fields were used with six
water models (SPC, TIP3P, TIP4P, TIP5P, OPC3, and OPC4) widely used
in molecular dynamics simulations. Among the models used, the OPC4
water model with the two force fields provided the best agreement with the
experimental octanol-water partition coefficient of the DPPC. However,
there is still much room for improvement in water models that correctly
estimate the surface tension. Using the OPC4 water model, the Gibbs free
energy of transferring DPPC from octanol to the aqueous phase was
calculated to be 19.8+0.3 and 20.2+0.3 kcal mol?, estimating an octanol-
water partition coefficient of 14.5+£0.4 and 14.8+0.3 for the AMBER/GAFF
and CHARMM/CGenFF force fields, respectively. Umbrella sampling
presented issues of molecules being dragged between the two phases,
generating artifacts, and consequently underestimating the values of free
energy and octanol-water partition coefficient. This study shows the
importance of developing new models of water that accurately reproduce
all its experimental characteristics. The reconciliation between
experimental measurements and theoretical calculations of partition
coefficients of amphiphilic molecules. This study may have great

importance in many areas of scientific and industrial applications, such as
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biophysics, surfactant, colloids, membranes, medicine, nanotechnology,

and food and pharmaceutical industries.

Keywords:

Alchemical Methods; Umbrella Sampling; Free Energy Calculations;
Partition Coefficients; Amphiphilic Molecules.
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1. Introducéao

Os fosfolipidios sdo os principais constituintes das membranas
biolégicas e possuem papeis importantes para as propriedades estruturais
e funcionais das membranas celulares (URAN et al., 2001). O 1,2-
dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina (DPPC) é um dos mais importantes
componentes lipidicos zwitteridnicos, que pode ser encontrado em todos
0S organismos vivos e compreendem cerca de 40-50% do total de
fosfolipidios celulares (LEEKUMJORN; SUM, 2006; URAN et al., 2001). O
DPPC atua como parte vital na fusdo e transporte de membrana, na
endocitose e na atividade catalitica de enzimas, diminui os niveis de
lipidios e colesterol no sangue prevenindo doencas cardiovasculares e no
transporte e absorcdo de gorduras ajudando na inibicdo da obesidade
(ZHOU et al., 2016). Aléem disto, os surfactantes pulmonares consistem
em uma mistura complexa de proteinas e fosfolipidios, sendo o DPPC o
mais abundante ja que corresponde a 45% da massa dos surfactantes
pulmonares (BAER et al., 2019). O DPPC tem como funcdo reduzir a
tensdo superficial alveolar para evitar o colapso durante a expiracao
(SOUZA et al., 2020a).

A estrutura do DPPC é composta por uma cabeca polar, contendo
um grupo fosfato e um grupo colina, e por duas caudas derivadas de
acidos graxos, unidas por uma molécula de glicerol (SOUZA et al.,
2020a). Devido a sua organizacdo estrutural, o DPPC possui
caracteristica hidrofébica, sendo considerado um composto anfifilico pois
apresenta na mesma molécula tanto parte hidrofilica quanto hidrofébica
(COSTA et al., 2023). Além disso, apresenta a capacidade de modificar a
tensdo de superficial na interface e influencia na superficie de contato
onde estdo inseridos (PARRA; PEREZ-GIL, 2015).

DPPC é largamente utilizado tanto em produtos industriais quanto
de consumo. Dessa forma, o destino ambiental e a biodisponibilidade
destes compostos tornam-se muito relevante (GARRIDO et al., 2009). O

coeficiente de particdo octanol-agua (logK,, ) € um parametro chave para
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avaliar as propriedades mencionadas anteriormente (CHENG et al.,
2007). Existem diversos métodos experimentais capazes de determinar
logK,,, mas o método de agitagdo lenta é o mais adequado para
surfactantes (FINIZIO; VIGHI; SANDRONI, 1997; MILLER; MCWILLIAMS,
2010; SHORT et al., 2010). No entanto, é um desafio técnico determinar o
logK,, para moléculas anfifilicas. Devido as suas propriedades, 0s
surfactantes formam agregados na solugcdo e podem emulsionar na
mistura octanol-agua (SHORT et al., 2010).

Além dos métodos experimentais, existem as ferramentas de
quimio(bio)informética que sdo capazes de prever caracteristicas
relacionadas a absorcao, distribuicdo, metabolismo, excrecao e toxicidade
(ADMET) com base em banco de dados de moléculas (FERREIRA;
ANDRICOPULO, 2019; VAN DE WATERBEEMD; GIFFORD, 2003).
Geralmente, elas sdo baseadas em modelos de aprendizado de maquina
de grandes conjuntos de dados de pequenas moléculas, podendo néo
representar com precisdo os dados relacionados ao logK,, de moléculas
anfifilicas (SARKAR; KELLOGG, 2010).

A termodinamica pode ser utilizada para realizar célculos de
logK,,, utilizando as energias livres de hidratacdo de uma substancia na
fase octanol e na fase aquosa sem enfrentar tantos desafios quando
comparados aos estudos experimentais (FORNASIER et al., 2020;
SOUZA et al., 2020a; COSTA et al., 2023). Pode-se calcular o coeficiente
de particdo correspondente, de acordo com a seguinte equacao:

logK,,, = %

Eq. 01
onde AG,,, € a energia livre de transferéncia da molécula em estudo da
fase octanol para a fase aquosa, a temperatura € geralmente medida em
298 K sob presséo de 1 bar e R é a constante universal dos gases (8.314
JK1 mol?l). Dentre as diversas formas de calcular logK,, através da
termodinamica, este trabalho utiliza dindmica molecular atomistica através
de céalculos de amostragem guarda-chuva (US) (TORRIE; VALLEAU,

1977) e integracéo termodinamica (TI) (BOYCE et al., 2009).
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Recentemente estudos realizados por Tempra et al demostram que
as simulacdées de monocamadas de DPPC usando dinamica molecular
dependem da tenséo superficial do modelo de agua utilizado e também
do método de célculo das interacbes de longo alcance (TEMPRA;
OLLILA; JAVANAINEN, 2022). Com base neste estudo, os célculos de
logK,, para as moléculas anfifilicas dependem dessa mesma
metodologia. Estudos realizados por Fan et al apresentam uma
metodologia de calculo do logK,, de pequenas moléculas que estédo
presentes no desafio SAMPLG6 utilizando dindmica molecular atomistica e
métodos de amostragem alquimica. Observa-se que a maioria das
moléculas utilizadas sédo hidrofébicas. Dessa forma, essa metodologia
pode ser uma alternativa para ser aplicada a molécula de DPPC (FAN;
IORGA; BECKSTEIN, 2020; ISIK et al, 2020a, 2020b; IZADI;
ANANDAKRISHNAN; ONUFRIEV, 2014).

Este trabalho busca determinar o logK,, do DPPC e comparar os
dados encontrados com o Unico valor experimental para a molécula de
DPPC existente na literatura. O valor experimental do logK,, foi obtido
utilizando o método de agitacao lenta realizado em nosso laboratoério e
publicado recentemente (SOUZA et al., 2020a). Faz-se necessario utilizar
diversos modelos de &agua existentes ja que o comportamento da
molécula em estudo depende dos parametros de cada modelo. Neste
estudo, os campos de forca AMBER/GAFF (DUAN et al.,, 2003) e
CHARMM/CGenFF (HUANG; MACKERELL, 2013) sao utilizados com o0s
seguintes modelos de agua: carga de ponto unico (SPC) (BERENDSEN,;
GRIGERA; STRAATSMA, 1987), potencial intermolecular transferivel com
trés pontos (TIP3P) (PRICE; BROOKS, 2004), quatro pontos (TIP4P)
(JORGENSEN et al, 1983) e cinco pontos (TIP5P) (KHALAK;
BAUMEIER; KARTTUNEN, 2018), cargas de ponto 6timo com trés pontos
(OPC3) e quatro pontos (OPC4) (IZADI; ANANDAKRISHNAN;
ONUFRIEV, 2014; JAVANAINEN et al., 2018; TEMPRA; OLLILA;
JAVANAINEN, 2022). A importancia deste estudo esta principalmente na
tentativa de conciliacdo dos valores experimentais com os valores
encontrados por métodos computacionais, e apontar possiveis origens do

porqué da falta de reconciliagdo. Como este parametro é dificil de medir
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empiricamente, € importante que se tenham métodos computacionais que

possam medir com precisao esta propriedade.

2. Objetivos

2.1. Objetivo Geral

7

O objetivo deste trabalho é calcular o coeficiente de particdo
octanol-agua (logK,,) do fosfolipidio 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-
fosfatidilcolina (DPPC) utilizando dindmica molecular atomistica atravées
da energia livre de Gibbs de transferéncia entre as fases aquosa e octanol
(AG,,,). Para isto, utilizaram-se métodos alquimicos com a integracéo

termodinamica e métodos de amostragem guarda-chuva-

2.2. Objetivos especificos

e Verificar a influéncia dos diferentes modelos de 4gua nos calculos
de energia livres de Gibbs de transferéncia entre as fases aquosa e
octanol.

e Identificar as diferencas nos célculos de energia livre entre os
resultados obtidos utilizando os campos de forca AMBER/GAFF e
CHARMM/CGenFF.

e Avaliar o célculo da energia livre de Gibbs de transferéncia entre as
fases aquosa e octanol utilizando dois métodos distintos: Método
alquimico com a integracdo termodindmica e o método da
amostragem guarda-chuva. Desta forma, pode-se determinar o
melhor método para o sistema em estudo.

e Comparar o0s resultados encontrados com o Unico valor

experimental disponivel na literatura.
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3. Reviséo bibliografica

3.1 Fosfolipidios

Os fosfolipidios séo os principais componentes lipidicos estruturais
das membranas celulares. Trata-se da estrutura que media o que pode
entrar e sair das nossas células (WODTKE, 1978). A estrutura destas
moléculas consiste de duas "caudas hidrofébicas" de acidos graxos,
ligadas por meio de um glicerol a uma "cabeca hidrofilica” de um grupo
fosfato e outros grupos carregados ou polares (PICHOT; WATSON;
NORTON, 2013). Geralmente, o grupo fosfato pode ser modificado com
outras moléculas organicas simples. A Figura 01 mostra a sua estrutura

genérica.

Y

Cabeca
Hidrofilica

Y

Caudas
Hidrofébicas
Figura 01 - Representacdo esquematica dos fosfolipidios. Os &cidos

graxos nas caudas podem ser saturados (S) ou insaturados (1).

Vérios fosfolipidios sdo utilizados como agentes emulsificantes,
promovendo a dispersao coloidal de um liquido em outro, e como agentes
tensoativos, reduzindo a tensdo superficial de uma solucao
(AGASSANDIAN; MALLAMPALLI, 2013). Os fosfolipidios podem exercer
essas funcdes pois sdo moléculas anfifilicas (DEAMER, 2017).

As propriedades dos fosfolipidios e de outras moléculas lipidicas
anfifilicas sé@o importantes para a formacdo das estruturas das
membranas biologicas (DOWHAN, 1997; KHANDWALA; KASPER, 1971).
Uma vez que suspensos em agua, eles formam espontaneamente

agregados esféricos ou cilindricos. Neste caso, as caudas hidrofébicas
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ficam voltadas para o interior evitando o contato com a agua, e as
cabecas hidrofilicas ficam em contato com a agua, como mostrado na
Figura 02(A) (HWANG; RAMSEY:; KABANOV, 2020; MENGER, 1979). Em
concentragbes apropriadas eles formam espontaneamente bicamadas
lipidicas, que se rearranjam em estruturas ordenadas, de forma que as
caudas hidrofébicas sdo orientadas no interior para excluir a agua.
Simultaneamente, os grupos das cabecas polares sao orientados para a
agua, como mostrado na Figura 02(B), estabelecendo assim a estrutura
basica das membranas (LIPOWSKY, 1995; VEATCH; KELLER, 2002).

(A) Meio aquoso (B) Meio aquoso
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Figura 02 - (A) llustracdo de uma micela formada por fosfolipidios. (B)
llustracdo de uma bicamada lipidica composta por fosfolipidios.
Além disso, os fosfolipidios comp&em os surfactantes pulmonares,
cuja funcéo é reduzir de forma significativa a tensédo superficial dentro do
alvéolo pulmonar. E composto por uma mistura de ~80-85% de
fosfolipidios, 5-10% de lipidios neutros e 8-10% de proteinas especificas.
Eles formam uma camada entre o liquido aquoso das vias aéreas e o ar
inspirado no interior dos pulmdes (CHOI; JANG; PARK, 2020). Essas
misturas sdo montadas, transportadas, secretadas e recicladas no espaco
alveolar. Sdo moléculas dinamicas, por se tratar de uma superficie
exposta a constante dindmica de compressao-expansao do ciclo
respiratorio (NKADI; MERRITT; PILLERS, 2009). O funcionamento
anormal do surfactante acontece devido a oxidacdo, degradacao
proteolitica e inibicdo levando ao desconforto respiratorio com morbidade
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e mortalidade concomitantes (LOPEZ-RODRIGUEZ et al., 2017). O
surfactante pulmonar é absolutamente necessario, e a sua auséncia,
deficiéncia ou inativacdo esta associada a doencgas pulmonares graves.
(BLANCO; PEREZ-GIL, 2007) Além de contribuir para o aumento
significativo das respostas imunes alérgicas (BRANDT et al., 2008).

Algumas das aplicacdes terapéuticas de surfactante pulmonares
exdgenos € na sindrome do desconforto respiratorio em prematuros,
levando a reducdo da mortalidade (HENTSCHEL et al., 2020), em lesé&o
pulmonar aguda e na sindrome do desconforto respiratério agudo
(WILLSON; NOTTER, 2011).

3.2. 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina (DPPC)

O 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina (DPPC) pode ser
encontrado em todos 0s organismos vivos. Sdo predominantemente
encontrados nas membranas celulares de animais, e esta envolvida em
uma série de processos que ajudam a manter o funcionamento do
organismo (URAN et al.,, 2001). Além de ser o componente lipidico
predominante nos surfactantes pulmonares (representa aproximadamente
40% da massa total do surfactante) (BLANCO; PEREZ-GIL, 2007), o
DPPC sozinho tem as propriedades de reduzir a tensdo superficial
alveolar. Porém, necessita das proteinas de surfactante especificas (SP-
A, SP-B, SP-C e SP-D) e outros lipidios para facilitar sua absorcao na
interface ar-liquido (PARRA,; PEREZ-GIL, 2015; SOUZA et al., 2020a).

Possuem diversas fungdes no organismo: atua mantendo a
integridade das membranas celulares (LI et al., 2006), protege e auxilia na
recuperacédo das células do figado quando expostas a ingestao excessiva
de 4&lcool ou ingestdo de substancias téxicas e de intoxicacdo
medicamentosa (ALICE; MELLO, 2009; AMORIM et al.,, 2011), exerce
funcd@o no transporte de gordura de uma célula para outra, mantendo as
estruturas celulares saudaveis (SOUZA et al., 2020a), desempenha papel
importante em funcdes cognitivas, como aprendizagem e memoria (ZHOU

et al, 2016), e também auxilia na diminuicho da presenca de
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homocisteina no sangue, diminuindo o risco de doencas cardiovasculares
(PAOLETTI et al., 2011).

A sua estrutura possui uma cabeca polar (hidrofilica) com um grupo
de fosfato, um grupo de colina e duas caudas apolares (hidrofébicas)
derivadas de acidos graxos, unidas por uma molécula de glicerol, como
mostra a Figura 03.
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Figura 03 - Estrutura em 2D e 3D da molécula de DPPC.

Devido a sua estrutura, o DPPC tende a agregar-se, organizando-
se em estruturas nanomeétricas. Estas estruturas permitem maximizar as
interagBes hidrofébicas entre as cadeias hidrocarbonicas, isolando-se da
agua, e deixam os grupos polares em contato com o solvente, com o qual
podem interagir conforme mostrado na Figura 02. Tais arranjos
moleculares constituem o estado de menor energia livre (ALLOUCHE,
2012; RUDOLPHI-SKORSKA; FILEK; ZEMBALA, 2017; SOUZA et al.,
2020b).

O DPPC é amplamente utilizado em todo o mundo, tanto em
produtos industriais quanto de consumo, de modo que as propriedades
que determinam sua distribuicdo no meio ambiente sdo de particular
importancia (COSTA et al., 2023).
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3.3. Coeficiente de particdo octanol &gua (logK,,,)

O coeficiente de particdo de um composto entre agua e octanol foi
introduzido pela primeira vez por Hansch e Fujita em 1964 (GARRIDO et
al., 2009). Ao longo dos anos, muitas abordagens e métodos foram
desenvolvidos para estimar esta propriedade (HODGES et al., 2019). E
uma medida da lipofilicidade de um composto e pode ser definido como a
razdo da concentracdo do composto, no equilibrio, apds dissolucdo em
um sistema contendo duas fases imisciveis, neste caso agua e octanol
(Equacéo 02) (FINIZIO; VIGHI; SANDRONI, 1997; RIBEIRO; FERREIRA,
2003).

Cbctanol

By = C
agua

Eq. 02

O coeficiente de particdo € adimensional e é geralmente dado na
forma de seu logaritmo decimal.

Nos ultimos anos, houve um crescente nimero de publicacdes
demostrando a sua correlacdo com propriedades fisicas, quimicas e
biolégicas dos compostos tais como bioconcentracdo, solubilidade,
toxicidade, absorcao e transporte (COSTA et al., 2023; ISIK et al., 2020b;
VILAS-BOAS et al., 2022; WANG et al., 2019). O logK,, se destaca
também por ser um dos parametros-chave na avaliacdo de risco
ambiental de produtos quimicos, devido ser frequentemente usado para
estimar o destino ambiental e a biodisponibilidade (FAN; IORGA;
BECKSTEIN, 2020).

Esta propriedade pode ser medida utlizando técnicas
experimentais: (I) método do frasco de agitacdo (HEYMAN et al., 2019);
(1) técnica geradora de coluna (GC) (PEREIRA; AQUINO NETO, 2000) e
(1) medidas de cromatografia liquida de alta eficiéncia de fase reversa
(CLAE-FR) e de camada fina de fase reversa (TLC-FR) (PEREIRA,
AQUINO NETO, 2000). Também pode ser calculada teoricamente
utilizando diversas metodologias: (I) métodos baseados em fragmentos da
molécula (FABIANA MEIJON FADUL, 2019; SUZUKI; KUDO, 1990); (II)
métodos baseados na contribuicdo atdmica (PARAMETERS, 1987) e (lll)
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meétodos baseados em modelos que utilizam parametros obtidos por meio
de célculos quanticos (CENSE et al., 1994).

3.3.1. Métodos experimentais para calcular o logK,, de surfactantes

Atualmente, existem varios métodos experimentais que estédo
disponiveis para medicao ou previsao de logK,, de surfactantes. (OECD,
1989) Os mais adequados sdo: 0 método de agitacéo lenta (OECD 123)
(GUIDELINES, 2022), o método de cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) (OECD 117) (OECD, 1989) e o método de razédo de solubilidade
(OECD 107) (OECD/OCDE, 1995), que faz o uso da razéo da solubilidade
guimica em agua e octanol.

O método de agitacdo lenta € o mais utilizado e adequado para o
uso em surfactantes devido a sua principal caracteristica, que busca
minimizar a agitacdo e aumentar a troca entre a 4gua e o octanol evitando
a formacdo de goticulas e espuma. Este método € aplicado na
determinacao de valores de logK,, de compostos altamente hidrofébicos
variando de 5,0 até 8,2 (GUIDELINES, 2022). E importante ressaltar que
este método deve ser aplicado abaixo da concentracdo micelar critica
(CMC) para evitar a formacao de agregados (HODGES et al., 2019).

O método CLAE é realizado em colunas analiticas empacotadas
com silica quimicamente modificada com cadeias longas de
hidrocarbonetos (por exemplo, C8 ou C18). Este método permite que os
coeficientes de particdo sejam estimados na faixa entre 0 e 6. Nao é
aplicavel a acidos e bases fortes, complexos metalicos, substancias que
reagem com o eluente ou surfactantes ionizaveis (OECD, 1989).

O método da razdo das solubilidades é calculado através do
logaritmo da razdo entre as solubilidades do octanol e a solubilidade da
dgua, que sdo determinadas experimentalmente. No entanto, a
solubilidade do surfactante em agua ndo é propriamente definida nem
facil de medir (HODGES et al., 2019; OECD/OCDE, 1995).

Existe uma preocupacdo de que esses metodos disponiveis nao
tenham sido totalmente validados para o uso em surfactantes e possam

nao ser aplicaveis devido ao comportamento dos surfactantes. Dessa
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forma, determinar os dados de logK,,, para surfactantes é um desafio
devido as suas propriedades (FAN; IORGA; BECKSTEIN, 2020; FINIZIO;
VIGHI; SANDRONI, 1997; MILLER; MCWILLIAMS, 2010; SHORT et al.,
2010).

A necessidade de medir um coeficiente de particdo para
surfactantes com precisdo € de importancia ambiental significativa
(BANAT et al.,, 2010; OLIVEIRA et al., 2005; OLIVEIRA; MEI, 2009;
RAIGER; LOPEZ, 2009; SILVA et al., 2015). Um dos motivos pelo qual
existe uma grande busca por métodos teéricos capazes de estimar com
precisdo valores de logK,,,, € devido as inumeras dificuldades existentes
entre métodos experimentais para estimar esta propriedade para
compostos hidrofébicos e para os surfactantes (HODGES et al., 2019).
Algumas das dificuldades seréo listadas a seguir.

A tensdo superficial de equilibrio (yeq) de uma solugédo de
surfactante depende do tipo e da magnitude das forcas intermoleculares
atuando na regidao superficial e ndo é alcancada instantaneamente. Ela
depende da taxa de difusdo das moléculas do soluto para a superficie e a
alteracdo da tenséo superficial ocorre devido a variacdo da composicao
da superficie (BENEDETTO; ZOLOTUCHO; PRADO, 2015; EASTOE et
al., 1997).

Os surfactantes possuem a tendéncia de formar agregados e se
acumular na interface agua/octanol. Portanto, a quantidade do soluto total
que reside na interface é significante (ALAMI; HOLMBERG, 2003). Isso é
frequentemente considerado uma razao pela qual valores precisos para
logK,, pode ser dificil de medir. Além disso, pode-se formar uma
emulsdo ou espuma na interface octanol-agua, tornando a medi¢cdo um
desafio (FRIBERG; JANSSON; CEDERBERG, 1976).

Outra dificuldade mais séria € a tendéncia dos surfactantes de
formar agregados em solucéo aquosa. Os surfactantes se dissolvem nao
apenas como moléculas Unicas, mas em concentragcbes mais altas
também formam diferentes tipos de agregados sollveis Os agregados
constituem uma pseudofase pois o surfactante no agregado ndo esta
verdadeiramente em solucédo aquosa (NIU; LITMAN, 2002). Sua presenca

pode levar a uma superestimacao grosseira da quantidade em solucao
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aquosa e, por consequéncia, o valor de logK,, € subestimado
(BERKOWITZ; BOSTICK; PANDIT, 2006; BERKOWITZ; VACHA, 2012;
HODGES et al., 2019).

3.3.2. Métodos tedricos para estimar o logK,, de surfactantes

Em principio, é possivel prever valores de logK,, utilizando
métodos tedricos de facil acesso (COSTA et al., 2023). O mais comum
sdo modelos quantitativos de estrutura-propriedade (QSPR) (MARTINS;
FERREIRA, 2013; TAVARES, 2004), ferramentas de
qguimio(bio)informatica baseados em bancos de dados e aprendizado de
maquina (ALVES et al., 2017; S.K.LEE, I.H.LEE,H.J.KIM, G.S.CHANG,
J.E.CHUNG, 2003), e célculos termodindmicos (STOLTZ, 2015a).

Os modelos de QSPR sdo amplamente aplicados para descrever
guantitativamente as relacfes entre a estrutura quimica de moléculas e a
propriedade fisico-quimica por elas desempenhadas, buscando a
identificacdo de valores 6timos para determinadas propriedades fisico-
quimicas (TAVARES, 2004). No entanto, assume-se um estado neutro do
composto. Além disto, o algoritmo exato ndo € relatado nem publicado,
tornando dificil determinar a precisdo ou aplicabilidade destes métodos
aos surfactantes (MARTINS; FERREIRA, 2013; TAVARES, 2004;
HODGES et al., 2019).

As ferramentas de quimio(bio)informatica utilizam recursos de
aprendizado de maquina e redes neurais para treinar modelos a partir de
bases de dados. No entanto, essa ferramentas sdo em sua grande
maioria construidas utilizando dados experimentais de moléculas
pequenas, hidrofilicas e moléculas néo anfifilicas (ALVES et al., 2017).
Portanto, a maioria dessas ferramentas ndo produz estimativas precisas
para surfactantes (COSTA et al., 2023).

Outra forma de prever o logK,, € utlizando calculos
termodinamicos, calculando as energias livres de solvatagdo do soluto
nos dois solventes (AGw em agua e AGo em octanol). Os métodos mais
comumente utilizados sédo: os meétodos alquimicos de integracao

termodindmica usando um ciclo termodindmico de estados n&o-fisico
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(BOYCE et al.,, 2009) e o0 método de amostragem guarda-chuva que é
usado para estimar o perfil de energia livre ao longo de uma ou mais
varidveis coletivas (TORRIE; VALLEAU, 1977). Estes métodos serao
discutidos com detalhes nas secdes 3.4.14 e 3.4.15.

3.4. Simulacdo molecular

Simulagcdo computacional tem sido uma ferramenta poderosa para
a compreensdo dos fendmenos fisicos e quimicos. Houve uma crescente
busca por esta abrangente area de pesquisa, que pode ser justificada por
3 principais motivos: (I) as simulagdes moleculares possibilitam uma
estreita ligacdo entre a teoria e a experiéncia, e quando bem elaboradas
podem encaminhar a novas hipéteses e descobertas experimentais; (ll)
existe um grande numero de graus de liberdade, quebras de simetrias e
efeitos ndo-lineares que sdo entendidos mais facilmente em simulacdes
computacionais do que através de experimentos; (Ill) as simulacdes
moleculares podem alcancar um universo amplo e que ndo esté limitado a
processos que ocorrem na natureza (ADCOCK; MCCAMMON, 2006;
HANSSON; OOSTENBRINK; VAN GUNSTEREN, 2002; NAMBA; DA
SILVA; DA SILVA, 2008). Além disto, as técnicas de simulacdo fornecem
imagens detalhadas do sistema, permitindo alcancar informacdes
importantes, que sao dificilmente obtidas por métodos experimentais
(LYUBARTSEV; RABINOVICH, 2016). Elas podem ser usadas para
quantificar as propriedades de um sistema com precisao e em uma escala
de tempo inacessivel de outra forma. Simulacdes de dindmica molecular
tém sido usadas para estudar propriedades de membranas lipidicas, pois
descrevem e predizem detalhes estruturais inacessiveis a medicdes
experimentais (LEE et al., 2014). Portanto, a simulacdo € uma ferramenta

muito valiosa.

3.4.1. Dinamica molecular classica

A simulacdo de dinamica molecular (DM) é uma das técnicas
computacionais mais versateis (HANSSON; OOSTENBRINK; VAN
GUNSTEREN, 2002). A metodologia da DM ¢é fundamentada nos
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principios da mecéanica classica e fornece informacbes sobre o
comportamento dindmico microscépico dos atomos individuais que
compdem o sistema (ADCOCK; MCCAMMON, 2006; NAMBA; DA SILVA;
DA SILVA, 2008). E amplamente utilizado para obter informagdes sobre a
evolucdo temporal de conformacdes de proteinas, de outras
macromoléculas bioldgicas e informacgdes cinéticas e termodinamicas.

A simulacdo de DM consiste da solugdo numérica da equacgdo de
movimento, que pode ser descrita para um sistema molecular simples

pela Equacéo 03:

Fi(t) = maq;
Eq. 03
v (r;)
ar;

Fi(t) = —

Eq. 04
onde F; é a forca que atua sobre a particula i no sistema em um instante
de tempo (t), V(r;) € o potencial que atua na particula i na posicao r;, e a;
€ a aceleracdo da particula i de massa m;. Ap6s definir o campo de forca,
€ possivel calcular as forcas que atuam sobre cada atomo, calculando-se
a derivada primeira da energia potencial, obtida do campo de forca
escolhido, em relacdo as posicdes desses atomos como mostra a
Equacdo 04. A Equacdo 04 gera de modo direto a aceleracdo da
particula. A partir desta, integrando-se as equacdes de movimento, pode-
se obter as velocidades, que proporciona a mudanca de posicdo do
atomo. Através das novas posicOes e velocidades de cada particula,
obtém-se as energias potencial e cinética do sistema. Aplicando-se
continuadamente esse procedimento, obtém-se a trajetoria do sistema,
gue é o conjunto de posicdes e velocidades de cada particula ao longo do

tempo.

3.4.2. Ensembles

Em termodindmica, ensemble é o conjunto de configuracées em
certas propriedades mantidas constantes durante a integracdo das

equacOes de Newton que representam o estado de um sistema. Os
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ensembles da termodindmica estatistica (NVE, NVT, NPT, uVT, NyT)
podem ser definidos através da mecanica quantica ou classica
(PARANJAPE, 2015).

O ensemble microcandnico (NVE) possui o nimero de particulas
(N), volume (V) e energia total (E) constantes durante a simulacdo. Neste
caso, o sistema deve permanecer totalmente isolado (sem trocar energia
ou particulas com a sua vizinhanca), a fim de atingir em equilibrio
estatistico (TOBIAS; MARTYNA; KLEIN, 1993).

No ensemble candnico (NVT), o numero de particulas (N), volume
(V) e temperatura (T) sdo mantidos constantes. E apropriado para
descrever um sistema fechado em contato térmico com um banho de
calor (termostato). Para alcancar o equilibrio estatistico, o sistema deve
se manter totalmente fechado sem trocar particulas com a sua vizinhancga.
O sistema pode entrar em contato térmico com outros sistemas que
possuem a mesma temperatura (FRENKEL; SMIT; RATNER, 1997;
LEACH, 2001).

O ensemble isotérmico-isobarico (NPT) mantem o numero de
particulas (N), pressao (P) e temperatura (T) constantes. Este conjunto
desempenha um papel fundamental na quimica e biologia, visto que as
transformacdes quimicas e os processos biolégicos ocorrem geralmente
sob condi¢cdes de presséo e temperaturas constantes (BUSSI; DONADIO;
PARRINELLO, 2007; ZHOU et al., 2016; ZWANZIG, 1954)

O ensemble grand-candnico (uVT) usa o potencial quimico (u),
volume (V) e temperatura (T) constantes. Ele € usado na descricdo de um
sistema que ndo estd isolado em contato com um reservatério de calor
(termostato) e de particulas (potencial quimico fixo) (BUSSI; DONADIO;
PARRINELLO, 2007; ZHOU et al., 2016; ZWANZIG, 1954).

No ensemble com acoplamento de tensdo superficial (NyT), séo
mantidos constantes o numero de particulas (N), a tenséo superficial (y) e
a temperatura (T) (FRENKEL; SMIT; RATNER, 1997).
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3.4.3 Campos de forca

Como mostrado anteriormente, para descrever a mudanca da
posicdo x de um determinado atomoi como funcdo do tempo é
necessario conhecer a massa de cada atomo (m;) e a forga (F;) sobre
cada atomo i em uma dada posicdo r;. No entanto, como 0s atomos nao
estdo isolados, mas ligados a outros atomos formando moléculas que, por
sua vez, interagem com outras moléculas, eles estdo sujeitos a forcas
interatbmicas e intermoleculares. O célculo destas forcas é realizado
através do campo de forca (KAMINSKI et al., 1994; LIU et al., 2013).

Cada campo de forgca determina um conjunto de equacodes
matematicas dedicadas a descrever aspectos do comportamento
molecular, como o estiramento de ligagdes quimicas, a deformacédo de um
angulo de ligacdo ou a torcdo de um diedro. Estas equacdes sao
parametrizadas para reproduzir o comportamento dos compostos de
interesse (KAMINSKI et al., 1994). Estas equacdes e parametrizacdes
podem ser alteradas gerando diferentes campos de forcas.

O avanco computacional permitiu o desenvolvimento de diversos
campos de forca. Os campos de forca ndo polarizaveis disponiveis
atualmente sd@o descritos através dos modelos: atomistico ou All-Atom
(AA), United-Atom (UA) e coarse grained (CG) (FUENTES-AZCATL;
ALEJANDRE, 2014; KAMENIK et al., 2020; XIA; CHAI; WANG, 2017).

Os campos de forcas AA descrevem todos os atomos do sistema,
incluindo os hidrogénios e permitem calcular propriedades a partir de
escalas nanométricas e escalas de tempo de nanosegundos,
possibilitando obter informacgdes a nivel atdmico. Isto implica em um maior
custo computacional, mas fornecem mais detalhes em comparacdo com
os campos de forca UA e CG (MCDONALD; JORGENSEN, 1998; RIZZO;
JORGENSEN, 2016).

Os campos de forca UA utilizam a simplificagdo que os atomos de
hidrogénio ligados a atomos de carbono (hidrogénios apolares) sejam
unidos a este elemento, dando origem a um pseudoatomo
(SMONDYREV; BERKOWITZ, 1999). Por exemplo, os grupos CH, CHz e
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CHs sdo considerados como trés particulas unicas (DUBBELDAM et al.,
2004).

No campo de for¢a CG, varios &tomos sédo agrupados a uma unica
particula chamada de “gréos”. Esse agrupamento ocorre através de um
mapeamento de quatro &tomos pesados para um grao, que representa o
centro de interacdo (MARRINK et al., 2007). O campo de forca CG possui
um custo computacional muito menor quando comparado aos campos de
forca AA e UA. No entanto, estas simplificacdes trazem consigo algumas
limitacbes (DE JONG et al., 2013) tais como falta de detalhamento das
interacbes e um excessivo grude artificial entre as moléculas
(FORNASIER et al., 2020; SOUZA et al., 2020a).

Na maioria dos campos de forca, a energia potencial das moléculas
€ representada pela soma de varias contribuicbes em funcdo das

coordenadas, como apresentada na Equacéao 05:

AE= D4+ 4>+

El Ea Et Enl
Eq. 05
onde
2El: Energia em funcdo do comprimento de ligacao
XYEa: Energia em funcdo do angulo de ligacao
JEt: Energia em funcao da torcdo propria dos angulos
YEnl: Energia em funcdo das interacbes de &tomos nédo ligados

(Coulombianas e de van der Waals).
3.4.3.1 CHARMM/CGenFF

CHARMM (Chemistry at HARvard Macromolecular Mechanics) é
um programa de simulacdo molecular que possui um conjunto de campos
de forca AA. O campo de forga geral do CHARMM é conhecido como
CGenFF, e tem sido usado para uma variedade de propdésitos e se
expandiu rapidamente para lipidios e surfactantes. O CGenFF usa a
funcdo de energia potencial aditiva para calcular a energia em fungao das

coordenadas  cartesianas do  sistema  (ALLOUCHE, 2012;
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VANOMMESLAEGHE; MACKERELL, 2012), conforme mostrado na
Equacéo 06:

Intramolecular (termos ligados)

Frow = ) Ky (b=b)*+ ) Ko(6—0,)?

ligagdes angulos

+ z Ky(1 4+ cos(n® — 6)) + Z K,(p — ®o)?

diedros diedros
improéprios

2
+ z Kyg(r13 — T1,350)
Urey—Bradtey

Intermolecular (termos nao ligados)

qi4;
Fow= ) io—+ey

nao ligados

Eq. 06
onde, r corresponde as coordenadas cartesianas do sistema. A porcao
intramolecular da funcdo de energia potencial inclui termos para as
ligacdes, angulos de ligacdo, angulos diedros, angulos diedros impréprios
e um termo Urey-Bradley. Os termos intermoleculares abrangem as
interacOes eletrostaticas e van der Waals (vdW), onde g; e q; s@o as
cargas atbmicas parciais dos atomos i e j. O termo ¢;; € a profundidade
do pogo, Rpyn,; € a distéancia minima entre os atomos i e j no termo
Lennard-Jones (LJ) usado para tratar as interacbes vdW, e r;;€ a
distancia entre os atomos i e j (ALLOUCHE, 2012; VANOMMESLAEGHE;
MACKERELL, 2012, 2012). A funcéo de energia apresentada na Equacao
06 foi estendida para incluir um mapa de correcéo de energia diédrica 2D,
conhecido como CMAP, que tem sido usado para melhorar o tratamento
das propriedades conformacionais dos termos ¢ e ¥ (MACKERELL,;
FEIG; BROOKS, 2004).
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As simulacdes moleculares de lipidios e surfactantes necessitam
de parametros precisos capazes de reproduzir e prever propriedades
experimentais. Um modelo de cadeia de atomos unidos (UA)
CHARMM27/27r foi desenvolvido para os lipidios (HENIN; SHINODA,;
KLEIN, 2008). No entanto, ele sofre da falha de que as simula¢cbes de
bicamada fosfolipidicas requer um conjunto de area de superficie imposta,
0 que limita seu uso a sistemas de bicamada puros. Um novo modelo foi
desenvolvido por Lee e colaboradores (LEE et al., 2014) com base nos
parametros lipidicos de todos os atomos CHARMMS36 (C36). Este modelo
concorda bem com os resultados de membrana lipidica e formacédo de
micela de um surfactante. As simulacdes resultam em propriedades
precisas (area de superficie por lipidio, fatores de forma de raios-X e
néutrons e parametros de ordem de cadeia) de varias bicamadas de

cadeia saturada e insaturada (LEE et al., 2014).
3.4.3.2 AMBER/GAFF

AMBER (Assisted Model Building and Energy Refinement) refere-se a
um conjunto de campos de forca mecanica molecular para a simulagéo de
computacional. Foi desenvolvido pelo grupo do pesquisador Peter
Kollman da Universidade da Califérnia. Ele recebe o mesmo nome do
software de mecanica molecular que originalmente simula esse campo de
forca (J. WANG, 2000). Ele pode também ser simulado no pacote
computacional GROMACS. Como foi mencionado anteriormente cada
campo de for¢ca segue uma funcédo particular para a descricdo de cada um
dos termos da equacdo geral de potencial. A energia potencial dos
campos AMBER/GAFF obedece a funcdo mostrada na Equacdo 07
abaixo:

Etotar = Z K, (r— req)z + Z Kq(6 — eeq)z

ligagoes angulos

Y Aij By | qiq;
+ Z — [1+ cos(n® — y)] + Z —= — =+

diedros i<j

Eq. 07
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onde 7, € 6., sdo parametros estruturais de equilibrio; K, K¢, Vn séo
constantes de forca; n € a multiplicidade e y é o angulo de fase para os
parametros do angulo de torcdo. Os parametros A, B e q caracterizam 0s

potenciais ndo ligados e q; € g; sdo as cargas atomicas parciais dos

s by

atomos i e j, respectivamente. O termo K, é referente a constante de
mola da ligacdo. Ha também os termos da distancia da ligacdo e a
distancia de equilibrio. A somatoéria dos angulos simboliza a energia
angular entre trés atomos covalentemente ligados e a somatoria do
diedral corresponde a energia da tor¢cdo de uma ligacdo sobre sua ordem
(BAYLY et al., 1995; DICKSON et al., 2012; J. WANG, 2000; WANG et al.,
2004). As trés primeiras somatorias (ligacdes, angulos e diedral) séo
relacionadas a energia potencial da ligacdo covalente, enquanto o ultimo
termo é referente as interacbes ndo-covalentes (eletrostaticas e de van
der Walls).

AMBER ¢é uma familia de campos de forca para mecénica
molecular frequentemente utilizada para modelagem de biomoléculas. Os
parametros lipidicos reproduzem corretamente as caracteristicas
estruturais das bicamadas de fosfatidilcolina em uma variedade de
sistemas, incluindo ions, colesterol, peptideos e proteinas (CORDOMI;
CALTABIANO; PARDO, 2012).

3.4.4 Calculo do potencial

O somatorio das contribuicbes das interagbes ligadas (L) e nao
ligadas (NL) de um conjunto de particulas define o potencial dessas
interacdes na dindmica molecular classica, que esta representado na

Equacéo 08:

N
Etotar = Z(EL,L' + ENL,i)

=1
Eq. 08
A Equacdo 08 mostrada acima pode ser dividida em dois termos,
no primeiro termo estao as interacdes ligadas representada por (E;), que
sdo as contribuicbes covalentes que preserva as particulas unidas:

potencial de comprimento de ligac&o, potencial de angulo de ligacdo e o
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potencial de tor¢cdo de ligacdo. E no segundo termo tem-se as interacdes
nao ligadas representada por (Ey;), que correspondem a contribuicdo das
interacbes de van der Waals e de Coulomb. Isto é, as interacfes
eletrostaticas sdo calculadas por termos de Coulomb e as interacdes de
van der Waals sdo calculadas pelo potencial de Lennard-Jones (ALLEN,
2017).

E importante ressaltar que normalmente os campos de forca s&o
agnosticos no que diz respeito aos tipos de ligacdes, consequentemente,
ndo h& diferenca visual entre uma ligacdo simples, dupla ou tripla. A

diferenca é definida pelo comprimento da ligacéo e a constante de forca.
3.4.4.1 Comprimento, angulo e torcao de Ligacao

E possivel descrever a energia da ligacdo covalente de duas
particulas i e j em funcdo do comprimento de ligagdo no campo de forca,

através do potencial harménico (ALLEN, 2017) mostrado na Equacéo 09

1
By = 5 Kij(ryj = r3)?
Eq. 09

onde r;; — ;7 € a distancia entre as particulas i e ja partir de uma

referéncia padrdo, r;j. A constante de forca de ligagdo especifica para
esse par de particulas € dada por K;;. Essa aproximacao € baseada na lei
de Hooke em funcédo dos termos de coordenadas internas moleculares
que ddo origem ao potencial, sendo valida para tratar moléculas com
pequenas flutuagcdes (CRAMER, 2004).

A deformacdo do angulo é descrita através da aproximacao ou
afastamento que ocorre entre duas particulas. Sejam as particulas i, j e [,
unidas por duas ligacdes, seu potencial sera gerado pela deformacéo das
mesmas e pode ser calculado pela aproximacdo do potencial harmoénico

(Equacéo 10)
1
E, = > K, (65 — 67)°

Eq. 10
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onde 6;; é a variagdo do angulo, 6, é o angulo de equilibrio e K, € a
constante de deformacdo angular das trés particulas (ALLEN;, 2017;
CRAMER, 2004).

O campo de forca CHARMM, por exemplo, emprega uma equacao
adicional na descricdo dos angulos de ligagcdo, chamada Urey-Bradley
(Equacédo 06), que busca preservar a distancia entre o primeiro e o
terceiro atomos de um angulo.

E o potencial de torcdo € definido pelo angulo diedro a partir de
quatro particulas i, j,k e [, onde ¢;j; € o angulo formado entre os planos

ijk e jkl como é mostrado na Equacéo 11.

Ed = Kd(l + COS(Tl@l'jkl - @l'ojkl))
Eq. 11

Eqi = %Kdi(fijkl — &)?
Eq. 12
onde @7;; € angulo do diedro de referéncia, K, € constante do diedro e
n € a multiplicidade da funcdo. Na Equacdo 12 estd descrito os angulos
diedros impréprios que também sao representados pelos campos de
forcas. Neste caso, 0 angulo diedro improprio de referéncia € descrito por
§i © Kgi € a constante de angulo diedro improprio (ALLEN;, 2017;

CRAMER, 2004).
3.4.4.2 Interagdes de van der Waals

Antes de iniciar a discusséo é importante ressaltar que o potencial
de van der Waals estd relacionado com o campo de forca.
Consequentemente, os parametros de vdW em diferentes campos de
forcas sao distintos (CRAMER, 2004).

Para o campo de forca CHARMM as interagfes de van der Waals séao
calculadas com o potencial de Lennard-Jones 12-6 (Equagé&o 13):
Epqw = Z (% - %) sw(ré,rOZn' rosz)

excl(i,j)=1 i

Eq. 13
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onde sw é uma fungdo de comutacgdo, o excl(i,j) € zero (0) se os atomos
estiverem conectados por angulos ou ligagdes ou i > j, e r;; € a distancia
entre o centro de geometria dos grupos contendo &tomos i e j. Os termos
i} e rl-?- descrevem a repulsdo e a atracdo das particulas,
respectivamente (BROOKS et al., 1983).

Para o campo de forca AMBER, existem duas maneiras comuns de
calcular as interagcdes do potencial de Lennard-Jones, sendo elas

representadas nas Equacdes 14 e 15.

Fuaw =4¢[7) "= ()]

Eq. 14

1 1on\1% 1 ,1\®
B =4¢[3(2) - 3() |
Eg. 15
Ambas descrevem a interacdo nédo ligada entre duas particulas na
distancia » como a soma de um atrativo r® e um r repulsivo r2. Neste
caso, dois parametros sdo necessarios, a profundidade do poco € e uma

distancia caracteristica o ou ry, que é a distancia energeticamente mais
favoravel de dois atomos (BAYLY et al., 1995).

3.4.4.3 Interacdes Eletrostaticas ou de Coulomb

Quando se tem duas particulas carregadas, o potencial
eletrostatico € dado a partir da lei de Coulomb, que geralmente é
calculado pela Equacéo 16 abaixo:

£ = qiq;
el 4o, 1y

Eq. 16
onde q; e q; descrevem a magnitude das cargas pontuais de cada
particula, r;; € a distancia entre as cargas, g, € a permissividade do vacuo

e &, a constante dielétrica relativa do meio (CRAMER, 2004).
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3.4.5 Algoritmos na dinamica molecular

Nos campos de forca classicos, o Hamiltoniano H que descreve o
sistema pode ser dividido em energia potencial V e energia cinética
K (Equacao 17).

H(p,r;m,s) = K(p;m) + V(r;s)
Eq. 17

Em geral, a energia cinética ndo depende das coordenadas e a
energia potencial ndo depende do momento. Dessa forma, € necessario
somente as coordenadas e as funcdes que descrevem as interacdes para
calcular V, e das velocidades e das massas das particulas para calcular K
(ALLEN, 2017).

A configuracdo do sistema depois de um tempo determinado é
calculada através da equacdo diferencial (Equacdo 18), que vem da
segunda lei de Newton mostrada na Equacao 18:

d’X;  Fx
atz2 M,

Eq. 18

A equacédo descreve o movimento de uma particula I de massa M,
com a influéncia de uma forga Fx;na dimensdo X. O movimento das
particulas esta acoplado as suas coordenadas. Dessa forma, quando uma
particula se movimenta ocorre uma mudanca nha magnitude das
interacdes com as outras particulas. Como resultado, mudara a forca que
atua sobre ela e a forca que atua sobre outras particulas. Para resolver
este problema, métodos numéricos de integracdo sao utilizados
(CRAMER, 2004).

A integracdo deste sistema é executada dividindo o tempo em uma
série de intervalos de tempo, até que os valores de forca e velocidade
sejam considerados constantes. A aceleracdo das particulas é obtida
através das coordenadas, velocidades e interacbes no tempo t.
Paralelamente, as coordenadas e velocidades nesse tempo t sé&o
calculadas e as novas coordenadas e velocidades sdo medidas no tempo

t + At. Posteriormente, com o0s novos valores de coordenada e
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velocidade, a aceleragéo é calculada no tempo t + At e as coordenadas e
velocidades no tempo t + 2At.
As coordenadas e velocidades do sistema séo obtidas utilizando as

séries de Taylor (Equacéo 19):
1 1 1
R(t + At) = R(t) + AtV (t) + > At?A(t) + c At3B(t) + o At*C(t) + ...
1 1
V(t + At) = tV(t) + AtA(t) + 2 At?B(t) + ‘ At3C(t)+ ...

A(t + At) = tA(t) + AtB(t) + % At2C () + ...

Eq. 19
onde R é a coordenada, V é a velocidade e A é a aceleracdo no tempo t +
At, B e C sao a terceira e quarta derivadas da posicdo com respeito ao
tempo (t). Para né&o utilizar os termos B e € uma variedade de algoritmos
sdo usados. Os mais comuns sao o algoritmo de Verlet (OLIVEI, 1976;
VERLET, 1967), o algoriimo Leap-Frog (VAN GUNSTEREN;
BERENDSEN, 1988) e o algoritmo de velocidade de Verlet (VERLET,
1967).
Os algoritmos envolvidos na dinamica molecular e utilizados neste

trabalho serdo descritos a seguir.
3.4.5.1 Algoritmo de Verlet

O Algoritmo de Verlet (OLIVEI, 1976) é um dos mais utilizados nas
simulacées de DM por ser considerado simples e robusto. Este algoritmo
utiliza a posicdo no tempo t e no tempo t — At e usa aceleragdo para
determinar a posi¢do no tempo t + At. O célculo pode ser expresso da

seguinte maneira (Equacgéo 20).

R(t + At) = 2R(t) —2R(t — At) + At2A(t)
Eq. 20
Uma das vantagens desse algoritmo esta na omissédo de alguns
termos da série de Taylor (VERLET, 1967; NAMBA; DA SILVA; DA
SILVA, 2008). No entanto, a velocidade ndo é calculada explicitamente.

Em geral, ela é calculada através da diferenca de posi¢cdes entre o0s
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passos t — At e t + At dividido pelo intervalo de tempo passado 24t,
como pode ser observado na Equacéo 21.

IR (t + At) — R(t — At)]
2At

V() =

Eq. 21

3.4.5.2 Algoritmo de minimizacéao

A minimizac¢do de um sistema € muito importante para que ele ndo
entre em colapso caso a configuracdo inicial tenha uma energia muito
alta. Ele é utilizado também para eliminar as sobreposi¢des de particulas,
suavizando as distor¢des nas ligacdes quimicas, nos angulos entre as
ligagOes e nas interacdes de van der Waals. Isso diminui o tempo usado
para equilibrar o mesmo (BINDER et al, 2004; HANSSON;
OOSTENBRINK; VAN GUNSTEREN, 2002). A minimizacdo de energia,
também conhecida como otimizacdo da geometria, € uma técnica que
busca encontrar um conjunto de coordenadas que minimizam a energia
potencial do sistema de interesse.

Um dos algoritmos de minimizacdo mais conhecidos € o método de
descida mais ingreme (do termo em inglés steepest descent). Ele usa a
derivada primeira para determinar a dire¢cdo para o minimo. Esta técnica é
robusta e € usada para minimizar inicialmente uma estrutura que esta
longe de um ponto de minimo. Ela consiste em alterar as coordenadas
das particulas na direcao de gradiente negativo da energia resultante das
interacdes das particulas com as coordenadas iniciais (Equacgéo 22).

L 9EE)
" aC
Eq. 22
Crni1 = Cp + 444y
Eq. 23

onde JF é a energia em funcdo das coordenadas C, C,, € a coordenada no
passo n, 4, € sempre positivo para a energia sempre diminuir. O minimo

local é sempre garantido de ser encontrado. No entanto, o valor de d,
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diminui consideravelmente proximo ao minimo e a convergéncia € lenta
(BINDER et al., 2004).

3.4.6 Condic¢des Periodicas de Contorno

Normalmente, os sistemas possuem entre 102-10° particulas em
simulacbes de DM, sendo insignificante quando comparado com o
ndamero de atomos presentes em sistemas macroscopicos. Deste modo, o
namero relativo de particulas na parede do sistema nas simulacbes de
DM é muito maior do que para um sistema macroscopico, provocando
alguns efeitos de superficie indesejaveis. A forma mais usada para
minimizar estes efeitos e obter as propriedades macroscépicas a partir
das trajetdrias das simulaces de DM € a partir da utilizacdo de condicdes
periodicas de contorno (FRENKEL; SMIT; RATNER, 1997; LEACH, 2001).

Neste caso, os efeitos de superficie sdo eliminados e as particulas
consideradas sofrem o efeito das forcas como se estivessem no interior
do sistema. Nesta técnica, os atomos sdo colocados em uma caixa, e a
caixa original é reproduzida em todas as dire¢cdes no espaco. Quando um
atomo se move na caixa original durante a simulacdo, a sua imagem
periddica se move da mesma maneira. Caso um atomo saia da caixa
original, sua imagem entra pela face oposta da caixa imagem com a
mesma velocidade. Desta forma, o numero total de atomos na caixa
central e no sistema como um todo € conservado e os efeitos de
superficie desaparecem. As posi¢des sdo dadas por (Equacao 24)

Tin =Tio t 1
Eq. 24
com r;, sendo as posicdes primarias das particulas, n = nya; + nya, +
nsas, onde n;,n, e n; SA0 nUMeros inteiros e a; representam os vetores
de base da caixa de simulacdo (CRAMER, 2004).

3.4.7 Termostatos

A energia cinética do sistema pode variar, modificando assim sua
temperatura. No entanto, a temperatura deve ser mantida constante

durante toda a simulacdes de DM. Neste caso, 0s termostatos foram
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desenvolvidos com o objetivo de controlar a temperatura do sistema. Os
termostatos mais conhecidos sao: Berendsen (BERENDSEN et al., 1984)
e reescalonamento da velocidade (BUSSI; DONADIO; PARRINELLO,
2007).

3.4.7.1 Termostato Berendsen

O controle da temperatura pode ser atingido através do termostato
de Berendsen, que acopla ao sistema um banho térmico com uma
temperatura fixa T, € uma cinética de primeira ordem como mostra a
Equacéo 25.

dT  To—T(t)
dt T;

Eq. 25
onde 7, € uma constante de tempo e T(t) corresponde a temperatura no
tempo t. Durante as simulagdes as velocidades sao reescalonadas a cada
passo de integracdo, com objetivo de ajustar a energia cinética do
sistema até a temperatura escolhida (BERENDSEN et al., 1984).

3.4.7.2 Termostato de reescalonamento da velocidade

O termostato de reescalonamento da velocidade (v-rescale) € um
termostato de Berendsen com adicdo de um termo estocastico que
assegura uma distribuicdo de energia cinética correta modificando-o de
acordo (Equacao 26)

2 KKodW

Ny JT

dt
dK = (Ko — K)—+
T¢

Eq. 26
onde K € a energia cinética, Ny € o numero de graus de liberdade e dW &
0 processo estocastico associado ao movimento Browniano, chamado
processo de Wiener. O termo, 7, € a constante de tempo para o
acoplamento de temperatura. Este termostato produz um ensemble
candnico correto e apresenta vantagem do termostato Berendsen devido
ao decaimento de primeira ordem de desvios de temperatura e auséncia
de oscilagbes (BUSSI; DONADIO; PARRINELLO, 2007).
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3.4.8 Barostatos

Além da temperatura outra varidvel que normalmente precisa ser
controlada é a pressdo. Para manter a pressao constante no decorrer da
simulacédo utilizamos os barostatos. Os mais conhecidos séo: barostatos
de Berendsen (BERENDSEN et al., 1984) e o Parrinello-Rahman
(PARRINELLO; RAHMAN, 1981).

Da mesma forma que no termostato, € necesséario no barostato um
maior controle sobre a pressdao na etapa inicial da simulacdo, e

posteriormente, pode-se diminuir a influéncia do barostato.
3.4.8.1. Barostato de Berendsen

A taxa de flutuacéo da pressao é comparada com a diferenca entre
a pressdo no tempo t e a pressao de referéncia P,, utilizando tp como
constante do tempo no barostato que ao ser integrada resulta na Equacao
27.
dP Py — P(t)
dt Tp
Eq. 27
A cada n passos, 0 barostato de Berendsen faz um
reescalonamento das coordenadas e dos vetores de uma caixa, com 0

coeficiente de escalonamento u, tem-se que:

ny, At
pu=1- 31, B(Py — P(1))

Eq. 28
onde S é a compressibilidade isotérmica para a agua a pressao de 1 atm
a 300 K que equivale a 4,6 x 10-5 bar-1 e n,. € o nimero de graus de

liberdade (BERENDSEN et al., 1984).
3.4.8.2. Barostato Parrinello-Rahman

Nos casos em que as flutuagbes de pressao ou volume sao
importantes, é necessario um barostato com acoplamento mais forte
como o Parrinello-Rahman (PARRINELLO; RAHMAN, 1981). Com o
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barostato de Parrinello-Rahman, os vetores de caixa representados pela

matriz obedecem a equacédo da matriz de movimento (Equacéao 29)
% =VW™ b~ (P - P,)

Eq. 29

O volume da caixa é dado por V e W-1 é um parametro de matriz

que determina a forca do acoplamento. Os vetores da caixa sé&o

representados por b. As pressdes em um dado tempo te a pressao de

referéncia sdo dadas por P e Py, respectivamente. Como a forca de

acoplamento depende do tamanho da caixa, basta fornecer as

compressibilidades isotérmicas aproximadas S, a constante de tempo de

pressao 7,, € 0 maior comprimento da caixa L. A matriz inversa dos

parametros de massa pode ser definida pela Equacéo 30.

47T2ﬁi i
whH=—+-
( ) 315L

Eq. 30
3.4.10. Algoritmo de restricdo: LINCS

O algoritmo de restricdo LINCS (do termo em inglés LINear
Constraint Solver) foi criado com objetivo de solucionar problemas de
vibracOes de ligacdes, como por exemplo, para que as ligacdes retornem
aos seus comprimentos corretos apdés uma atualizacdo evitando o
aguecimento do sistema. Este fen6meno costuma ser mais comum em
particulas de pouca massa pois 0 momento médio para o sistema resulta
em um grande movimento das particulas.

Uma possivel correcéo € utilizar intervalos de tempo menores. No
entanto, isto aumenta significativamente o0 custo computacional,
inviabilizando a simulacdo. O método de LINCS restabelece o
comprimento de ligagdo em cada novo calculo de posicdo e corrige a
modificacdo na rotacdo que resulta do restabelecimento do comprimento

de ligacao.
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O método de LINCS introduz ao potencial V(r) para uma restricao
k, um multiplicador de Langrange Ak(t) com uma fungéo de restricao g, =
(r, —1p)? — dZ, onde 7, e 1, SAo as posices das particulas participantes
da restricdo e d, é a distancia ideal da ligagdo. O uso de um multiplicador
de Langrange ndo modifica a energia total do sistema (HESS et al., 1997).
A Equacéo 31 demostra o método de LINCS:

dr? d
Mg = V(r(0) — k(©)gr)

Eqg. 31
3.4.11. Soma de Ewald (PME)

Na DM, um dos principais problemas é o tratamento das interacdes
de longo alcance. Normalmente, elimina-se as interacdes a partir de uma
certa distancia que pode ser o suficiente quando estamos tratando das
interacdes de vdW. Por outro lado, as interacdes eletrostaticas possuem
grande influéncia, e realizar o mesmo procedimento afastaria o resultado
da realidade, principalmente quando existem muitos momentos dipolos e
se usam condi¢Bes periddicas de contorno (ESSMANN et al., 1995).

O PME computa as interacfes de dipolo em células unitarias de
cristais. A energia resultante das imagens peridédicas das particulas é

calculada a partir da Equacao 32:

f N N
LYY S S e
2 > rij,n

Ny ny ng i

Eq. 32
onde n € o numero de imagens da célula unitaria para cada coordenada.
Uma desvantagem é que ela converge lentamente. Para esta funcéo
convergir mais rapido, & necessario dividir a funcdo em trés partes
independentes: a primeira parte (Equacéo 33) é de curto alcance (onde é
calculada de forma direta), a segunda parte (Equacdo 34) é onde se
presume uma distribuicdo gaussiana sobre a energia (utilizando uma
transformada de Fourier), e uma terceira (Equacdo 35) que é inserida

para manter a neutralidade de carga da célula unitaria.
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Eshore = f z Z z Z q:]q: er fc(Brijm)

Lj Ny my ng

Eq. 33

exp(— (—m>2 + Zm'm(ri — rj))
= a m2
X))

My m; my

Eq. 34

fﬁ
EOWTl - \/—

Eqg. 35

onde B é o peso do parametro direto e indireto da soma, V corresponde
ao volume da célula unitaria, m é o niamero de células unitérias, e g é a
carga da particula i (ESSMANN et al., 1995).

3.4.12. Modelos de agua

A &gua é a molécula mais amplamente estudada e uma das
substancias mais importantes da Terra. A molécula da adgua possui uma
estrutura enganosamente simples, H20. No entanto, apesar de décadas
de estudos, muitas anomalias ainda permanecem inexplicaveis. Uma das
principais caracteristicas da molécula de agua é a sua polarizabilidade, e
capacidade de formar ligacdes de hidrogénio com carater doador ou
aceptor (LUNDBORG; LINDAHL, 2015).

Os modelos computacionais de agua sao Uteis, porém sabe-se que
é dificil de simular com precisdo usando modelos de agua atomisticos,
gue tendem a ser 0s mais eficientes computacionalmente. Utilizar um bom
modelo de agua é fundamental para obter resultados de alta qualidade
(TEMPRA; OLLILA; JAVANAINEN, 2022).

Os modelos mais utilizados em simulacbes MD sé&o: carga de ponto
Unico (SPC) (BERENDSEN; GRIGERA; STRAATSMA, 1987), potencial
intermolecular transferivel com trés pontos (TIP3P) (PRICE; BROOKS,
2004), potencial intermolecular transferivel com quatro pontos (TIP4P)
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(JORGENSEN et al.,, 1983) e potencial intermolecular transferivel com
cinco pontos (KHALAK; BAUMEIER; KARTTUNEN, 2018). Existem novos
modelos com cargas de ponto 6timo com trés pontos (OPC3) e quatro
pontos (OPC4) (HODGES et al., 2019; HUANG; MACKERELL, 2013;
TEMPRA; OLLILA; JAVANAINEN, 2022), que estdo ganhando espaco
nas simulacoes.

O modelo SPC (BERENDSEN; GRIGERA; STRAATSMA, 1987) é
bastante utilizado em campos de forca do GROMOS (OOSTENBRINK et
al.,, 2004). JA o modelo TIP3P (PRICE; BROOKS, 2004) é usado
principalmente com os campos de forca CHARMM (HUANG;
MACKERELL, 2013) e AMBER (DUAN et al., 2003). Apesar dos estudos
direcionados ao desenvolvimento de novos modelos de agua nenhum
deles reproduz fielmente todas as carateristicas da agua. Do um ponto de
vista pratico, a escolha do modelo de 4gua deve ser baseada no custo
computacional e a fidelidade do modelo.

Existem varias dificuldades para obter modelos de agua precisos.
As transicdes de fase da agua sdo uma das propriedades de interesse,
porém a agua tem um diagrama de fases bastante complexo. Os pontos
de fusdo e ebulicdo séo dificeis de serem alcancados e podem ser um
grande problema para quem deseja modelar o ambiente aquoso fora da
“faixa bioldgica” das condigdes ambientais (LUNDBORG; LINDAHL,
2015). Existem varias propriedades do modelo que sdo sensiveis a
extraordindaria complexidade das interacdes agua-agua reais e as redes
de ligacdes de hidrogénio na fase liquida (IZADI; ANANDAKRISHNAN;
ONUFRIEV, 2014).

Os modelos de dgua OPC4 e OPC3 foram desenvolvidos de forma
diferente da maioria dos outros modelos de agua comumente utilizados.
Utilizando o espaco de parametros do momento multipolar elétrico, o
modelo de &agua OPC4 foi construido como um otimo global na
reproducdo de seis propriedades importantes da agua bruta. Otimizacdo
global semelhante foi usada para desenvolver o modelo OPC3, que
possui trés locais de interacdo em vez de quatro para o modelo OPCA4.
Pouco se sabe sobre o desempenho desses modelos fora da fase liquida.

Recentemente, um estudo comparou os modelos OPC4 e OPC3 em
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calculos de tenséo superficial (GABRIELI et al., 2018), e os resultados
mostram boa concordancia com o resultado do experimento (IZADI;
ANANDAKRISHNAN; ONUFRIEV, 2014; JAVANAINEN et al., 2018;
TEMPRA; OLLILA; JAVANAINEN, 2022).

Estudos realizados por Tempra e colaboradores sugerem que um
modelo de agua com tensdo superficial correta seja necessario para
reproduzir as isotermas experimentais de pressdo-area de superficie e o
comportamento de fase de monocamadas lipidicas (TEMPRA; OLLILA;
JAVANAINEN, 2022).

3.4.13. Energias Livres (AG)

A energia livre (G) é de suma importancia na quimica. Quase todas
as propriedades experimentais tradicionalmente interpretadas, podem ser
bem descritas com conceitos de energia livre. Por exemplo, concentracao
de equilibrio, taxas de reacdo, estabilidade, enovelamento de
macromoléculas, formacédo de complexos, catalise, afinidade de ligacao, e
solubilidade s&@o propriedades que podem ser entendidas utilizando o
conceito de energia livre (LUNDBORG; LINDAHL, 2015).

Os célculos das mudancas na energia livre de Gibbs apds a
transferéncia da fase gasosa para a fase de outro solvente amadureceu
rapidamente pelo fato de a energia livre ser uma funcdo de estado
(STRAATSMA TP, BERENDSEN HJC, 1986). Dessa forma, para
calcularmos sua variacdo, precisamos apenas calcular os estados inicial e
final, sem nos preocupar com o caminho entre os dois estados. Sendo
assim, pode-se calcular a variacdo da energia livre de forma muito mais
rapida computacionalmente utilizando ciclos termodinamicos (BOYCE et
al., 2009).

Existem algumas preocupac¢fes para calculos de energia livre de
hidratacdo ou solvatacdo. Por exemplo, se a sua precisdo é suficiente
para uso pratico (LUNDBORG; LINDAHL, 2015), se os modelos de agua
largamente utilizados ndo sdo tdo confiaveis para modelar as energias
livres de hidratacdo (TEMPRA; OLLILA; JAVANAINEN, 2022) e se os


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 2112418/CA


PUC-Rio- CertificagaoDigital N©2112418/CA

53

campos de forca moleculares descrevem corretamente as moléculas a
serem estudadas (IZADI; ANANDAKRISHNAN; ONUFRIEV, 2014).

Para se obter computacionalmente a variacdo da energia livre de
solvatacdo de um processo podemos utilizar varios métodos, os dois
meétodos utilizados neste trabalho serdo apresentados nas secdes a

sequir.

3.4.14. Integracao termodinamica (TI)

Transformacgfes alquimicas, na qual uma espécie quimica é
transformada em outra através de um caminho de estados n&o-fisicos
(alquimicos), desempenham um papel importante na quimica
computacional moderna. Por meio dos métodos alquimicos € possivel
desligar ou ligar gradualmente as interacao soluto-solvente, utilizando um
parametro alquimico intermolecular de desacoplamento/reacoplamento
(JORGENSEN et al., 1983).

Existe uma variedade de métodos para obter resultados de
calculos alquimicos de energia livre e produzir diferencas de energia livre
(KLIMOVICH; SHIRTS; MOBLEY, 2015). Conceitualmente, esses
métodos podem ser divididos em duas categorias: métodos de integracao
termodinamica (Tl) e métodos de perturbacdo de energia livre (FEP)
(ZWANZIG, 1954).

A integracdo termodinamica (TI) utiliza uma via alquimica.
Consiste em adicionar um composto X ao sistema de forma gradativa
incluindo o potencial de interagdo de seus constituintes com o sistema e
determinar a diferenca de energia livre entre dois estados A e B. Esta
transicao entre estados é realizada usando um parametro lambda (1) que
varia entre 0 e 1, onde o estado A se refere ao sistema sem o composto X
e 0 estado B ao sistema com o composto X (STOLTZ, 2015a).

Para realizar a TI, utiliza-se o A para acoplar o estado final ao
estado inicial, transformando o sistema com solvente somente em soluto
solvatado com o solvente (SHIRTS et al., 2003; SHIRTS; PANDE, 2005a;
STOLTZ, 2015a). Para a energia livre de Helmholtz (F), podemos

escrever (Equacéao 36):
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F(A) = —kgT In(2)
Eq. 36
onde Z é uma funcdo de particdo dada pela seguinte equacdo (Equacéo
37):

Z=c f f exp[—BH(p,q,M)]dpdq

Eq. 37
onde ¢ € a constante de normalizacdo, que pode ser escrita como

(Equacéo 38) e g corresponde a Equacéo 39:

c = (N! h3M)~1
Eq. 38
g = 1
kgT
Eq. 39
Se a derivada da energia livre de Helmholtz for calculada em
relacdo ao parametro A, pode-se observar que ela corresponde a

Equacéo 40:

ar _JJ (?,—ﬁ’) exp[-BH(P,q.M]dpdq)  oH

dr ~ [[exp[-BH(p,q,)]dpdq 9A" NVTA

Eqg. 40

Ao integrar esta expressao em A nos limites que levam o sistema
do estado A até o estado B, a variacdo da energia livre de Helmholtz pode
ser descrita na Equacéo 41:

L OH
PP = FAWT) = | G wrada
0

Eq. 41

E entdo pode-se obter para o ensemble NPT, uma expressao
equivalente para encontrar a variagdo da energia livre de Gibbs de acordo

com a Equagéo 42:
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5 4 ' 0H
6P (BT =GP = | (G wera da
0

Eq. 42

E para conectar as energias livre de Helmholtz e energia livre de

Gibbs pode-se utilizar a Equacéao 43

G=F+PV
Eq. 43

Portanto:

PB
GP(p) -G () =FP (V) —FA (V) - fA [VZ (") — V]dP'
14

Eq. 44

Ja4 o método de perturbacdo de energia livre (FEP), baseia-se na

seguinte equacao:
—AHqq
AGyy = —RT In(e RT ),

Eq. 45

onde R é a constante dos gases ideais, T é a temperatura, AH;, € a

diferenca de energia entre os estados 0 e 1, e (...), indica a média de

ensemble para o estado 0. Um estado é sempre tomado como referéncia

e o préximo estado € considerado perturbado. Este método FEP produz a

meédia exponencial de delecdo (DEXP), a média exponencial de insercéo

(IEXP), a taxa de aceitacdo de Bennett (BAR) e a razdo de aceitacdo de

multiestados de Bennett (MBAR) que sera discutida na proxima secédo
(ZWANZIG, 1954).

3.4.14.1. Analise alquimica

Esta ferramenta é uma biblioteca Python que estima energias livres

para realizar andlises de calculos alquimicos. A analise de energia livre
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conduzida pelo GROMACS ¢ realizada por meio dos métodos de calculo
de energia livre: a razdo de aceitacdo de Bennett (BAR) (BENNETT,
1976), a razdo de aceitacdo de multiestados de Bennett (MBAR)
(BENNETT, 1976), a integracao termodinamica (TI) (SHIRTS et al., 2003)
e a relacdo de Zwanzig (média exponencial). Estes métodos fornecem
uma boa analise das energias livres computadas (SHIRTS et al., 2003;
SHIRTS; PANDE, 2005b).

O Tl é um dos métodos mais comuns para calcular as diferencas
de energia livre. A energia livre pode ser calculada pela derivada da
diferenca de energia livie em relacdo a 4 (BOYCE et al., 2009) através

das seguintes equacdes:

G=p"1InQ
Eq. 46
1

dG d — [ e~ FUG)da

— = _—_pR1_ -BUALQdg — _p-1 di

o~ F g j ¢ B 0
Eq. 47

gue pode ser reescrita pela seguinte equacao:
dU(A, _

dG ~ B —ﬁf qu)-e BU(Aq)dg ~ (dU (A’q))x

= F Q -~ a
Eq. 48

finalmente, realiza-se a integracdo em todos os parametros 1 (Equacao
49):

(AU Q)
AG —fo (T)dk

Eq. 49

A derivacdo torna bastante simples o processo de estimar as

energias livres a partir do método TI. Isto porque h& a necessidade de

informacgdes de apenas um Unico estado sdo necessarias para calcular a
derivada, e ndo ha necessidade de solucéo iterativa e (STOLTZ, 2015b).

O método BAR é um dos primeiros métodos de energia livre que se

baseia em dados de varios estados para estimar a diferenca de energia

livre, ou seja, requer informacdes de configuracdo de pelo menos dois
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estados. O BAR requer uma solucéo iterativa, mas todas as amostras séo
correlacionadas, pois os resultados sdo obtidos de estados adjacentes.
Ao contrario de TI, os resultados ndo sdo tdo claros para obter uma
estimativa de erro (BENNETT, 1976).

O método MBAR € uma extensdo do método BAR. O primeiro
possibilita avaliar dados de todos os estados e prever a energia livre até
mesmo de um estado ndo amostrado. As energias livres fornecidas por
este método sdo apenas utilizadas por um estimador estatistico.
Entretanto, 0o MBAR demonstrou ter a menor variancia até o momento. O

MBAR ¢é derivado de um conjunto K x K de fungbes ponderadas «a; ;(q),

gue minimiza a variancia durante a preponderacédo geral (ZHOU et al.,

2016). O método MBAR origina-se a partir da equacédo de energia livre

central (Equacéo 50):

AG;; = —ﬁ‘lln%
Eq. 50

Pode-se manipular a mesma identidade que o BAR usa ao iniciar a

derivacdo e entdo pode-se escrever as Equacdes 51 e 52:

Qi{a;j exp(—BU)N) = Qi{a; ; exp(—BU;))j

Eq. 51
K 0 Ni K ~ Nj
D Y @ exp(=pU @) = ) 2 @y exp(=pU ;)
j=1" 'n=1 =1 7 n=1

Eq. 52
assumindo que o estimador € usado e escolhendo os parametros «; ;

ideais, obtém-se:

JjC;
a; i = —
YU S Nye, exp(—BUY)

Eq. 53

Apos realizar todas as substituicbes necessarias, obtém-se uma

expressao para uma energia livre estimada de:
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k Nj

_ a exp[—BU;]
- lnzzz Ny exp{BCy. — BUg)

j=1n=

Eq. 54

Observe que se tem uma Unica energia livre (Equagédo 54), ndo
uma diferenca. Neste caso, as energias livres para um determinado
conjunto de estados sdo determinadas exclusivamente até uma constante
aditiva. Devido a isto, uma energia livre deve ser tomada como referéncia
(BOYCE et al., 2009).

3.4.15. Amostragem guarda-Chuva

A amostragem guarda-chuva foi desenvolvida por Torrie e Valleau
em 1977 (TORRIE; VALLEAU, 1977). E uma técnica utilizada para obter
perfis de energia livre e outras informacdes termodinamicas, por meio de
amostragem conformacional aprimorada ao longo de uma coordenada de
reagcdo (§). Logo apdés o término da simulacdo, uma série de
configuracbes sdo geradas entre as duas espécies que devem ser
totalmente conectadas através da sobreposi¢do das janelas ao longo da
¢. Uma dessas espécies é mantida como referéncia, enquanto a outra é
fixada a uma certa distancia do centro de massa da espécie de referéncia.
Em geral, a ¢ é definida em termos geométricos, como distancias, torsées
e RMSD de dois estados de referéncias. ApGs a definicdo da & é possivel
calcular a energia livre (G) de um determinado processo através da

Equacéo 55:

1
GE = - Ean(E)

Eq. 55
onde G (&) € o potencial de forca média (PMF). O termo 8 é o inverso da
constante de Boltzmann (k,) multiplicada pela temperatura absoluta T, e
Q é a funcédo de particdo candnica. Para determinar G(¢) em simulacdes
computacionais, € necessario capturar configuracdes suficientes para

obter espacamentos regulares entre as janelas, cujas distribuicbes se
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sobrepdem, diminuindo assim o erro estatistico. Com a suposicéo de ter
um sistema ergddico, a Q(¢) é igual a funcdo de distribuicdo P(¢), que €

calculada pela Equacéao 56:
1

P© = lim [ plé @lar
0
Eq. 56
onde t corresponde ao tempo, e p € um termo que conta a ocorréncia dos
estados em um intervalo de ¢.

Este método utiliza a aplicacdo de potenciais harmdnicos ao longo
de uma coordenada para que o sistema seja conduzido de um estado
termodinamico para outro (Equacdo 57) (TORRIE; VALLEAU, 1977). A
amostragem deste processo € geralmente realizada através de uma série

de janelas para mostrar o intervalo de cada é.

K
wi(§) = - (€ - Sref)”

Eq. 57
onde w; é o potencial de polarizacéo da janela i, K € a constante de forca
harménica e §,.r € a coordenada de reacéo de referéncia. A aplicagédo do
potencial em cada janela é usada para manter o sistema préximo ao
ponto de referéncia &..r da respectiva janela i. Neste método, a energia
livre (G) € determinada indiretamente através da funcéo de distribuicéo

ndo enviesada (P}), conforme mostra as Equagdes 58 e 59:

P} = P/ (%) exp [Bw;(®){exp[—Bw;(®)])
Eqg. 58

1
G = - 7 InP (%) — wi(®) +F

Eq. 59
onde PP é a funcg&o de distribuicio enviesada e F; € uma ponderagio que
é calculado por Fi=—1BIn{(e-Lw(¢)).

As janelas de amostragem podem ser utilizadas através do método
da analise do histograma ponderado (WHAM) (KUMAR et al., 1992) para

estimar o erro da energia livre obtida.
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3.4.15.1. Método da anélise do histograma ponderado (WHAM)

A andlise do histograma ponderado (WHAM) (do termo em inglés
Weighted Histogram Analysis Method) (KUMAR et al., 1992) € um método
para estimar a incerteza estatistica da distribuicAo de probabilidade
parcial através dos histogramas guarda-chuva. Este método minimiza o
erro estatistico associado a uma funcdo de distribuicdo global P*(§)
(KUMAR et al., 1992). A determinacao da distribuicdo P*(§) é calculada
através de uma média ponderada das distribuicdes P/(¢) das janelas

individuais i, mostrada a Equacéo 60:

Janelas

PUO = D m(OPI®

Eg. 60
onde p;(¢) € um peso usado para minimizar o erro estatistico da

distribuicdo global, representado pelas Equacdes 61 e 62:
pl Zi ai

Eq. 61
a;(§) = N; exp[—Bw;(§) + BF]

Eq. 62
no qual N; corresponde ao numero de amostras para cada janela i. Dessa
forma, € possivel observar a associacdo da ponderacdo F; com a
distribuicdo global P*(¢) mostrada na Equacdo 63 e o peso p;(§) pelas
Equacbes 61 e 62. No WHAM, a ponderacdo F: pode ser calculada
através da Equacao 63:

exp(—BF;) = (exp(—w(§))) = [ p“(&)exp [—Pw;(§)]dE
Eq. 63
Associando a Equacéo 60 onde tem-se P*(¢) e as Equacdes 61 e
62 que mostram a associacdo de F; com P%(¢), a presenca dos dois
termos na Equacdo 63 sugere que estes devem ser iterados até a
convergéncia para obtencédo do PMF (KUMAR et al., 1992).
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3.4.16. Gromacs

O GROMACS (GROningen MAchine for Chemical Simulations) é
um pacote de DM projetado principalmente para simulacdes de proteinas,
lipidios e acidos nucleicos, mas funciona para outros tipos de sistemas.
Foi desenvolvido pelo grupo de Berendsen na Universidade de Groningen
na Holanda. E um dos pacotes mais rapidos e mais populares de quimica
computacional disponiveis até o0 presente momento. O pacote
computacional GROMACS néo possui um campo de forca proprio. No
entanto, tem objetivo de ser versatil e robusto sendo compativel com
varios campos de forca GROMOS, OPLS, AMBER, CHARMM e outros
(VAN DER SPOEL et al., 2005).
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4. Metodologia

4.1. Analises de quimio(bio)informatica

As predicdes de quimio(bio)informéatica para o logK,, foram
obtidas através de ferramentas de aprendizado de maquina de maquina
de grandes conjuntos de dados de pequenas moléculas. Os programas
Molinspiration Cheminformatics (KUMAR et al., 2018), SwissADME
(DAINA; MICHIELIN; ZOETE, 2014, 2017), PreADMET (BROWN, 2001),
FAF-drugs4 (LAGORCE et al.,, 2008), ALOGPS (TETKO; TANCHUK,
2002) e RDKit (GREG et al., 2022) foram utilizados com o codigo SMILES
do DPPC (CCCCCCCcceeeececeecee(=0)oce(cor(=0)([o-
])OCCIN+](C)(C)C)OC(=0O)CCCCCCCCccreceeeece). O SwissADME
(DAINA; MICHIELIN; ZOETE, 2014, 2017) utiliza o logK,,, em consenso,
que consiste na média aritmética dos valores previstos por cinco métodos
(XLOGP3 (CHENG et al., 2007), WLOGP (WILDMAN; CRIPPEN, 1999),
MLOGP (MORIGUCHI et al., 1992, 1994), SILICOS-IT (DAINA;
MICHIELIN; ZOETE, 2017) e iLOGP (DAINA; MICHIELIN; ZOETE, 2014)).

4.2. Dinamica molecular

Simula¢Bes atomisticas foram realizadas com o software Gromacs
5.0.6 (VAN DER SPOEL et al., 2005). Foram utilizados os campos de
forca AMBER/GAFF (DUAN et al., 2003) e CHARMM/CGenFF (HUANG;
MACKERELL, 2013), e os modelos de agua SPC216 (BERENDSEN;
GRIGERA; STRAATSMA, 1987), TIP3P (PRICE; BROOKS, 2004), TIP4P
(JORGENSEN et al., 1983), TIP5P (KHALAK; BAUMEIER; KARTTUNEN,
2018), OPC3 e OPC4 (1ZADI; ANANDAKRISHNAN; ONUFRIEV, 2014;
JAVANAINEN et al.,, 2018; TEMPRA; OLLILA; JAVANAINEN, 2022).
Todos os parametros de interacdo do DPPC e do octanol para o campo
de forca AMBER/GAFF (DUAN et al., 2003) foram obtidos usando o
codigo ACPYPE (SOUSA DA SILVA; VRANKEN, 2012) e os do campo de
forca CHARMM/CGenFF (HUANG; MACKERELL, 2013) foram obtidos
através do CHARMM-GUI (ALLOUCHE, 2012; LEE et al., 2016).
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Duas caixas com dimensdes 5 nm x 5 nm x 5 nm foram geradas
para simulacdes independentes, uma contendo agua e outra contendo
octanol puro. Um caixa com mistura agua/octanol também foi utilizada
com 27% (mol/mol) de agua no octanol que ser4 denominado de octanol
umido (FAN; IORGA; BECKSTEIN, 2020; LANG, 2012). A caixa de agua
foi preenchida com 4000 moléculas de agua em torno de uma molécula
de DPPC no centro da caixa. A caixa de octanol puro foi preenchida com
200 moléculas de octanol em torno de uma molécula de DPPC no centro
da caixa. A caixa de octanol umido foi preenchida com 146 moléculas de
octanol, 54 moléculas de agua e uma molécula de DPPC no centro da

caixa.

A etapa de minimizacdo de energia foi realizada usando o
algoritmo de descida mais ingreme até que o gradiente de energia nao
ultrapasse o critério de 100 kJ mol~* nm~t. Uma etapa de equilibrio de 10
ns foi realizada utilizando-se o ensemble NVT com o termostato de
reescalonamento da velocidade (BUSSI; DONADIO; PARRINELLO, 2007)
a 298 K (tr = 0,1 ps). Em seguida, foi realizada uma etapa de equilibrio
com ensemble NPT de 50 ns seguida de uma simulacdo de dinamica
molecular de produgdo de 50 ns utiizando o termostato de
reescalonamento da velocidade (BUSSI; DONADIO; PARRINELLO, 2007)
a 298 K (tr = 2 ps) e o barostato de Berendsen (BERENDSEN et al., 1984)
a 1 bar (r = 2 ps). Em todas as simulagfes neste estudo, os critérios de
corte para interacdes de Lennard Jones e de Coulomb foram de 1,0 nm.
Exceto para as simulagdes usando o modelo de agua OPC4, onde os
critérios de Lennard Jones e de Coulomb foram de 1,2 nm (TEMPRA;
OLLILA; JAVANAINEN, 2022).

4.2.1. Calculo de energia livre Gibbs usando integracao

termodinamica (TI)

Posteriormente, as trajetérias foram amostradas para calculo
de AGow usando o método Tl (BOYCE et al., 2009). Este método
separa o sistema numa série de estados intermediarios ndo fisicos

(ou alguimicos) chamados de lambdas (4). Depois, ele calcula a
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variacdo da energia interna dU em funcdo destes 1. E possivel
estimar a energia livre alquimica com base em estados alquimicos
com dU/dA (SHIRTS; CHODERA, 2008b). Para estimar a energia
livre alquimica de solvatacdo foi aplicado o estimador MBAR
(SHIRTS; CHODERA, 2008a). O método MBAR é uma extensao
direta do método BAR (KIM; ALLEN, 2012), pois prevé a energia
livre em um estado ndo amostrado avaliando dados de todos os
estados para obter a energia livre. Além disso, ele também usa o
estimador de integracdo termodinamica (Tl) por ser um meétodo
mais comum e de facil uso.

Para calcular a energia livre desse sistema alquimico, as
caixas de agua foram simuladas por desacoplamento das
interagdes utilizando 26 4 em intervalos de lambdas de Coulomb:
0.00 0.10 0.20 0.30 0.40 0.50 0.60 0.70 0.80 0.90 1.00 1.00 1.00
1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
E para as interagcbes de van der Waals foram utilizados 26 lambdas:
0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.05 0.10
0.20 0.30 0.40 0.50 0.60 0.65 0.70 0.75 0.80 0.85 0.90 0.95 1.00.

O célculo da energia livre desse sistema alquimico foi feito
com as caixas de octanol puro/imido simuladas por
desacoplamento das intera¢des utilizando 41 lambdas em intervalos
de Coulomb:

0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 0.30 0.35 0.40 0.45 0.50 0.55 0.60
0.65 0.70 0.75 0.80 0.85 0.90 0.95 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
1.00 1.00

e para as interacdes de van der Waals utilizou-se 41 lambdas:

0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25
0.30 0.35 0.40 0.45 0.50 0.55 0.60 0.65 0.70 0.75 0.80 0.85 0.90
0.95 1.00.

Em cada 4, as etapas de minimizacdo de energia, equilibrio
NVT de 10 ps, equilibrio NPT de 100 ps, e dinamica molecular de

producdo de 5 ns foram realizadas com o termostato de
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reescalonamento da velocidade (BUSSI; DONADIO; PARRINELLO,
2007) a 298 K ( == 0,5 ps) e com o barostato de Berendsen
(BERENDSEN et al., 1984) a 1 bar ( 1= 2 ps). Os demais
parametros do protocolo de simulacdo foram os mesmos aplicados
na etapa de dinamica molecular descrita acima. Uma vez
concluidas todas as simulacdes, os resultados foram analisados
com o codigo de python alchemical_analysis.py (KLIMOVICH;
SHIRTS; MOBLEY, 2015). O ciclo termodinamico utilizado para
obter as energias livres de solvatacdo com é&gua (4G,) e com

octanol (4G,)esta na Figura 04.

= ...

Figura 04 - llustragdo do ciclo termodinamico utilizado no sistema
em estudo. A energia livre de Gibbs (4G) é calculada
contabilizando a solvatacdo do DPPC pela &gua (4G,) e a
solvatacdo do DPPC pelo octanol (4G,). As siglas "elec" e "vdW"
significam contribuicbes eletrostaticas e de van der waals,

respectivamente. A representacdo grafica do ciclo termodindmico
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ndo fisico mostra a molécula “transparente” que nao esta
interagindo com o ambiente (ou seja, esta desacoplada). O fundo
azul é um lembrete de que a 4gua esté presente e o fundo laranja
significa que o octanol esta presente. O fundo cinza representa o

Vacuo.

4.3. Simulagéo de tendéncia

A simulagdo de tendéncia foi realizada utilizando o campo de
forca CHARMM/CGenFF (HUANG; MACKERELL, 2013) com modelo
de agua TIP3P (PRICE; BROOKS, 2004). Nestas simulacdes, o
modelo octanol foi obtido no CHARMM-GUI (ALLOUCHE, 2012;
LEE et al., 2016). Em seguida, foi construido um sistema biféasico
contendo agua e octanol em uma caixa de dimensdées 5 nm x 5 nm
x 24 nm. O sistema de tendéncia direta é apresentado na Figura 05
qgue mostra duas caixas pré-equilibradas de octanol separadas por
uma caixa de agua pré-equilibrada. O sistema de tendéncia inversa
€ mostrado na Figura 06 que apresenta duas caixas pré-
equilibradas de agua separadas por uma caixa pré-equilibrada de

octanol.

L

Figura 05 — (A) Sistema inicial de tendéncia direta onde o DPPC
estad na fase octanol (em laranja), e (B) sistema final de tendéncia

direta onde o DPPC esta na fase aquosa (em azul).
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Figura 06 - (A) Sistema inicial de tendéncia inversa onde o DPPC
estd na fase aquosa (em azul), e (B) sistema final de tendéncia

inversa onde o DPPC esta na fase octanol (em laranja).

O sistema de tendéncia direta foi construido com dimensdes
de 5 nm x 5 nm x 8 nm contendo cerca de 6793 moléculas de agua,
1605 moléculas de octanol e 1 molécula de DPPC inserida no
centro de uma caixa de octanol. O sistema de tendéncia inversa
possui as mesmas dimensdes e contém cerca de 13593 moléculas
de &gua, 804 moléculas de octanol e 1 molécula de DPPC inserida

no centro de uma caixa de agua.

A etapa de minimizacdo de energia foi realizada usando o
algoritmo de descida mais ingreme até que o gradiente de energia
ndo exceda 100 kJ mol-! nm~!. A etapa de equilibrio com ensemble
NPT de 50 ns foi executada utilizando o termostato de
reescalonamento da velocidade (BUSSI; DONADIO; PARRINELLO,
2007) a 298 K (tr = 0,1 ps) e o barostato de Berendsen
(BERENDSEN et al.,, 1984) a 1 bar ( t= 2 ps). Para transferir o
DPPC entre as fases, foi aplicada uma constante de forca de 1000
kJ mol-* nm=2. O acoplamento de pressédo isotropica foi utilizado
com a compressibilidade ajustada para 4,5x107°° bar™! em todas as
direcbes. Os critérios de corte para as intera¢cfes de Lennard Jones

e para interacdes de Coulomb foram de 1,4 nm.
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4.3.1. Calculo de energia livre de Gibbs usando amostragem guarda-
chuva

As trajetdrias da dindmica molecular foram amostradas para a
realizacdo do calculo de AG,, utilizando o método US (TORRIE;
VALLEAU, 1977) com janelas igualmente espacadas em 0,2 nm.
Em cada janela, uma etapa de equilibrio de 20 ns foi realizada
utiizando o ensemble NPT com o termostato de termostato de
reescalonamento da velocidade (BUSSI; DONADIO; PARRINELLO, 2007)
a 298 K ( t= 0,1 ps) e o barostato de Berendsen (BERENDSEN et
al., 1984) a 1 bar ( == 1 ps). Em seguida, foi realizada uma etapa de
dindmica molecular de producédo de 1 ns com o termostato de
reescalonamento da velocidade (BUSSI; DONADIO; PARRINELLO, 2007)
a 298 K ( == 0,1 ps) e barostato de Parrinello-Rahman
(PARRINELLO; RAHMAN, 1981) a 1 bar ( t= 2 ps). A distancia
entre o centro de massa da molécula de DPPC e o centro de massa
da caixa de agua ou de octanol foi utilizada como referéncia para
amostragem. Nessas trajetdrias, o potencial de forca média foi
calculado em funcdo da coordenada de reacédo (¢). Os perfis de
energia de livre de Gibbs foram obtidos pelo método de analise de
histograma ponderado (KUMAR et al., 1992). Todos os calculos
aqui mencionados foram realizados sob condi¢cBes periddicas de

contorno.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 2112418/CA


PUC-Rio- CertificagaoDigital N©2112418/CA

69

5. Resultados e discussodes

5.1. Ferramentas de quimio(bio)informatica

Existe ~uma grande variedade de ferramentas de
quimio(bio)informatica destinadas a prever parametros de ADMET a partir
de estruturas moleculares. Sdo amplamente utilizadas com o intuito de
tomar decisbes melhores e mais rapidas na area de identificacdo e
otimizacdo dos mais diversos compostos. Os dados logK,, Sao
descritores classicos para a lipofilicidade de compostos e podem ser
previstos por estas ferramentas (ARNOTT; PLANEY, 2012).

Os resultados que estao apresentados na Tabela 01 foram obtidos
apos uma previsdo dos dados de logK,, utilizando as ferramentas de
quimio(bio)informatica. E possivel observar que os valores variam de 5,39
a 14,86. O resultado mais préximo do valor experimental encontrado na
literatura (11,50+1,43) (SOUZA et al., 2020a) foi obtido pelo PreADMET
com logK,,, igual a 10,02. O PreADMET produz estimativas de logK,,,
razoavelmente precisas dos valores. Este método € aplicavel em diversas
areas relacionadas da quimica computacional e medicinal, incluindo
aplicacfes de 3D-QSAR, geracdo de superficies lipofilicas de moléculas e
avaliacdo de interacbes hidrofébicas em complexos (GHOSE;
VISWANADHAN; WENDOLOSKI, 1998).

Tabela 01 - Os coeficientes de particdo octanol-agua logkK,, previstos
para o DPPC por ferramentas de quimio(bio)informatica em comparacéo

com o valor experimental obtido na literatura (SOUZA et al., 2020a).
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Ferramenta de

quimi(bio)oinforméatica logKow
Molinspiration 6,38
SwissADME 8,20*
PreADMET 10,02
FAF-drugs4 14,86
ALOGPS 5,39
RDKit 6,98
Experimental 11,50+1,43

Apesar dos diferentes métodos utilizados para prever logK,,,, este
estudo mostra a maioria das ferramentas ainda falham para moléculas
hidrofébicas e anfifilicas (FORNASIER et al., 2020; SOUZA et al., 2020a).
Alguns estudos mostram que a predicdo desta propriedade para
compostos zwitteridnicos e tautoméricos nao é prevista corretamente por
ferramentas de contribuicdo de grupo (EDWARD; CHUBB; SANGSTER,
1997; MACHATHA; YALKOWSKY, 2005; COSTA et al., 2023).

No geral, todas as ferramentas de quimio(bio)informatica s&o
construidas utilizando dados experimentais de moléculas pequenas e
polares, e ndo moléculas anfifilicas ou hidrofébicas. Além disso, a maioria
dessas ferramentas ndo produz estimativas precisas para fosfolipidios
porque sdo baseadas em modelos de aprendizado de maquina de
grandes conjuntos de dados de moléculas pequenas (COSTA et al.,
2023). Com base nos dados apresentados, conclui-se que as ferramentas
quimio(bio)informatica podem ser inadequadas para surfactantes. As
ferramentas de quimio(bio)informatica foram usadas apenas como
referéncia e para comparacdo de diferentes estimadores de logK,,,.
Assim, o0s resultados utlizando calculos termodindmicos serdo

apresentados nas sec¢fes a seguir.

5.2. Integracdo termodinamica

Além dos métodos de estimacdo mencionado acima, o logK,,,

também pode ser obtido através das energias livres de Gibbs de
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solvatacdo ou da energia livre de transferéncia (AG,, ) entre duas fases
diferentes na mesma temperatura por meio de simulacédo de DM.

A energia livre de transferéncia da molécula de DPPC do octanol
(puro ou Umido) para a fase aquosa é obtida através de calculos de
solvatacdo em agua e em octanol utilizando os métodos Tl (BOYCE et al.,
2009) e MBAR (SHIRTS; CHODERA, 2008b). As energias livres sao
obtidas através do ciclo termodinamico mostrado na Figura 04. Desta
forma, os logK,,, foram calculados a partir da Equagéo 01.

Além do octanol puro, optou-se por utilizar uma mistura de agua e
octanol (octanol iumido) para obter uma melhor aproximacéo ao sistema
real. Desta forma, pode-se comparar o célculo tedrico com maior
confiabilidade com o valor de logK,, experimental obtido através do
meétodo de agitacao lenta disponivel na literatura (SOUZA et al., 2020a). A
mistura de agua e octanol foi utilizada para mimetizar a solubilidade
experimental de 4gua em octanol que € de 27% (mol/mol) na temperatura
de 298 K (CUMMING; RUCKER, 2017; FAN; IORGA; BECKSTEIN, 2020).
O octanol também possui uma certa solubilidade em agua. No entanto,
sua solubilidade é muito baixa em agua a 298K. Portanto, a simulacdo de
octanol como impureza na fase aquosa néo foi realizada (FAN; IORGA;
BECKSTEIN, 2020).

5.2.1. Estimador MBAR

A Tabela 02 apresenta os resultados para o estimador MBAR
utilizando o sistema com octanol puro e imido com seis modelos de agua
e com os campos de forca AMBER/GAFF e CHARMM/CGenFF.

Tabela 02 - Energia livre de Gibbs de transferéncia (AG,,,) do DPPC
da fase de octanol (puro e umido) para a fase aquosa e coeficiente
de particdo octanol-dgua (logK,,) utilizando a integracéo
termodinamica (estimador MBAR) com campos de forga
AMBER/GAFF e CHARMM/CGenFF.
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] Campo de Fasedo Modelo de AG,,,
Método ] logkK,,,
forca octanol agua (kcal mol?)
TIP3P -20,0+0,6 14,6+0,6
TIP4P -19,0+0,6 13,9+0,6
Puro TIP5P -30,2+0,6 22,1+0,6
SPC -21,510,7 15,7+0,7
OPC4 -10,4+0,6 7,6£0,6
AMBER
TIP3P -21,5£0,4 15,7£0,4
TIP4P -27,310,5 19,9+0,5
MBAR o

Umido TIP5P -32,5+0,5 23,8+£0,5
SPC -28,2+0,4 20,6+0,4
OPC4 -19,8+0,3 14,5+0,3
OPC3 -26,1+0,4 19,1+0,4

Puro
OPC4 -22,910,1 16,4+0,1

CHARMM

. OPC3 -24,1+£0,5 17,7£0,5

Umido
OPC4 -20,2+0,3 14,8+0,3

Para o sistema octanol puro utilizando o campo de forca

AMBER/GAFF e o modelo TIP4P, o AG,,, € de 19,0+0,6 kcal mol?, o
que fornece um logK,, de 13,9+0,6. Além disso, o AG,, é estimado
ser 10,4+0,6 kcal mol! usando o campo de forca AMBER/GAFF e o
modelo de agua OPC4, fornecendo um logK,,, igual 7,6+0,6. Esses
resultados sdo 0s mais préximos para o sistema simulado com
octanol puro, embora ambos diferem em cerca de duas ou trés
ordens de magnitude do valor experimental de 11,50+1,43 como
mostra a Tabela 01. No entanto, é importante enfatizar que o
octanol puro ndo representa a realidade.

O sistema € também calculado com octanol umido e outros
cinco modelos de agua usando o campo de forca AMBER/GAFF.
Para este sistema, o AG,, calculado com o modelo de agua TIP4P
tem um valor consideravelmente superior ao do sistema com
octanol puro, que é estimado em 27,3+0,5 kcal mol!, fornecendo
um logK,, igual a 19,9+0,5. O AG,, calculado com o modelo de

dgua OPC4 é estimado ser 19,8+0,3 kcal mol?l, que fornece um
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valor mais elevado de logK,, igual a 14,5+£0,4. Além disso, vale a
pena mencionar que os calculados para o sistema octanol umido
usando os modelos TIP3P, TIP5P e SPC séo: 21,5+0,4, 32,5+0,5 e
28,2+0,4 kcal mol!, fornecendo logK,,, igual a 15,7+0,4, 23,8+0,5 e
20,6+0,4, respectivamente. Com excecdo do modelo de agua
OPC4, o sistema octanol puro também apresenta valores mais
elevados do que a medi¢cado experimental.

Depois desta analise € possivel observar que os valores de
logK,, para octanol puro estdo mais préximos do valor experimental
e em geral sdo menores em comparacdo com o octanol imido para
o campo de forca AMBER/GAFF. Todavia, como mencionado
anteriormente, o octanol puro n&o representa 0 que acontece
experimentalmente, se tratando apenas uma situacdo idealizada.
Com isso, os resultados para o sistema com octanol puro serviram
apenas para comparacédo e ndo podem ser comparadas aos dados
experimentais. Por fim, os valores calculados do logK,,, utilizando o
octanol puro tendem a ser menores, mas menos precisos e nao sao
realistas. Essa caracteristica ndo é somente do DPPC. O estudo
realizado por Fan e colaboradores (FAN; IORGA; BECKSTEIN,
2020), demonstra que os logK,,, para sistemas com octanol puro e
com octanol umido sao diferentes para muitos outros compostos.

Os resultados para o sistema com octanol puro utilizando dois
modelos de agua (OPC3 e OPC4) e o campo de forca
CHARMM/CGenFF acontece o oposto. O logK,, para o sistema octanol
umido € menor quando comparado com o octanol puro. O AG,,
calculado com o modelo de agua OPC3 no sistema com octanol
puro é 26,1+0,4 kcal mol?, fornecendo um logK,,, igual a 19,1+0,4.
Para o modelo de agua OPC4, o AG,, € calculado como sendo
22,9+0,1 kcal molt, o que da um logk,, igual a 16,4+0,1. O AG,,,
para o octanol umido e modelo de 4gua OPC3 é estimado em
24,1+0,5 kcal molt, dando logK,,, igual a 17,7+0,5. Para o modelo
OPC4, o AG,, é de 20,2+0,3 kcal molt, o que da um logkK,, de
14,8+0,3.
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E notavel que os modelos de agua influenciam nos resultados
de logK,, calculados. Um dos principais objetivos do
desenvolvimento de novos modelos de agua é para melhorar a
precisdo dos efeitos de hidratacdo em simulacdes de DM (COSTA
et al., 2023). O modelo de agua TIP3P é utilizado como padrédo no
desenvolvimento do campo de forca AMBER/GAFF. E possivel
observar na Tabela 02 que o valor de logK,, para este modelo de
agua € consideravelmente menor quando comparado com 0sS
modelos TIP4P, TIP5P e SPC para o sistema octanol iamido. Isso
ocorre porque o modelo TIP3P tem uma constante dielétrica menor
do que o modelo TIP4P, causando energias livres de hidratacéao
mais baixas e consequentemente logK,, menores quando
comparado ao modelo TIP4P (BRINI et al., 2017; FAN; IORGA,;
BECKSTEIN, 2020; PARANAHEWAGE; GIERHART; FENNELL,
2016).

Vale ressaltar que os modelos de dgua comumente utilizados
nas simulacdes de DM sdo bons em reproduzir as propriedades da
agua pura. No entanto, eles ndo sdo confiaveis em prever as
energias livres da hidratacdo (LUNDBORG,; LINDAHL, 2015). O
Anexo G traz as propriedades experimental da agua em
comparacado com os modelos tedricos mencionados neste trabalho.

Os modelos de agua OPC3 e OPC4 apresentam
semelhancas, mas possuem muitas diferencas (ver Anexo G). Por
exemplo, o modelo OPC3 tem trés locais de interagdo em vez dos
guatro presentes no modelo OPC4. Os comprimentos e angulos de
ligacdo e as cargas atbmicas sao diferentes. Todos esses
parametros influenciam as temperaturas de fusdo, a tensao
superficial e, consequentemente, a energia livre de hidratacéao.
Portanto, os resultados para esses dois modelos de agua diferem
significativamente. Uma possivel explicacdo pode estar relacionada
a diferenca das interagbes intermoleculares que produzem
diferentes tensbes superficiais para os dois modelos. Estudos

realizados por Tempra et al. mostram que o modelo de agua OPC4
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tem uma tenséo superficial mais proxima da experimental do que o
modelo de agua OPC3 (TEMPRA; OLLILA; JAVANAINEN, 2022).

Para o modelo de agua OPC4, o critério de corte de Lennard-
Jones usado foi de 1,2 nm, que é o recomendado para modelos
lipidicos (TEMPRA; OLLILA; JAVANAINEN, 2022). Os resultados
para este modelo tém valores muito semelhantes nos dos dois
campos de forca deste estudo (AMBER/GAFF e CHARMM/CGenFF).
De fato, os valores de logK,, encontrados para o modelo de agua
OPC4 estdo em melhor concordancia com o valor experimental
guando comparados com os demais modelos. Alguns estudos tem
demonstrado que o modelo OPC4 apresenta energias de hidratacéao
com maior precisdo em comparacdo com o0s modelos TIP3P e
TIP4P, considerando os valores experimentais (FAN; IORGA;
BECKSTEIN, 2020; 1ZADI; ANANDAKRISHNAN; ONUFRIEV, 2014;
TEMPRA; OLLILA; JAVANAINEN, 2022). Na Tabela 02, os valores
encontrados com o modelo OPC4 e os demais modelos séo
consideravelmente diferentes. No entanto, o modelo OPC4 mostra-
se mais preciso quando comparado com o valor experimental.

O campo de forca AMBER/GAFF e, até certo ponto, o campo
de forca CHARMM/CGenFF sao subpolarizados, o que pode
resultar em energias livres de hidratagdo positivas para pequenas
moléculas (SWOPE; HORN; RICE, 2010). Estes campos de forca
utiizam atomos com cargas fixas em simulacbes classicas para
calcular propriedades termodinamicas associadas a processos que
envolvem uma mudanca no estado de polarizagdo. Por exemplo,
pode-se citar entalpias de vaporizacdo e energias livres de
solvatacéo. Fan et al. afirmam que o campo de forca
AMBER/GAFF mostrou alguns erros sistematicos para moléculas
hidrofobicas, enquanto CHARMM/CGenFF demonstra ser mais
preciso e equilibrado. Neste estudo, nao foi possivel realizar
calculos com os mesmos modelos de agua para os dois campos de
forca. Desta forma, ndo se pode fazer essa comparacdo. O Unico
modelo de agua em comum nos dois campos de forca € a OPC4.

Contudo, os resultados possuem energias livres proximas e
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coerentes, sendo 19,8+0,3 e 20,2+0,3 kcal mol! para AMBER/GAFF
e CHARMM/CGenFF, respectivamente.

O campo de forca CHARMM/CGenFF foi desenvolvido com o
objetivo de corrigir algumas falhas. Uma destas falhas é o célculo
da tensado superficial, fator crucial para o sistema octanol-agua e
logK,, (KLAUDA et al., 2010). No entanto, este campo de forca
possui uma limitacdo que é o tratamento aproximado das forcas de
Lennard-Jones de longo alcance (COSTA et al., 2023).

E interessante mencionar que o calculo é feito através do
desacoplamento da molécula de DPPC do solvente (agua, octanol
puro ou octanol umido) em uma caixa de simulacdo pelo método
alguimico. Nesta situacao, tensdo superficial ndo influencia, pois
nao ha interface entre fases, existe apenas uma caixa com limites
peridédicos. De fato, a correcdo para o coeficiente de particdo néao
vem da tensdo superficial, mas sim das interacdes agua-agua e
agua-DPPC néo ligadas. Desta forma, a explicacdo da discrepancia
entre experimento e simulacdo também pode vir da energia livre de
solvatacdo, que também afeta a tensdo superficial da agua. As
energias livres da hidratacdo podem ser calculadas com precisédo
usando varios métodos de energia livre alquimica. No entanto, a
sua precisdo depende de diversos fatores, tais como o campo de
forca, cargas atdbmicas parciais, parametros de Lennard-Jones e a
escolha do modelo de agua (DENG; ROUX, 2004; MOBLEY et al.,
2007). Em sintese, o modelo da dgua OPC4 estimam com precisao
a tensdo superficial e as energias livres da solvatacdo. Neste
estudo, o modelo de 4gua OPC4 é aquele que fornece um logK,,,
mais proximo do valor experimental (Tabela 01) (SOUZA et al.,
2020b). Contudo, €é importante destacar que o calculo obtido
através do modelo de agua OPC4 ainda é trés unidades superior ao
valor experimental.

A sobreposicdo entre as distribuicdes € indispensavel para
calculos precisos de energia livre, e pode ser quantificada pelo
calculo da matriz de sobreposicdo que pode ser visualizada nos

Anexos A e B. De acordo com isso, pode-se observar a
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sobreposicdo nas Figuras A.1 e A.2 para o campo de forca
AMBER/GAFF e nas Figuras B.1 e B.2 para o campo de forca
CHARMM/CGenFF ambos para os modelos de dgua em destaque
OPCA4.

Para que os estados terminais (0 e 26 para as caixas de agua
e de 0 a 40 para as caixas de octanol imido) sejam interligados, a
matriz de sobreposicdo deve ser no minimo tridiagonal, ou seja,
todos os pares de estados adjacentes devem ter sobreposicao
substancial e nenhum elemento deve ser zero na diagonal principal
e nas primeiras diagonais acima e abaixo da principal. Esses
elementos diferentes de zero devem ser apreciavelmente acima de
0,03. Qualquer nimero abaixo de 0,03 deve servir como um sinal
de alerta, pois os métodos baseados em FEP tendem a subestimar
a variacao quando a sobreposicdo do espaco de fase é tao baixa.

A probabilidade de observar, por exemplo (ANEXO A — Figura
A.1), uma amostra coletada do estado 11 vinda de um estado de
simulacdo 10 € de 0,37. Neste caso, a probabilidade de encontrar
um microestado amostrado do estado 11 no estado 10 é 0,37. As
matrizes de sobreposicdo do campo de forca CHARMM/CGenFF
apresentam algumas falhas, entretanto, ndo afetaram de forma
significativa a amostragem, ja que temos valores muito proximos
para o modelo de agua em comum (OPC4) em ambos 0s campos

de forga.
5.2.2. Estimador TI

A Tabela 03 mostra os resultados para o estimador Tl usando o
sistema com octanol puro e umido com seis modelos de agua e com 0s
campos de forca AMBER/GAFF e CHARMM/CGenFF.

Tabela 03 - Energia livre de Gibbs de transferéncia (AG,,,) do DPPC
da fase de octanol (puro e umido) para a fase aquosa e o
coeficiente de particdo octanol-agua (logkK,,) utilizando a
integracdo termodindmica (estimador TI) com campos de forca
AMBER/GAFF e CHARMM/CGenFF.
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] Campo de Fasedo Modelo AG,,,
Método ] logkK,,,
forca octanol de agua (kcal mol?)
TIP3P -20,8+0,6 15,2+0,6
TIP4P -19,8+0,6 14,5+0,6
Puro TIP5P -29,810,6 21,8+0,6
SPC216 -21,7+£0,7 15,9+0,7
OPC4 -11,1+0,9 8,1+0,9
AMBER

TIP3P -23,2+0,6 17,3+£0,6
- TIP4P -27,8+£0,5 20,4+0,5
Umido TIP5P -31,2+0,5  22,9+0,5
SPC216 -28,0+0,6 20,5+0,6
OPC4 -23,2+0,7 17,0+0,7
OPC3 -26,4+0,6 19,4+0,6

Puro
OPC4 -23,2+0,6 16,9+0,6

CHARMM

. OPC3 -24,7+0,6 18,1+0,6

Umido
OPC4 -21,9+0,5 16,0+0,5

O método Tl é um dos poucos estimadores que requerem o

9UAq9)

calculo de . No entanto, calcular esta derivada pode trazer

alguns problemas e limitacbes. Além disso, alguns codigos de

simulacdo ndo suportam a avaliacdo dessa quantidade.

Os resultados do estimador Tl para AG,, € de logK,, com 0S
dois campos de forca e os seis modelos de agua sdo maiores e se
distanciam bastante dos resultados do resultado experimental quando
comparados aos dados utilizando o estimador MBAR (Tabela 02). Embora
o Tl seja um dos métodos de energia livre mais simples de utilizar e
analisar, ele apresenta alguns

problemas que precisam ser
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. . du .
cuidadosamente evitados. Por exemplo, se a curvatura de - for muito

grande, o viés introduzido pelos estados A discretos torna-se relevante.
Em vista disso, ao fazer o uso do estimador TI, é importante verificar se
dados suficientes de um nimero de estados foram coletados para que a
energia livre se torne independente do nimero de estados com precisao

estatistica.
Outro problema se da pela avaliagdo de Z—Z no A=0 quando séao

utilizados os potenciais de Lennard-Jones. Para evitar o problema pode-

se usar um caminho linear. No entanto, a transformagéo linear sempre
. ST . e au
tera um potencial infinito em A=0 o que leva instabilidade ao calcular T

Mesmo diante dos problemas citados acima o modelo de
dgua OPC4 ainda apresenta o menor valor de logK,, quando
comparado aos demais resultados apresentados na Tabela 03. O AG,,,
calculado é -23,2+0,7 e logK,, igual a 17,0+0,7 para o campo de forga
AMBER/GAFF. Para o campo de forca CHARMM/CGenFF, o AG,,, € -
21,9+0,5, e consequentemente, o logK,, calculado é 16,0+0,5. No
entanto, existem alguns problemas relacionados a falta de forcas de
longo alcance atraentes de van der Waals causadas pelo
truncamento do potencial de Lennard Jones.

Nos anexos C e D, estdo dispostos os graficos de barras das
diferencas de energia livre avaliadas entre pares de estados
adjacentes por meio de varios estimadores disponiveis na
ferramenta alchemical _analyses.py. Além disso, as estimativas de
erro correspondentes para cada um dos estimadores sao
apresentadas. Os resultados de TI estdo representados pela cor
roxa. Em todos os gréaficos os erros do estimador Tl sdo pequenos,
assim como os erros do estimador MBAR (em azul). No entanto,
eles diferem consideravelmente nas barras das diferencas de
energia livre avaliadas entre pares de estados adjacentes. Este fato
ocasionou a diferenca entres os valores calculados pelos dois

estimadores.
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5.3. Amostragem guarda-chuva

A energia livre de Gibbs para transferir DPPC do octanol para a
fase aquosa (AG,,), e vice-versa, foi avaliada usando amostragem
guarda-chuva. O método de amostragem guarda-chuva € um padrdo ouro
de amostragem aprimorada utilizado para calcular AG e,
consequentemente, logkK,,. Para este método, apenas o campo de forga
CHARMM/CGenFF e o modelo de agua TIP3P sao usados para efeito de
demonstracdo. Os resultados utilizando este método estdo expostos na

Tabela 04 a segquir.

Tabela 04 - Energia livre de Gibbs de transferéncia (AG,,) e
coeficiente de particdo octanol-agua (logK,,) utilizando a

amostragem guarda-chuva com campo de forca CHARMM/CGenFF.

) Campo de Modelo _ AG
Método ) Sistema logkK,,,
forca de agua (kcal mol)

Direto 27,0+0,4 20,0+0,4
us CHARMM TIP3P

Inverso -21,4+0,5 15,0+0,5

O AG do sistema direto foi calculado em 27,03 + 0,4 kcal mol?
usando o perfil de energia mostrado na Figura 07. Aplicando este valor de
AG na Equagao 01, o logK,,, calculado é de 20,01 + 0,4 que estd muito

distante do valor experimental apresentado na Tabela 01.
35
25

15

G (kcal mol!)
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Figura 07 - Grafico do perfil de energia livre de Gibbs da transferéncia
(AG,,,) de DPPC do octanol para a fase aquosa usando amostragem
guarda-chuva do sistema direto, que corresponde a uma caixa de agua
entre duas caixas de octanol.

E importante mencionar que a molécula DPPC no processo de
transferéncia entre as fases arrasta muitas moléculas de octanol ligadas a

ele como mostra a Figura 08.

TP

Figura 08 - Arraste de moléculas de octanol presas na cauda hidrofébica
do DPPC no sistema direto. Neste sistema o DPPC é transferido da fase
octanol (em laranja) para a fase aquosa (em azul).

A Figura 08 mostra que as moléculas de octanol aderem a
molécula de DPPC mesmo depois de ser transferido para a fase aquosa.
Supde-se que este artefato tenha influenciado no célculo da energia livre,
e consequentemente, causa a superestimacédo do logK,, encontrado.
Tentou-se reduzir esse artefato aumentando o tempo de simulacdo, mas
€ inviavel obter resultados razoaveis diante do alto custo computacional.
Visto que, os tempos de equilibrio e amostragem necessarios para
calcular uma energia livre razoavel sdo muito grandes (>> 200 ns), de
modo que a amostragem guarda-chuva ndo € viavel para produzir
calculos de energia livre rapidos e confiaveis sem artefatos para o sistema
em estudo.

A Figura 09 apresenta a analise WHAM e a sobreposi¢do entre as
janelas guarda-chuva do sistema em estudo referente a transferéncia de
DPPC da fase octanol para a fase aquosa. O histograma é razoavelmente
sobreposto e mostra dois picos duplos entre a regido de -7 a -5 nm
(interface octanol-agua). A amostragem na regido da interface costuma
ser mais dificil do que em outras regides, porém ha uma boa

sobreposicao entre as janelas.
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Figura 09 - Histograma de janelas de amostragem de guarda-chuva se
sobrepdem na coordenada de reacdo ¢ para o sistema direto, que
corresponde a uma caixa de agua entre duas caixas de octanol.

Neste sistema o DPPC é transferido do octanol para a agua.

Para tentar reduzir ou até mesmo evitar o arraste as moléculas,
tentou-se realizar o inverso do sistema mencionado anteriormente. Neste
caso, 0 sistema contém uma caixa de octanol entre duas caixas de agua
como mostra a Figura 06. Para o sistema inverso, o AG calculado é -21,4
+ 0,5 kcal mol?, utilizando o perfil de energia mostrado na Figura 10.
Logo, o logK,, encontrado é de 15,0 + 0,5 (Tabela 04). E possivel
observar que o sistema inverso possui um logK,, mais proximo do
experimental (Tabela 01). No entanto, ainda continua muito distante do
valor experimental. Pode-se observar novamente o arraste de moléculas
de uma fase para outra, que pode explicar o desacordo com o valor
experimental. As moléculas de agua foram arrastadas pela molécula de
DPPC até a caixa de octanol. Desta vez, presas na cabeca hidrofilica da
molécula de DPPC (Figura 11). Dessa forma, o valor do calculo da
energia livre, e consequentemente, a estimativa de logK,,, podem ter sido

afetados novamente.
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Figura 10 - Grafico do perfil de energia livre de Gibbs da transferéncia
(AG,,) de DPPC da fase aquosa para o octanol usando amostragem
guarda-chuva do sistema inverso, que corresponde a uma caixa de

octanol entre duas caixas de agua.

Figura 11 - Arraste de moléculas de agua presas na cabeca hidrofilica do
DPPC no sistema inverso. Neste sistema o DPPC é transferido da fase
aguosa (em azul) para a fase octanol (em laranja).

Isso mostra uma desvantagem para aplicar a amostragem guarda-
chuva em sistemas como estes, embora seja bastante conhecido e
aplicado por ser um dos melhores métodos de amostragem aprimorados.
Figura 12 mostra as sobreposi¢bes entre as janelas guarda-chuva do
sistema em estudo referente a transferéncia de DPPC octanol. E
observada uma razoavelmente sobreposicdo mesmo na interface octanol-

agua.
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Figura 12 - Histograma de janelas de amostragem de guarda-chuva se
sobrepdem na coordenada de reacdo ¢ para o sistema inverso, que
corresponde a uma caixa de octanol entre duas caixas de agua.
Neste sistema o DPPC é transferido da fase aguosa para a fase
octanol.

E muito importante também discutir se 0 método de agitagéo lenta
é confiavel para calcular o logK,,, de moléculas anfifilicas e zwitteriénicas.
A parte experimental dessa propriedade é muito delicada, principalmente
porque os fosfolipidios podem ser hidrolisados quando permanecem nas
fases octanol-agua por um longo periodo, como no método de agitacao
lenta. As moléculas de DPPC também podem permanecer na interface,
conforme foi observado nas simulacdes de amostragem guarda-chuva.
Dessa forma, se a tenséo superficial do lipidio for medida ap6s adi¢do a
agua, a tensao superficial diminuira com a adsor¢do na superficie. E
quando a superficie estiver saturada, o mondmero também satura a fase
aquosa. Outro problema evidente é que o DPPC pode formar agregados
de tamanhos diferentes na fase aquosa. Neste contexto, € um grande
problema definir/prever a solubilidade da molécula de DPPC em agua.

Outro desafio pode estar relacionado ao método analitico utilizados
nessas medigbes. Como o DPPC é muito solivel em octanol, a
quantidade de DPPC solavel em agua sera tdo pequena que a
concentracdo de DPPC deve estar abaixo do limite de deteccdo para a
maioria das andlises de espectroscopia de massa. Portanto, havera a
necessidade de aumentar a concentracdo da amostra ou concentrar a

solucdo aquosa antes da analise por espectroscopia de massa. A
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formacéo de agregados na agua pode ocorrer a curto prazo, e pode haver
agregados na fase aquosa ao concentrar a amostra para medir a
concentracdo via espectroscopia de massa, por exemplo. Além disso,
havera uma concentragdo de DPPC néo desprezivel na interface octanol-
agua ou na superficie da vidraria que ndo € mensuravel com precisdo

com metodologias analiticas confiaveis.
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6. Implicacdes

Este trabalho demonstra que os modelos de agua que sao
largamente utilizados nas simulagdes de DM falham em calcular com
precisdo energias livres de hidratacdo. Embora, as energias livres de
hidratacdo possam ser calculadas através diversos métodos, a sua
precisdo depende de diversos fatores, como o campo de forca, cargas
atdbmicas parciais, parametros de Lennard-Jones e a escolha do modelo
de agua. O estudo reforca a importancia do desenvolvimento de novos
modelos de &gua que reproduzam com precisdo todas as suas
caracteristicas da agua experimental para conciliar a discrepancia que

existe entre medi¢cdes experimentais e tedricas de moléculas anfifilicas.
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7. Conclusodes

Nesta dissertagdo, as simula¢des de dindmica molecular atomistica
utilizando dois campos de forca (AMBER/GAFF e CHARMM/CGenFF) e
seis modelos de agua (SPC, TIP3P, TIP4P, TIP5P, OPC3 e OPC4) foram
realizadas com sucesso. Dois métodos de calculo de energia livre foram
utilizados: o método alquimico e o método de amostragem guarda-chuva.

Para o método alquimico utilizaram-se dois estimadores de energia
livre: Tl e MBAR. Também, octanol foi utilizado de duas formas diferentes:
puro e umido. Os resultados para a fase de octanol puro ndo foram
analisados por ser uma situacdo idealizada, que ndo condiz com o que
acontece experimentalmente. Dentre os calculos de logK,, feitos com
diferentes modelos de agua utilizados, quase todos os logK,,, calculados
se distanciaram do valor experimental, 11,50+1,43, que foi obtido através
do método de agitacao lenta e usado como referéncia neste estudo.

O estimador MBAR tem energias livres, e por consequéncia,
coeficientes de particdo octanol-agua menores, quando comparados ao
estimador TI. Este fato pode ser explicado devido ao estimador Tl possuir
alguns problemas e limitagbes. No entanto, os coeficientes de particao
octanol-agua calculado com o modelo de 4gua OPC4 (que estima com
precisao a tensdo superficial) apresenta os melhores resultados nos dois
estimadores. Para o estimador MBAR, o logK,,, é calculado em 14,5+0,3
e 14,8+0,3 para os campos de forca AMBER/GAFF e CHARMM/CGenFF,
respectivamente. Para o estimador Tl, o logK,,, € de 17,0+0,7 e 16,0+0,5
para os campos de forca AMBER/GAFF e CHARMM/CGenFF,
respectivamente. Embora sejam valores muito distantes do experimental,
foram os menores valores quando comparados aos demais para estes
estimadores.

O método de amostragem guarda-chuva mostrou-se ineficaz para o
sistema em estudo. Isto se deve ao arraste de moléculas de agua ou
octanol pelo DPPC durante as simulagdes gerando artefatos. O sistema
inverso (sistema com uma caixa de octanol entre duas caixas de agua,

s

onde o DPPC ¢ transferido da fase aquosa para a fase octanol)
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apresentou menos arraste, fornecendo um logK,, igual a 15,0+0,5,
porém apresenta um valor calculado ainda distante do valor experimental
de (11,50+1,43).

Por fim, & de grande importdncia o desenvolvimento de novos
modelos de &agua que reproduzam com precisdo todas as suas
propriedades. A diminuicdo da discrepancia entres os valores tedricos e
experimentais torna o calculo do logK,, mais confiavel, que & uma
propriedade de grande importancia em diversas areas de aplicacGes

cientificas e industriais.
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8. Perspectivas Futuras

Para uma possivel continuacao deste trabalho sugere-se:

Realizar um novo estudo experimental para determinar o
coeficiente de particdo octanol-agua do DPPC.

Também realizar um estudo similar para outros fosfolipidios
importantes tais como o DPPA, DPPE, DPPG, DPPI e DPPS;
Utilizar outros métodos para prever energias livres tal como o
meétodo replica exchange;

Testar outros campos de forca;

Usar ou desenvolver outros modelos de agua.
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10. Anexos

ANEXO A

Matrizes de sobreposi¢coes dos A nos calculos de energia livre utilizando o
meétodo de integracdo termodinamica para o modelo de agua OPC4 no
campo de forca AMBER/GAFF.

A 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 110(11 (12|13 (14 |15|16 (17 |18 (19 (20| 21|22 |23 |24 |25

Figura A.1 — Matriz de sobreposicao para a caixa de agua com o modelo
OPC4 no campo de forca AMBER/GAFF.
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Figura A.2 — Matriz de sobreposicdo para a caixa de octanol umido com o
modelo OPC4 no campo de forca AMBER/GAFF.
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ANEXO B

Matrizes de sobreposi¢coes dos A nos calculos de energia livre utilizando o
método de integracdo termodindmica para o modelo de 4gua OPC4 no
campo de forca CHARMM/CGenFF.

A 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 (1011|1213 (1415|1617 (18|19 |20 |21 (22|23 |24 |25

Figura B.1 — Matriz de sobreposicao para a caixa de agua com o modelo
OPC4 no campo de forca CHARMM/CGenFF.
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Figura B.2 — Matriz de sobreposicdo para a caixa de octanol umido com o
modelo OPC4 no campo de forca CHARMM/CGenFF.
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ANEXO C

Gréfico de barras das diferencas de energia livre avaliadas entre pares de
estados adjacentes por meio de varios métodos, com estimativas de erro
correspondentes para cada método, para o modelo de agua OPC4 no
campo de forca AMBER/GAFF.
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Figura C.1 - Diferencas de energia livre avaliadas entre pares de estados
adjacentes por meio de varios métodos com seus respectivos erros, para

a caixa de 4gua com o modelo OPC4 no campo de forca AMBER/GAFF.
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Figura C.2 — Diferencas de energia livre avaliadas entre pares de estados
adjacentes por meio de varios métodos com seus respectivos erros, para
a caixa de octanol umido com o modelo OPC4 no campo de forga
AMBER/GAFF.
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ANEXO D

Gréfico de barras das diferencas de energia livre avaliadas entre pares de
estados adjacentes por meio de varios métodos, com estimativas de erro
correspondentes para cada método, para o modelo de agua OPC4 no
campo de forca CHARMM/CGenFF.
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Figura D.1 —Diferengas de energia livre avaliadas entre pares de estados
adjacentes por meio de varios métodos com seus respectivos erros, para
a caixa de &4gua com o modelo OPC4 no campo de forca
CHARMM/CGenFF.
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Figura D.1 — Diferencas de energia livre avaliadas entre pares de estados
adjacentes por meio de varios métodos com seus respectivos erros, para

a caixa de octanol Umido com o modelo OPC4 no campo de forca
CHARMM/CGenFF.
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ANEXO E

DIVULGACAO DO TRABALHO

Essa dissertacdo foi apresentada na forma de poster durante o XVII
Encontro Regional da Sociedade Brasileira de Quimica do Rio de Janeiro
(SBQ-Rio). Foi premiado como melhor péster da sessdo de quimica

tedrica.

XVIIl Encontro Regional S~
da Sociedade Brasileira g
de Quimica - SBQ-RJ

outubro de 2022
ural Protessor Woracio Macedo

MELHOR POSTER NO XVIII ENCONTRO REGIONAL DA SBQ-RIO

Certifico que o trabalho O efeito do uso do modelo de dgua correto no coeficiente de
partigdo octanol-dgua do 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina calculado usando
inami lecul istica: uma questdo em aberto, dos autores Rayla Kelly Magalhdes
Costa, Lucas Miguel Pereira Souza, Rudielson Santos Silva, Felipe Rodrigues Souza, André
Silva Pimentel foi premiado como um dos melhores posters, no XVIII Encontro Regional da
SBQ-Rio, realizado no CCMN-UFRJ dos dias 4 a 7 de outubro de 2022.

B d

Figura E.1 - Certificado de premiacdo de poster do XVIII Encontro
Regional da SBQ-Rio, em outubro de 2022.

Este trabalho de dissertacdo foi publicado na revista “Journal of
Biomolecular Structure and Dynamics”. Cujo fator de impacto € de 5.235.
Disponivel no link: https://doi.org/10.1080/07391102.2023.2173298
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The reconciliation between the experimental and calculated octanol-water
partition coefficient of 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphatidylcholine using
atomistic molecular dynamics: an open question

Rayla Kelly Magalhaes Costa, Lucas Miguel Pereira Souza, Rudielson Santos Silva, Felipe Rodrigues Souza and
André Silva Pimentel

Departaments de Quirics, Pontificia Universdsde Catdlica do Rio de lansing, Rio de laneim, R, Brazil

Communicated by Ramaswamy H. Sarma

ABSTRACT ARTICLE HISTORY
The oo anokwater partition cosfficient of 1.2-dipalmitoyk-sn-glyoeno-3-phosp ha tidyic holine (DPPC) was Received 3 Mowernber 20F
investigated using atomistic molecuar dynamics simulations via thermodynamic integration and mult-  Acepeed 2 December 2022
state Bennett acceptance ratic methods The GAFF and CHARMMEE force fislds were used with six
water models widely used in molecular dynamics simulstions. The OPCA water modal provided the — KEYWORDS )
best agreement with the expedmental odanclwater partition cosfficient of DPPC using the two force n:m:'c::':% fre
fields. However, there is still plenty of room for improvement in water models with comect est mation mm cadir:mg-
of surface tension that uses better and suitable non-bonded interaction parameters between water-  yrhighilic molecdes;
water and waterDPPC The Gibbs free energy of trangferdng DPPC from octanol to water phase was sty phospholpds.
ealculated to be 19803 and 202+ 03keal mal™', giving a partition cosfficent of 145204 and  Fyduphobicy
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Figura E.2 — Artigo publicado
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ANEXO F

ARQUIVOS DE ENTRADA DA INTEGRACAO TERMODINAMICA.

» Parametros de dindmica molecular — minim.mdp

define = -DFLEXIBLE

integrator = steep
nsteps = 5000
emtol =100

emstep =0.01

nstcomm =100

; OUTPUT CONTROL

nstxout =250 ; save coordinates to .trr every 250 steps
nstvout =0 ; don't save velocities to .trr

nstfout =0 ; don't save forces to .trr

nstxout-compressed =500 ; Xtc compressed trajectory output every
500 steps

compressed-x-precision = 1000

nstlog =500 ; update log file every 500 steps

nstenergy =500 ; save energies every 500 steps
nstcalcenergy =100

cutoff-scheme = Verlet

ns-type = grid
nstlist =

rlist =1.0
BONDS

coulombtype = PME
rcoulomb =1.0
pme-order =6
fourierspacing =0.10

ewald-rtol =1le-6
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; VDW

vdw-type = PME

rvdw =1.0

vdw-modifier = Potential-Shift
ewald-rtol-j =1e-3
l]-pme-comb-rule = Geometric
DispCorr = EnerPres

Tcoupl =no
Pcoupl =no
gen_vel =no

free-energy =yes

couple-moltype = ligand

couple-lambda0 = vdw-q

couple-lambdal = none

couple-intramol =vyes

separate-dhdl-file =yes

sc-alpha =05

sc-power =1

sc-sigma =0.3

init-lambda-state =0

coul-lambdas = 0.0 0.10 0.20 0.30 0.40 0.50 0.60 0.70 0.80 0.90
1.001.01.001.01.001.01.001.02.001.01.001.01.002.02.001.0
vdw-lambdas = 0.0 0.00 0.0 0.00 0.0 0.00 0.0 0.00 0.0 0.00 0.0

0.050.10.20.30.4050.60.650.70.750.80.850.90.95 1.0
nstdhdl =100
calc-lambda-neighbors =-1

» Parametros de dinamica molecular - NVT.mdp

define = -DPOSRES

integrator =sd ; stochastic leap-frog integrator

nsteps = 5000 ; 2*5,000 fs =10 ps

dt =0.002 ;2 fs

comm-mode = Linear ; remove center of mass translation
nstcomm =100 ; frequency for center of mass motion removal

. OUTPUT CONTROL
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nstxout = ; don't save coordinates to .trr

nstvout =0 ; don't save velocities to .trr

nstfout =0 ; don't save forces to .trr

nstxout-compressed = 5000 ; Xtc compressed trajectory output
every 5000 steps

compressed-x-precision = 1000 ; precision with which to write to the
compressed trajectory file

nstlog = 5000 ; update log file every 10 ps

nstenergy = 5000 ; save energies every 10 ps

nstcalcenergy =100 ; calculate energies every 100 steps

; BONDS

constraint_algorithm =lincs ; holonomic constraints

constraints = all-bonds ; hydrogens only are constrained

lincs_iter =1 ; accuracy of LINCS (1 is default)

lincs_order =4 ; also related to accuracy (4 is default)
lincs-warnangle =30 ; maximum angle that a bond can rotate
before LINCS will complain (30 is default)

continuation =no ; formerly known as ‘unconstrained-start' -

useful for exact continuations and reruns

cutoff-scheme = Verlet

ns-type =grid ; search neighboring grid cells
nstlist =10 ;20 fs (defaultis 10)

rlist =1.0 ;short-range neighborlist cutoff (in nm)
pbc =xyz ;3DPBC

coulombtype = PME ; Particle Mesh Ewald for long-range
electrostatics

rcoulomb =1.0 ;short-range electrostatic cutoff (in nm)
ewald_geometry = 3d ; Ewald sum is performed in all three
dimensions

pme-order =6 ; interpolation order for PME (default is 4)
fourierspacing =0.10 ; grid spacing for FFT

ewald-rtol = le-6 ; relative strength of the Ewald-shifted direct

potential at rcoulomb

: VDW

vdw-type = PME

rvdw =1.0

vdw-modifier = Potential-Shift
ewald-rtol-lj =1le-3

ll-pme-comb-rule = Geometric
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DispCorr = EnerPres

taut =1.0
ref t = 298
pcoupl = no

gen_vel = yes ; Velocity generation is on (if gen_vel is 'yes',
continuation should be 'no’)
gen seed =-1 ; Use random seed

gen_temp =298

free-energy =yes

couple-moltype = ligand

couple-lambda0 = vdw-q

couple-lambdal = none

couple-intramol =vyes

separate-dhdl-file =yes

sc-alpha =05

sc-power =1

sc-sigma =0.3

init-lambda-state =0

coul-lambdas = 0.0 0.10 0.20 0.30 0.40 0.50 0.60 0.70 0.80 0.90
1.001.01.001.01.001.01.001.02.001.01.001.01.002.02.001.0
vdw-lambdas = 0.0 0.00 0.0 0.00 0.0 0.00 0.0 0.00 0.0 0.00 0.0

0.050.10.20.30.40.50.60.650.70.750.80.850.90.95 1.0
nstdhdl =100
calc-lambda-neighbors =-1

» Parametros de dinamica molecular - NPT.mdp

define = -DPOSRES

integrator =sd ; stochastic leap-frog integrator

nsteps = 50000 ; 2 *50,000 fs = 100 ps

dt =0.002 ;2 fs

comm-mode = Linear ; remove center of mass translation
nstcomm =100 ; frequency for center of mass motion removal

. OUTPUT CONTROL
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nstxout = ; don't save coordinates to .trr

nstvout =0 ; don't save velocities to .trr

nstfout =0 ; don't save forces to .trr

nstxout-compressed = 5000 ; Xtc compressed trajectory output
every 5000 steps

compressed-x-precision = 1000 ; precision with which to write to the
compressed trajectory file

nstlog = 5000 ; update log file every 10 ps

nstenergy = 5000 ; save energies every 10 ps

nstcalcenergy =100 ; calculate energies every 100 steps

; BONDS

constraint_algorithm =lincs ; holonomic constraints

constraints = all-bonds ; hydrogens only are constrained

lincs_iter =1 ; accuracy of LINCS (1 is default)

lincs_order =4 ; also related to accuracy (4 is default)
lincs-warnangle =30 ; maximum angle that a bond can rotate
before LINCS will complain (30 is default)

continuation = yes ; formerly known as 'unconstrained-start' -

useful for exact continuations and reruns

cutoff-scheme = Verlet

ns-type =grid ; search neighboring grid cells
nstlist =10 ;20 fs (defaultis 10)

rlist =1.0 ; short-range neighborlist cutoff (in nm)
pbc =xyz ;3DPBC

coulombtype = PME ; Particle Mesh Ewald for long-range
electrostatics

rcoulomb =1.0 ;short-range electrostatic cutoff (in nm)
ewald_geometry = 3d ; Ewald sum is performed in all three
dimensions

pme-order =6 ; interpolation order for PME (default is 4)
fourierspacing =0.10 ; grid spacing for FFT

ewald-rtol = le-6 ; relative strength of the Ewald-shifted direct

potential at rcoulomb

: VDW

vdw-type = PME

rvdw =1.0

vdw-modifier = Potential-Shift
ewald-rtol-lj =1le-3

ll-pme-comb-rule = Geometric
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DispCorr = EnerPres

tc_grps = System

tau_t =1.0

ref t =298

pcoupl = Berendsen

pcoupltype = isotropic

tau_p =0.5 ; time constant (ps)

ref_p =1.0 ; reference pressure (bar)

compressibility = 4.5e-05 ; isothermal compressibility of water
(bar™-1)

refcoord-scaling = all

free-energy =yes

couple-moltype = ligand

couple-lambda0 = vdw-q

couple-lambdal = none

couple-intramol =vyes

separate-dhdl-file =yes

sc-alpha =05

sc-power =1

sc-sigma =0.3

init-lambda-state =0

coul-lambdas = 0.0 0.10 0.20 0.30 0.40 0.50 0.60 0.70 0.80 0.90
1.001.01.001.01.001.01.001.02.001.01.001.01.002.02.001.0
vdw-lambdas = 0.0 0.00 0.0 0.00 0.0 0.00 0.0 0.00 0.0 0.00 0.0

0.050.10.20.30.4050.60.650.70.750.80.850.90.95 1.0
nstdhdl =100
calc-lambda-neighbors =-1

» Parametros de dindmica molecular - PROD.mdp

integrator =sd ; stochastic leap-frog integrator

nsteps = 2500000 ; 2 * 2,500,000 fs = 5000 ps

dt =0.002 2 fs

comm-mode = Linear : remove center of mass translation

nstcomm =100 ; frequency for center of mass motion removal
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nstxout =0 ; don't save coordinates to .trr

nstvout =0 ; don't save velocities to .trr

nstfout =0 ; don't save forces to .trr

nstxout-compressed = 1000 ; Xtc compressed trajectory output
every 1000 steps (2 ps)

compressed-x-precision = 1000 ; precision with which to write to the
compressed trajectory file

nstlog = 1000 ; update log file every 2 ps

nstenergy =1000 ; save energies every 2 ps

nstcalcenergy =100 ; calculate energies every 100 steps

; BONDS

constraint_algorithm =lincs ; holonomic constraints

constraints = all-bonds ; hydrogens only are constrained

lincs_iter =1 ; accuracy of LINCS (1 is default)

lincs_order =4 ; also related to accuracy (4 is default)
lincs-warnangle =30 ; maximum angle that a bond can rotate
before LINCS will complain (30 is default)

continuation =yes

cutoff-scheme = Verlet

ns-type =grid ; search neighboring grid cells
nstlist =10 ;20 fs (default is 10)

rlist = 1.0 ; short-range neighborlist cutoff (in nm)
pbc =xyz ;3DPBC

coulombtype = PME ; Particle Mesh Ewald for long-range
electrostatics

rcoulomb =1.0 ; short-range electrostatic cutoff (in nm)

ewald _geometry = 3d ; Ewald sum is performed in all three
dimensions

pme-order =6 ; interpolation order for PME (default is 4)
fourierspacing =0.10 ; grid spacing for FFT

ewald-rtol = le-6 ; relative strength of the Ewald-shifted direct

potential at rcoulomb

: VDW

;/dw-type = PME

rvdw =1.0

vdw-modifier = Potential-Shift

ewald-rtol-lj =1le-3
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l]-pme-comb-rule = Geometric
DispCorr = EnerPres

tc_grps = System

tau_t =1.0

ref t =298

pcoupl = Berendsen

pcoupltype = isotropic ; uniform scaling of box vectors

tau_p =2 ; time constant (ps)

ref p =1.0 ; reference pressure (bar)

compressibility = 4.5e-05 ; isothermal compressibility of water
(bar™-1)

gen_vel = no ; Velocity generation is off (if gen_vel is 'yes',
continuation should be 'no’)
gen_seed =-1 ; Use random seed

gen_temp =298

free-energy =yes

couple-moltype = ligand

couple-lambda0 = vdw-q

couple-lambdal = none

couple-intramol =vyes

separate-dhdl-file =yes

sc-alpha =05

sc-power =1

sc-sigma =0.3

init-lambda-state =0

coul-lambdas = 0.0 0.10 0.20 0.30 0.40 0.50 0.60 0.70 0.80 0.90
1.001.01.001.01.001.01.001.01.001.02.001.012.001.012.001.0
vdw-lambdas = 0.0 0.00 0.0 0.00 0.0 0.00 0.0 0.00 0.0 0.00 0.0

0.050.10.20.30.4050.60.650.70.750.80.850.90.95 1.0
nstdhdl =100

calc-lambda-neighbors =-1

ARQUIVOS DE ENTRADA AMOSTRAGEM GUARDA CHUVA

» Parametros de dinamica molecular — md_pull.mdp

title = Umbrella pulling simulation
:.define = -DPOSRES

integrator = md

dt =0.002

tinit =0

nsteps =1000000 ;2ns
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nstcomm =10

; Output parameters

nstxout =5000 ;every 10 ps
:nstvout = 5000

;nstfout = 500

nstxtcout = 500 ; every 1 ps
;nstenergy = 500

; Bond parameters

constraint_algorithm = lincs
constraints = h-bonds
continuation =yes ; continuing from NPT

; Single-range cutoff scheme
cutoff-scheme = Verlet

nstlist =20
ns_type = grid
rlist =14
rcoulomb =14
rvdw =1.4

; PME electrostatics parameters
coulombtype =PME
fourierspacing =0.12

fourier nx =0
fourier ny =0
fourier nz =0
pme_order =4
ewald rtol =1le-5

optimize_fft =yes
; Berendsen temperature coupling is on in two groups

Tcoupl = V-rescale
tc_ grps =DPPC SOL OCT
tau_t =0.1 0.1 01

ref t =298 298 298
; Pressure coupling is on

Pcoupl = Parrinello-Rahman
pcoupltype = isotropic

tau_p =20

compressibility = 4.5e-5

ref p =1.0

;refcoord_scaling = com

; Generate velocities is off

gen_vel =no

; Periodic boundary conditions are on in all directions
pbc =xyz

; Long-range dispersion correction

DispCorr = EnerPres

; Pull code

pull =yes

pull_ncoords =1 ; only one reaction coordinate

pull_ngroups =2 ; two groups defining one reaction coordinate

pull_groupl name =DPPC
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pull_group2_name =OCT
pull_group2_pbcatom =-1
pull_coordl_type = umbrella ; harmonic potential

pull_coordl_geometry = direction ; simple distance increase
pull_coordl _dim =NNY
pull_coordl groups =12

pull_coordl vec =0.00.0-1.0

pull_coordl_start =yes ; define initial COM distance > 0
pull_coordl_rate =0.004 ;0.004 nm per ps =4 nm per ns
pull_coordl_k =1000 ; kJ mol*-1 nm~-2

» Parametros de dindmica molecular — NPT_umbrella.mdp

title = Umbrella pulling simulation
;define  =-DPOSRES_P

; Run parameters

integrator = md

dt =0.002

tinit =0

nsteps  =10000000 ; 20ns
nstcomm =10

; Output parameters

nstvout = 25000 ; every 50 ps
nstfout = 25000
nstxout-compressed = 25000
nstenergy = 25000

; Bond parameters
constraint_algorithm = lincs
constraints = h-bonds
continuation =no

; Single-range cutoff scheme
cutoff-scheme = Verlet

nstlist =20
ns_type = grid
rlist =14
rcoulomb =14
rvdw =1.4

; PME electrostatics parameters
coulombtype =PME
fourierspacing =0.12

fourier nx =0
fourier ny =0
fourier nz =0
pme_order =
ewald_rtol =1e-5

optimize_fft =yes

; Berendsen temperature coupling is on in two groups
Tcoupl = Berendsen

tc_grps =DPPC SOL OCT

tau_t =0.1 0.1 0.1

ref t =298 298 298

121
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; Pressure coupling is on

Pcoupl = Berendsen
pcoupltype = isotropic
tau_p =1.0
compressibility = 4.5e-5
ref_p =1.0

;refcoord_scaling = com

; Generate velocities is on

gen_vel =yes

gen_temp =298

; Periodic boundary conditions are on in all directions
pbc =xyz

; Long-range dispersion correction

DispCorr = EnerPres

; Pull code

pull =yes

pull_ncoords =1 ; only one reaction coordinate
pull_ngroups =2 ; two groups defining one reaction coordinate
pull_groupl name = DPPC

pull_group2_name = SOL

pull_group2_pbcatom =-1

pull_coordl_type = umbrella ; harmonic potential
pull_coordl _geometry = direction ; simple distance increase
pull_coordl_dim =NNY

pull_coordl groups =12

pull_coordl_vec =0.00.0-1.0

pull_coordl_start =yes ; define initial COM distance > 0
pull_coordl_rate =0.0 ; restrain in place

pull_coordl k =2000 ; kJmol*-1 nm~-2

» Parametros de dinamica molecular — md_umbrella.mdp

title = Umbrella pulling simulation
;define = -DPOSRES P

; Run parameters

integrator = md

dt =0.002

tinit =0

nsteps =500000 ;1ns
nstcomm =10

; Output parameters

nstxout-compressed =500 ; every 1 ps
nstenergy =500

; Bond parameters

constraint_algorithm = lincs

constraints = h-bonds

continuation =yes

; Single-range cutoff scheme
cutoff-scheme = Verlet

nstlist =20


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 2112418/CA


PUC-Rio- CertificagaoDigital N©2112418/CA

123

ns_type = grid
rlist =14
rcoulomb =14
rvdw =14

; PME electrostatics parameters
coulombtype =PME
fourierspacing =0.12

fourier nx =0
fourier ny =0
fourier nz =0
pme_order =4
ewald rtol =1le-5

optimize_fft =yes
; Berendsen temperature coupling is on in two groups

Tcoupl =V-Rescale
tc_ grps =DPPC SOL OCT
tau_t =0.1 0.1 01

ref t =298 298 298
; Pressure coupling is on

Pcoupl = Parrinello-Rahman
pcoupltype = isotropic

tau_p =2.0

compressibility = 4.5e-5

ref_p =1.0

;refcoord_scaling = com

; Generate velocities is off

gen_vel =no

; Periodic boundary conditions are on in all directions
pbc =xyz

; Long-range dispersion correction

DispCorr = EnerPres

; Pull code

pull =yes

pull_ncoords =1 ; only one reaction coordinate
pull_ngroups =2 ; two groups defining one reaction coordinate
pull_groupl name = DPPC

pull_group2_name = SOL

pull_group2_pbcatom =-1

pull_coordl_type = umbrella ; harmonic potential
pull_coordl _geometry = direction ; simple distance increase
pull_coordl_dim =NNY

pull_coordl groups =12

pull_coordl_vec =0.00.0-1.0

pull_coordl_start =yes ; define initial COM distance > 0
pull_coordl_rate =0.0 ; restrain in place

pull_coordl k =500 ; kJmol*-1nm~-2


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 2112418/CA


124

ANEXO G

Modelo vs. propriedades experimentais da agua em condicbes ambientais
(298,16 K, 1 bar): O angulo entre as ligacées H-O, raio da ligacdo H-O,

carga de cada atomo, momento dipolo, Densidade, constante dielétrica e

PUC-Rio- CertificagaoDigital N©2112418/CA

Calor de vaporizacao.

SPC TIP3P | TIP4P | TIPSP OPC3 OPC4 EXP
OHoH 109,47 | 104,52 | 104,52 | 104,52 | 109,47 | 103,60 | 104,52
ro-H 0,1000 | 0,0957 | 0,0957 | 0,0957 | 0,0978 | 0,0872 | 0,09584
g +0,410 | +0,417 | +0,520 | +0,241 | +0,447 | 0,679 -
Jo -0,820 | -0,834 | -1,040 | -0,241 | -0,8951 | -1,358 -
Dipolo 2,352 2,348 2,320 2,290 2,43 2,48 2,5-3
p 0,994 0,980 0,995 0,979 0,996 0,997 0,997
€0 68 94 63,90 92 78,4 78,4 78,4
AHyap 10,43 10,26 10,58 10,46 10,73 10,57 10,52

OnoH (graus): Angulo entre as ligagdes H-O

ro-+ (hm): Raio da ligagdo H-O

g+ € go (elétrons): Carga de cada &tomo

Dipolo (D): Momento dipolo

p [g/cm?3 ]: Densidade

€o: Constante dielétrica

AHvap [kcal/mol]: Calor de vaporizacéo



DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 2112418/CA




