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Modelagao Molecular de Agentes Intercalantes do ADN em

Liquidos Iénicos
Resumo

As Moléculas intercalantes sao usadas como agentes de detegcdo e
quantificacdo de ADN. Estas moléculas intercalam entre as cadeias duplas de
ADN, em solucio aquosa, devido as intera¢des hidrofobicas existentes entre as
moléculas. Estas moléculas intercalantes s&o fluorescentes mas, quando
intercaladas, exibem um aumento significativo da sua intensidade de
fluorescéncia.

Este efeito ndo € observado quando a solugcédo deixa de ser a solugao
aquosa habitual, como por exemplo, uma solu¢cdo composta por um liquido
ionico a temperatura ambiente (RTILs). O decréscimo da fluorescéncia dos
intercalantes podera estar relacionada com o facto de estes nao intercalarem
com o ADN, devido as fortes interagdes idnicas entre o solvente e a cadeia de
ADN, ou através de outros fendmenos envolvidos na interacdo entre as
moléculas estudadas.

Com este projeto pretendemos verificar se estamos perante um
fendmeno de exclusdo por parte do Liquido Iénico, ou se a intercalagao é
espontanea, estudando os mecanismos moleculares envolvidos intercalagao na
cadeia de ADN e em que condigdo a interacdo entre ADN e intercaladores
podera ser restabelecida em liquidos idnicos.

Foram estudados 5 intercaladores (Brometo de Etidio, Berberine,
Proflavine, Proflavine Reduzida e DAPI), com afinidades pelas bases de ADN e
cargas diferentes, em 10 liquidos i6nicos distintos. Fomos capazes de mostrar
0s mecanismos envolvidos nas interacdes entre os intercaladores e a cadeia
de ADN e, a partir destas observagdes, foi possivel mostrar qual dos agentes
intercalantes estudados apresentou as condicbes mais favoraveis para uma
intercalacdo em meio de liquido iénico. Constatamos que nao ha exclusao dos
intercaladores e que eles se associam espontaneamente ao ADN em liquidos
ionicos, contradizendo as interpretacdes de algumas evidéncias experimentais
anteriores. Com base nos estudos de PMF complementado com a analise das
interagdes energéticas, foi possivel concluir que o DAPI é o intercalador que
apresenta a intercalacdo mais forte e estavel e, com base nos resultados de
PMF, o Liquido lénico que promove uma intercalacdo mais forte e espontanea,
é o [BPYRR*] [PF67].
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Molecular Modeling of ADN Intercalating Agents in

lonic Liquids.

Abstract

Intercalating molecules are wused as agents of detection and
quantification of DNA. These molecules intercalate between DNA double chains
in aqueous solution due to hydrophobic interactions between this molecules.
These intercalating molecules are fluorescent but, when intercalated, they

exhibit a significant increase in their fluorescence intensity.

This effect is not observed when the solution ceases to be the usual
aqueous solution but, a solution composed of an ionic liquid at room
temperature (RTILs). The decrease of fluorescence of the intercalating agents,
might be related to the fact that they do not intercalate within DNA helix, due to
the strong ionic interactions between the solvent and DNA chain, or by other

phenomena involved in the interaction between these molecules.

With this project we intend to verify if this is a phenomenon of exclusion
by the lonic Liquid, or if the intercalation is spontaneous by studying the
molecular mechanisms involved in the intercalation and in what condition the
interaction between DNA and the intercalator may be restored in liquids ion.

Five intercalators were studied (ethidium bromide, Berberine, Proflavine,
reduced Proflavine and DAPI) with different DNA base-pair affinity and different
loads, in ten different ionic liquids. We were able to show the mechanisms
involved in the interactions between intercalators and DNA chain and, from
these observations, it was possible to show which of the intercalating agents
studied showed the most favorable conditions for an intercalation in ionic liquid
medium. We observed that there is no exclusion of the intercalators and they
spontaneously associate with DNA in ionic liquids, contradicting the
interpretation of some previous experimental evidences. Based on studies of
PMF, complemented with the analysis of energetic interactions, we concluded
that the DAPI is the intercalator with the stronger and more stable and, based
on PMF results, the ionic liquid which promotes a stronger and spontaneous
intercalation is the [BPYRR™] [PF67].
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Capitulo 1 - Introducao

Em 1868, Miescher isolou um nucleo de uma célula e observou a
presenca de um composto, formado por cadeias, que continha fosforo (1).
Watson e Crick sugeriram que as cadeias em espiral, estudadas por Miescher
(1), estavam ligadas através de pares de base, ou seja, uma base de uma
cadeia estaria ligada a uma outra base, da cadeia adjacente, através de pontes
de Hidrogénio, formando um par (2). O acido Desoxirribonucleico, ou ADN, esta
entre as macromoléculas biologicas mais importantes do mundo das ciéncias
da vida. Devido a sua importancia € entdo necessaria a sua quantificagdo e
detecdo. Entre as variadas técnicas de detecdo, estdo as baseadas na
fluorescéncia, isto €, na utilizagcdo da luz como fonte de excitacido de moléculas
que irao fluorescer para um determinado comprimento de onda. A intensidade
da fluorescéncia destas moléculas aumenta quando estas se encontram
intercaladas na cadeia de ADN. Uma dessas moléculas € o Brometo de Etidio
(3). O Brometo de Etidio faz parte de um grupo de moléculas a que se chama
de agentes intercalantes. Estas moléculas intercalam, nas moléculas de ADN,
nas zonas entre os pares de base que formam as cadeias de ADN. Sao
utilizadas como sondas de fluorescéncia, para a quantificacido e detecdo de
ADN, mas também podem ser utilizados em quimioterapia, onde irdo impedir a

replicagao do ADN.

A quantificacdo e detecdo do ADN ¢é feita, além de outras técnicas,
através de moléculas intercalantes que irdo ver a sua intensidade de
fluorescéncia aumentada quando intercaladas na cadeia de ADN (3). Esses
métodos de detecao sio realizados por espectroscopia de fluorescéncia, nos
quais se faz incidir radiagdo com um comprimento de onda especifico para a
excitacao da molécula que desejamos excitar, um fluoféro por exemplo, que se
encontra na amostra que vamos estudar. As moléculas, em condi¢ées normais,

estardo num estado relaxado, ou estado fundamental. Quando incide radiagao,



ela ira passar para um estado de excitacdo eletrénica que, quando volta ao
estado fundamental, ira emitir radiacdo, de menor energia do que a incidente, a
qual sera feita uma leitura. Esta radiagao é emitida pela molécula fluorescente
que, quando se encontra intercalada na cadeia de ADN, é observado, entao,
um aumento da intensidade de fluorescéncia e do efeito de Ressonance light-
scattering (RLS) (3). No entanto, este facto ndo é observado quando passamos
de um meio biolégico para um meio constituido por um Liquido l6nico (4). Num
estudo onde se utilizou o Brometo de Etidio como sonda fluorescente e um
meio Liquido Io6nico, a temperatura ambiente, 7-Butyl-3-methylimidazolium
hexafluorophosphate ou [BMIM*][PF6], observou-se uma diminuicdo da
intensidade de fluorescéncia e do efeito de RLS . Este efeito observado levou
a que questdes fossem levantadas e que deram origem a hipotese de trabalho

desta tese, sendo elas:
Sera que existe intercalagcdo em meio de liquido iénico?

Sera esta intercalacao favoravel ao nivel das interagbes moleculares entre os

elementos — intercalador, ADN e Liquido I6nico?

1.1 — Agentes Intercalantes

A Intercalacao foi definida por Mainwaring (5), como uma sanduiche de
uma molécula entre dois pares adjacentes de bases da dupla hélice da cadeia
de ADN. Uma caracteristica dos agentes intercalantes € a existéncia de um
sistema de anéis aromaticos, com relativa deficiéncia de eletrdes. Apds a
intercalacdo acontece uma extensao do esqueleto da cadeia de ADN — grupos
fosfato, com uma estabilizacdo resultante das interacbes - com as bases

planares aromaticas (6).
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Figura 1 - Representacéo da intercalacdo da Berberine numa cadeia de ADN
D(ATGCAT)2. O alongamento da cadeia, em A2,causado pela intercalagdo da
Berberine, é maior do que no seu estado relaxado — A1.

Como é possivel observar na figura 1, existe um alongamento - A2, das
cadeias de fosfato — ou backbone — da cadeia de ADN. As intercalagdes tém
efeitos hidrodinamicos na cadeia de ADN devido a alteracdo da forma da dupla
hélice da cadeia e do alongamento do backbone (7). Estes efeitos sé&o
perfeitamente reversiveis apds a remocgao do intercalador. Isto s6 é possivel
caso a remocgdo ndo seja destrutiva para a cadeia. Lerman (8), também
mostrou que o intercalador se situa no plano perpendicular ao eixo da dupla
hélice e que a perpendicularidade entre os pares de base e a hélice ndo é
significativamente alterada devido a intercalagdo. Devido a isto, os
intercaladores tém de apresentar uma zona planar capaz de encaixar entre os
pares de base da cadeia de ADN. Dos intercaladores estudados, os que
apresentam este tipo de intercalacédo sao a Proflavine, a Proflavine Reduzida, o
Etidio e a Berberine. O DAPI, também é um agente intercalante bastante

utilizado na detecao e quantificagdo do ADN, apresenta um tipo de intercalagao
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diferente. A intercalagdo do DAPI é feita na minor grove da cadeia de ADN, da

parte lateral da dupla hélice. A figura 2 ilustra essa intercalagéo.
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Figura 2 - Intercalagdo do DAPI em uma cadeia de ADN — D(CGCGAATTCGCG)2. O
DAPI encontra-se intercalado na minor grove dos pares de base (AATT).

Cada um dos agentes intercalantes escolhidos apresentam
caracteristicas distintas, as quais pretendemos estudar e relacionar. A carga do
intercalador, tamanho, forma, como intercala, onde intercala, sao
caracteristicas tidas em consideragao durante o processo de selecdo de cada

intercalador para este estudo.



1.1.1 - Berberine

A Berberine € uma molécula alcaloide, de carga positiva +1 (9) (10),
isolada de plantas chinesas utilizadas em medicina tradicional, apresentando
atividades farmacoldégicas e bioldgicas tais como o analgésico, antibacterianas,
anti tubercular, anti tumoral, entre outras (9). Estudos ja foram realizados no
ambito da intercalagdo da Berberine com acidos nucleicos (9) (10) (11). Destes
estudos foi possivel concluir que a Berberine € uma molécula com afinidade

para intercalar entre pares de base Adenina — Timina (A-T).

Figura 3 - Representagéo da estrutura da Berberine.

Todas estas caracteristicas, que vao desde a sua afinidade pela
intercalacdo entre pares de base A-T, e o amplo estudo e importancia deste
intercalador na medicina, foram fatores que pesaram na escolha deste
intercalador para este estudo da intercalacdo em meio de liquido I6nico a

temperatura ambiente.

1.1.2 - DAPI

O DAPI é um agente intercalante, de carga positiva +2, amplamente
utilizado na marcagédo de ADN (12). Dos intercaladores estudados no ambito
desta tese, o DAPI € o0 que apresenta o maior numero de tipos de intercalagao,
seja nas minor ou major groves ou por simples intercalacdo entre os pares de

base (12). Estudos realizados situam a intercalacdo nas minor groves junto a



pares de base A-T (13). Este tipo de intercalacdo foi o escolhido no &mbito
desta tese pois achamos relevante o estudo de uma intercalagdo diferente

quando o meio é um liquido i6nico.

Figura 4 - Estrutura do DAPI

1.2.3 - Etidio

O Etidio é um fluoféro referéncia usado em experiéncias de
quantificacdo de ADN, usando espectroscopia, sob a forma de Brometo de
Etidio. Também ao nivel da literatura existem inumeros estudos realizados com
este intercalante (14) (15). Este foi um fator que pesou bastante na escolha do

Etidio como mais um intercalador a ser estudado.

E um intercalador de carga positiva +1 e com afinidade por intercalar
entre pares de base Citosina — Guanina (C-G) (15) (16).



Figura 5 - Estrutura do Etidio

1.1.4 - Proflavine e Proflavine Reduzida

A Proflavine € uma amino-acridinina que apresenta uma estrutura
poliaromatica planar (17). Apresenta um tamanho reduzido, comparativamente

aos outros intercaladores selecionados.

A Proflavine e a Proflavine Reduzida apenas diferem no estado de
protonacédo do azoto central, como pode ser observado pela figura 6 (18). Esta
reducao é feita realizando uma foto-reducédo da Proflavine e usando um dador

de protdes — acido ascorbico, pH 4.0.

Estas moléculas apresentam uma maior afinidade por uma intercalagao
entre pares de base C-G (18) (19). Um fator que influenciou na escolha da
Proflavine foi esta apresentar carga neutra (17), o que ira permitir estudar a
intercalacdo também ao nivel das interagdes de Coulomb pois é possivel
comparar o estudo realizado para a Proflavine com o mesmo estudo realizado

com a Proflavine Reduzida, que apresenta uma carga positiva +1.



Figura 6 - Representagéo da Proflavine (esquerda) e a Proflavine Reduzida (direita)

Os cinco intercaladores selecionados para este estudo, sendo eles a
Berberine, o Etidio, o DAPI, Proflavine e Proflavine Reduzida, permitiram
estudar a intercalacdo, em meio de liquido i6nico, observando as diferentes
caracteristicas apresentadas por cada agente intercalante, ou seja, 0 seu
tamanho relativo, a carga, a sua afinidade por diferentes tipos de pares de base
da cadeia e a forma como intercala na cadeia. Com este leque de intercalantes
€ possivel realizar um estudo mais pormenorizado sobre a intercalagdo em

geral e sobre a intercalagdo em meio de liquido l6nico a temperatura ambiente.

1.2 — Liquidos lIonicos a temperatura ambiente

Um liquido idnico a temperatura ambiente, € um sal que se encontra em
estado liquido para temperaturas inferiores a 30°C. O seu aspeto € a de um
liquido classico mas, na sua constituicdo, apenas existem ides. Devido a sua
composicao, a estrutura destes liquidos € completamente diferente de um
solvente constituido por moléculas. Os ides estao presentes nestes liquidos em
igual numero de catides e anides, tornando este liquido eletricamente neutro.
(20). Um RTIL tipico consiste em catides organicos formados por Nitrogénio ou

fésforo, com anides organicos de grande dimensao ou anides inorganicos (21).

Os RTILs apresentam caracteristicas bastante atrativas, o que os tornam
bastante interessantes para aplicagcbes em quimica e biologia. Algumas dessas
propriedades transversais a todos os liquidos idnicos sao (20) (22):



Nao apresentam pressao de vapor mensuravel — logo ndao ha

libertagdo de qualquer componente organico ou inorganico volatil;

Condugéo elétrica moderada ou muito baixa;

Apresentam uma viscosidade elevada;

Nao sao misciveis com uma variedade de solventes organicos;

S30 uma boa alternativa polar ndo aquosa para processos de

transferéncia de fase.

No entanto existem algumas propriedades que podem variar com o tipo de

RTIL que se esteja a usar, sendo elas:
e Combustibilidade baixa;
e Excelente estabilidade térmica até, pelo menos, os 300°C;

e Propriedades de solvatagdo favoraveis para uma gama de

compostos polares e nao polares.

Os RTILs sdo compostos por catides e anides que podem ser organicos
ou inorganicos. O numero de combinagbes possiveis apenas depende das
caracteristicas que desejamos obter para um estudo em particular. Um RTIL
bastante conhecido é o [Bmim*] [PF6] (23). A tabela 1 representa um estudo
comparativo entre varios solventes utilizados na quimica e biotecnologia e o

liquido iénico de referéncia [Bmim*] [PF67].



Mole- Dipole Solubility %ew/w

Solvent alan Densigy Viscosity ~ Melting ~ Boiling  Refractive dotaent Dielectric ——— LosP Polarity
iz g/em P point°C  point°C  index . constant  Solvent Waterin S7%  Reichardt
weight debye inwater  solvent
in water

Acetic acid 60 1.049 11 16.7 118 13719 1.74 6.15 ® ® -0.20 65
Acetone 58 0.790 033 947 56.1 13587 2.69 20.7 ® ® 022 355
Acetonitrile 41 0.782 0.36 438 81.6 13441 34 375 ® ® 034 46
Benzene 78 0.876 0.65 5.5 80.1 1.5011 0 228 0.18 0.063 215 11
1-butanol 74 0.810 2.95 -88.6 118 1.3993 175 175 78 20.1 0.88 60
2-butanol 74 0.807 378 -115 99.5 1.3970 1.64 15.8 125 4.1 0.78 50.5
chloroform 119 1489 0.58 -63.5 61.2 1.4892 115 49 0815 0.056 197 26
diethy] ether 74 0.713 0.23 -116 344 13524 115 434 6.9 13 0.83 115
dimethylformamide 73 0.949 2 -60.4 153 1.4305 3.86 36.7 ® ® -1.00 405
dimethy] sulfoxide 78 1.095 22 185 189 1.4793 430 487 ® ® -1.30 4“5
ethanol 46 0.789 12 -114 783 1.3610 1.66 26.6 ® ® -0.70 65.5
ethyl acetate 88 0.901 045 -83.5 771 13724 1.88 6.0 87 33 0.78 23
heptane 100 0.684 041 -90.6 984 1.3876 0 192 0.0003 0.01 428 12
hexane 86 0.659 0.32 953 68.7 13749 0.08 1.88 0.001 0.01 3.52 09
methanol 32 0.791 0.55 98 64.5 13284 287 327 ® ® -0.80 76
methyl ethyl ketone n 0.805 043 -86.7 79.6 1.3788 2.76 15.2 24 10 0.30 33
methyl isobutyl ketone 100 0.801 0.60 -84 116 1.3597 2.70 13.1 1.7 19 130 27
methyl-fbutyl ether 88 0.741 0.27 -108 55.2 1.3689 132 45 48 15 138 15
octanol 130 0.827 7.2 -16.7 1945 1.4295 1.76 103 0.054 41 3.18 34
1-propanol 60 0.804 23 -126 97.1 13856 3.10 203 ® » 034 62
tetrahydrofuran n 0.888 0.55 -108 66 1.4072 1.75 76 ® ® 0.54 20.5
toluene 92 0.867 0.59 95 111 1.4969 031 238 0.074 0.03 2.70 10
water 18 0.998 1.0 0 100 13330 1.87 80.1 - - -148 100
BMIM-PF; ionic 284 1362 300* -8 dec. 14110 ions cond. 18 14 -0.69 65

Liqud

BMIM = butyl methyl inudazolnm hexafluorophosphate, * dry iomic hqud, dec. = decomposes, cond. = conduct electncal current

Tabela 1 - Propriedades fisico-quimicas de alguns solventes a 20°C. Dec. = Decompdem-se, Cond. = condugéo de
corrente elétrica. (21).

A tabela 1 apresenta algumas propriedades fisico-quimicas de alguns
solventes organicos. O [BMIM®] [PF6] € o unico RTIL da tabela. Comparando
as propriedades deste liquido idbnico com os outros solventes podemos ver que
a viscosidade € bastante elevada, dada a natureza dos catides e anides
usados. Ao nivel da ebulicdo, os liquidos idnicos nao evaporam quando as
temperaturas sao elevadas, o que acontece é a sua decomposi¢do. Esta
caracteristica torna os RTILs solventes bastante seguros dada a sua presséo

de vapor nula e a nao libertacdo de componentes volateis.

As propriedades fisico-quimicas dos RTILs dependem diretamente dos
catides e anides utilizados. Realizando variadas combinagdes Anido-Catido,
podemos moldar o nosso solvente as nossas necessidades especificas. Esta
caracteristica da aos RTILs o titulo de solvente a medida ou - designer solvent
(24).

Os Liquidos I6nicos a temperatura ambiente escolhidos para este estudo

foram selecionados a partir de trabalhos ja realizados (25) (26), onde foram
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parametrizados para o uso em simulagdes de dinamica molecular, utilizando o
campo de forcas GROMOS. Os dez RTILs utilizados sao formados pela

combinagao dos seguintes catides e anides:

0 F
[BDHYDOZA*|[BF4] | /T .| [BDHYDOZA*[PF6] | - " N
1-butyl-oxazolium yd NN Elﬁ —F 1-butyl-oxazolium N F— Ti’{ F
tetrafluorobromide H F hexafluorophosphate o F
o H
T K
[BIM*][BF47] H N\fv// i [BIM*][PF67] ‘o FI
2 . . S Fol
1-butyl-|m|dazoll'um &H!V F Bl F 1-butyl-imidazolium - \L F—R<F F
tetrafluorobromide : |
F hexafluorophosphate g F
m
\I F ]
[BPYR[BF4T | . ! [BPYR[PF6] | L
1 -butyl—pynd.'mqm H’LT ,&—\/ ~.~ F fB|¥ F 1-butyl-pyridinium H\j\(r::\“ o F MT:I-;
tetrafluorobromide 3 F hexafiuorophosphate i, t
F
[BPYRR*][BF4] // ) [BPYRR*][PF6] / "
1-butyl-pyrrolidinium N* F—B=—F 1-butyl-pyrrolidinium \t F LoprF
tetrafluorobromide H F hexafluorophosphate Y FI
[HYDETMAZ*][BF41 | ,_ \ | [HYDETMAZ'][PF61 | ,,,_ i
(2-hydroxyethyl) . F—B—F (2-hydroxyethyl) [ LS,
trimethylamonium | l-l trimethylamonium | '_l
tetrafluorobromide hexafluorophosphate

Figura 7 — Representacéo dos catibes e anibes utilizados na criagdo dos RTILs usados neste
trabalho, combinando os cinco catibes com os dois aniées.

Com a combinagao dos cinco catides (1-butyl-oxazolium [BDHYDOZA"];
1-butyl-imidazolium [BIM*]; 1-butyl-pyridinium [BPYR®]; 1-butyl-pyrrolidinium
[BPYRR*]; (2-hydroxyethyl)trimethylamonium [HYDETMAZ*]) com os dois
anides (hexafluorophosphate [PF67; tetrafluorobromide [BF47]), obtemos dez
RTILs distintos que utilizamos no estudo da intercalagdo dos cinco
intercaladores escolhidos. Desta forma obtemos 50 combinacgdes diferentes de

complexo ADN + Intercalador e RTIL.

Os liquidos i6nicos comegam a substituir solventes organicos em
aplicagbes como a separagao de ADN usando eletroforese capilar revestida
com RTIL, extracdo de ADN de solugdes aquosas mais eficiente pois, o uso de
um RTIL permite a estabilizacido da cadeia de ADN, devido as interacdes dos
catibes com os grupos fosfato, o que nédo acontece com uso de solventes

organicos, que causam desnaturacao da cadeia de ADN (27).
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O uso de sondas fluorescentes para detegcédo e quantificagcido de ADN ja
€ um conceito bastante estudado mas, como verificamos na literatura estudada
(4), o efeito de fluorescéncia nao é observado em solugdes de complexo ADN +
intercalador em meio de liquido Iénico. Segundo De-Hong Cheng et.al (4), esse
efeito de redugéo da intensidade de fluorescéncia e da redugédo do efeito de
RLS, acontece porque o intercalador ndo consegue intercalar na cadeia de
ADN devido a estabilidade causada pelo ambiente i6nico envolvente, isto €, os
catides intercalam na estrutura de ADN onde irdo interagir com os grupos
fosfato, o que ira resultar numa redugao do intervalo entre os pares de base da
cadeia, resultando numa ndo abertura da cadeia de ADN para criar espaco

para que o agente intercalante entre.

Pretendemos, entéo, estudar a intercalagdo do ponto de vista inverso, ou
seja, estudamos a diferengca de energia livre entre dois estados, onde no
primeiro o intercalador se encontra complexado com o ADN e no segundo o
intercalador encontra-se livre em solugdo. Para tal vamos calcular um potencial
de forca média entre estes dois estados para estudar a diferenga de energia
livre entre eles. O estudo das interagcbes electroestaticas, Van der Waals e a
formacgao de pontes de hidrogénio, entre o intercalador e a cadeia de ADN e
também entre este e o solvente, fornecerdo informacéo util sobre o processo

de intercalagao.

No final de todo o estudo realizado, poderemos concluir se a
intercalacdo ¢é favoravel em liquido id6nico e em que condicbes essa
intercalacdo é possivel, analisando quais as caracteristicas dos agentes
intercalantes estudados que favorecem uma intercalacao, tal como a afinidade
por pares de base especificos, a sua carga e forma como se intercala na
cadeia de ADN.
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Capitulo 2 — Teoria

A teoria necessaria para o estudo de um problema baseado nas
interagbes entre elementos de um sistema molecular, usando técnicas de
simulagado molecular, sera explicada neste capitulo. As simulagbes moleculares
permitem a obtengdo de informacéao, relativa aos estados moleculares de um
sistema, resolvendo numericamente as equagdes de movimento

dzrj_m]-
=7 M

p . . . d?rj
onde, Fi é a forca medida para o elemento j de massa m e aceleragao th’, do

sistema simulado. A integracdo das equacdes de movimento deve ser dividida
em pequenos intervalos de tempo, diminuindo o erro derivado das
aproximacoes realizadas, como a escolha de equacgdes classicas e o facto de
se colocar de lado efeitos quanticos para atomos leves, e o estado de energia
dos eletrdes ser considerado sempre como sendo o estado fundamental.
Outros fatores a ter em conta é o facto de, na aproximagao classica das
equacodes, tem de existir conservagao da energia e do momento; também &

necessario que todo o sistema seja reversivel no tempo.

No modelo de mecanica molecular descrevemos um sistema molecular
complexo de uma forma classica. O uso deste modelo e, usando de dinamica
molecular, é possivel observar os sistemas moleculares utilizando ferramentas
de calculo de energia livre e através do calculo das interagdes intermoleculares
que, usando de técnicas experimentais, ndo seria possivel analisar de uma
forma tao controlada e eficiente, pois, o investigador tem total controlo sobre a
estrutura do sistema e sobre os campos de forgcas usados nos calculos

numeéricos (28).
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2.1 — Dinamica Molecular

Quando desejamos criar um modelo de um sistema biolégico, como é o
caso do nosso estudo, existem quatro escolhas que devemos fazer, essas

escolhas estao ilustradas na figura 8. Essas escolhas séo (29):

o Quais séo os graus de liberdade, atomicos ou moleculares, que deverao

ser considerados explicitamente no sistema biologico a estudar;

o Que campos de forgas serdo usados para melhor descrever a energia

do sistema em fungao dos graus de liberdade escolhidos;
o De que forma serao estes graus de liberdade apresentados;

o De que forma as fronteiras do sistema, e as forgas externas, serdo

modeladas.

C’.’\‘ Graus de Liberdade:
. a) atomos sao as

@ ) . particulas elementares
Forgas ou Y 8 ®

interagoes o _
entre atomos l Condi¢ées de fronteira

(R || volecuar | G %
@~ a8
' L}

) Temperatura,
Campo de forgas — i a 3N pressio, paredes,
conhecimento Métodos para k3 forgas externas
fisi P oW s a9 . ’
isico-quimico gerar - - sistema

atomos - Newton

configuragdes dos 5& oo %p®
LA {M

Figura 8 - diagrama representativo das escolhas a fazer quando se desenha um modelo
molecular
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Apesar de a mecanica quantica governar as interagdes entre os atomos
e moléculas, quando estudamos um sistema mais complexo, essas interacdes,
nomeadamente as nao ligantes, podem ser descritas através da mecanica
molecular que, fazem uso de potenciais classicos, ou campos de forgas, como
parte de um Hamiltoniano classico do sistema em estudo. Apesar da utilidade
destas ferramentas para o estudo do mundo ao nivel molecular, existem

algumas limitagdes, sendo elas (30):
e Os eletrdes ocupam o nivel mais baixo de energia

Os campos de forcas utilizados nas simulagdes sao
conservativos, ou seja, o movimento dos eletrdes, como particula
individual, ndo é considerado. Eles irdo movimentar-se com o
atomo e continuardo no seu nivel mais baixo de energia —

Aproximacgao de Born-Oppenheimer.
e As simulacdes sao classicas.

O uso das equacdes de Newton vai implicar o uso de mecanica
classica para descrever o movimento dos atomos. O movimento
pode ser descrito desta forma para a maior parte dos sistemas
mas para atomos leves (como o Hidrogénio) ou para
temperaturas muito baixas, efeitos quanticos ja tém de ser
considerados. Existem formas de contornar estes problemas,
fazendo uso de potenciais harménicos com as corregcdoes
necessarias, a energia interna total e ao calor especifico (Cv),
para descrever as ligagdes interatomicas. Ou podemos tratar as
ligagcbes interatbmicas como restricbes nas equagdes de

movimento.
e Campos de forcas sdo aproximacgoes

Os campos de forgas sao algo externo ao método de simulacao e
0s seus parametros podem ser modificados pelo utilizador.
Existem variados campos de forcas criados, entre eles o
CHARMM, AMBER e GROMOS. Este ultimo é o campo de forgas
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utilizado neste estudo. No final capitulo sera descrito o campo de

forgas utilizado e explicadas as suas vantagens e desvantagens.

As interac¢des de longo alcance sé&o limitadas — cut-off

Um dos parametros utilizados quando preparamos uma
simulagdo é o cut-off para as interagdes de longo alcance. Uma
delas é o limite para as interacbes de Leonard-Jones ou e
Coulomb. Este facto € também importante quando consideramos
condigcbes de fronteira periddicas, pois ndo desejamos que
artefactos ocorram como o caso de um atomo interagir com a sua

prépria imagem.

Condicdes de fronteira sdo nao-naturais

Como o sistema a simular € pequeno, € necessario criar
periodicidade no sistema. Caso nao exista periodicidade, um
sistema pequeno podera apresentar grande influéncia do
ambiente envolvente — vacuo — devido aos efeitos de superficie
criados. Ao criar periodicidade eliminamos este efeito mas
devemos ter em consideragdo o tamanho das caixas que contém

o sistema e a distancia de cut-off.

Apesar de todo o conjunto de limitagdes que as simulagdes de dinamica

molecular apresentam, o uso destas ferramentas permite analisar como se

comporta cada elemento de um sistema bioldgico, ao nivel das interagdes

interatdmicas.

2.2 — Algoritmos de simulagéao e calculo

Neste ponto vamos focar nos algoritmos a ter em consideragao durante

o desenho de uma simulacao molecular, sendo eles:

Condigoes periddicas de fronteira
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e Conceito de grupos
e Algoritmos de dinamica molecular
o Condicoes de iniciais
» Topologias
= Campos de forgcas
= Posicdes e velocidades de cada elemento do sistema
o Forgas e Calculos
» Energia potencial
o Método de integracéo Leap-Frog
o Controlo da Temperatura e da Presséo do sistema
» Algoritmo Berendsen
e Constricdo as ligagdes interatdmicas
o Algoritmo LINCS
e Minimizacao de Energia
o Algoritmo Steepest Descent
o Algoritmo gradiente conjugado

e Potencial de For¢ga Média

2.2.1 - Condigodes periddicas de fronteira

Para minimizar o efeito de superficie, com o meio envolvente — vacuo -
em sistemas finitos, como é o nosso caso, foi necessario recorrer a condi¢gdes
de fronteiras periodicas. A figura 2 ilustra esse conceito. Num sistema com

condigbes periddicas de fronteira, o sistema original € cercado por cépias de si
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mesmo criando, assim, a ilusdo de que o meio envolvente ja ndo é vacuo, mas,

sim copias do sistema original.

Figura 9 - representagéo das condigcées de fronteira aplicada a um dos sistemas estudados neste
trabalho. A esquerda temos o sistema completo — complexo e Liquido Iénico. A direita temos apenas
representado o complexo.

Um fator a ter em conta quando se criam condi¢gdes de fronteira é
verificar se o sistema que desejamos estudar, que no nosso caso € o complexo
ADN + intercalador e as interagdes entre o intercalador e o meio envolvente,
nao vé a si proprio nas copias criadas, ou seja, o complexo original ndo pode
interagir com as suas copias de forma explicita. Isto é feito limitando as
distancias de cut-off para as interagées de longo alcance mas, principalmente,
escolhendo o tamanho da caixa e a forma desta. A forma da caixa usada para
simular € a de um dodecaedro. Com uma caixa deste tipo é possivel ter todas
as imagens a mesma distancia dado esta caixa ser o mais aproximado a uma
geometria esférica. Desta forma também reduzimos a quantidade de solvente a
utilizar. A escolha do tipo, e tamanho, da caixa e a escolha das condi¢bes de
fronteira, ajuda a minimizar erros de simulacao relacionados com as fronteiras

do sistema em estudo.
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2.2.2 — Algoritmos de Dinamica Molecular

Os algoritmos, e processos, envolvidos numa simulagédo de dinamica

pressao do sistema.

molecular comecam sempre pelas condi¢des iniciais, passando para as forgas

e calculo das energias, métodos de integragdo e controlo da temperatura e

Qualquer simulacédo de dindmica molecular segue um algoritmo do

género da figura 3.

Input das
condigoes iniciais

A 4

Minimizagédo de

Energia
]
v
":ﬁ;ajgzga;%za | Célct:llo dasforgas Atualizaqéondas . Atualizagao final e
Dinamica Molecular e interagdes configuragoes Output
Repetir durante o numero de passos ¥
definido Anilise dos

Resultados

Figura 10 - diagrama de um algoritmo tipo das simulagbes de dindmica molecular.

2.2.2.1 - Condigoes iniciais.

¢ Topologias — Cada estrutura molecular é descrita sobre a forma de uma

topologia. Uma topologia descreve:

o O tipo de cada atomo que constitui a estrutura molecular em

questao;

o A carga parcial de cada atomo;

o Os comprimentos e as energias associadas as

interatdmicas;

ligacoes
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o Os angulos, e respetivas energias associadas, formados entre os
atomos da estrutura, fornecendo informagdo sobre a posicao

relativa entre os atomos num plano bidimensional.

o Os diedros, e respetivas energias, que fornece a informacgao
sobre a posicado tridimensional entre os atomos da molécula.

Estes parametros criam a estrutura tridimensional das moléculas.

o Os pares de atomos para os quais as interagdes entre eles foram

excluidas dos calculos.

A criacdo de uma topologia € um passo extremamente importante de
todo o processo de um estudo de mecanica molecular/dinamica
molecular. Qualquer parametro errado pode comprometer a estrutura
molecular em estudo ou tornar essa estrutura irreal do ponto de vista

quimico.

Campos de forcas — A escolha do campo de forcas a usar € um passo
também importante. Apesar de os campos de forcas de hoje serem mais
robustos e eficientes, ainda ha escolhas a fazer baseados nos
parametros incorporados, nas aproximagdes realizadas no que toca as
forcas e potenciais utilizados, entre outros fatores. O GROMOS foi o
campo de forcas escolhido (25) (26) (31).

Coordenadas e velocidades iniciais — Associado a topologias esta a
estrutura da molécula, ou a estrutura total do sistema, que vamos
simular. As coordenadas de todos os atomos do sistema tém de ser
definidas antes de qualquer simulagcdo de dindmica molecular. As
velocidades iniciais s&o, geralmente, geradas pelo software de
simulagdo, que as ira gerar de uma forma aleatéria usando uma

distribuicdo de Maxwell-Boltzmann
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2.2.2.2 — Calculo do Potencial e Forgas

Um campo de for¢cas descreve as energias de todas as interagdes

covalentes e ndo covalentes, entre os atomos de uma molécula ou de

moléculas diferentes. Ou seja,
V= Vlig.covalentes + Vlig.néo covalentes (2)
onde, a energia das liga¢des covalentes é dada por,

Vlig.covalentes = Vliga(;()es + Véngulos + Vtor(;()es + Vdiedros improéprios (3)

onde Vigqc5es descreve as ligagdes entre atomos adjacentes, i e j. O potencial

relativo a estas interagbes é, normalmente, considerado harmodnico, com uma

constante de forga K;;, ponto de equilibro b;; e r;; a distéancia entre os atomos.

Viigagao (7)) = %Kil;‘(rij - bij)2 (4)

I_‘
VO (kJ mole“]

= o
[=] o
I/

I \r\

S50

1
Bos 0.09 0.10 o1 0.12

r(nm)

Figura 11 - Representagao de uma ligagao atémica e do potencial
harménico usado para descrever a variacdo da energia com a disténcia
entre os atomos ligados.

Vanguios € @ energia dos angulos formados por trés atomos adjacentes, i, j e k.

O potencial pode também ser descrito como harménico similar ao potencial das

ligagbes. 8 € o angulo formado entre os atomos e 8° o angulo de equilibrio.

21



Véngulos (Hijk) =

50

2

1
gKg'k(Bijk —00%)" (5)

40~

%}
=]
T

V, (kJ mole )
8
T

D
<

o0

Figura 12 - Representagao do &ngulo formado por trés atomos adjacentes e potencial

110

harmoénico usado para descrever a variagdo da energia com o &ngulo.

Vtorg:(")es

€ energia relativa as torgdes realizadas entre quatro atomos

adjacentes, i, j, k e I. E normalmente descrito como funcao periddica onde ¢ é

0 angulo de torgéo, @, o angulo de equilibrio e K¢ constante de forga.

Vioreses(Dijir) = Kg(1 + cos(nd — @) (6)

Figura 13 - torgao entre quatro atomos adjacentes e representagdo do potencial periédico
usado para descrever a variagdo da energia em fungdo do angulo de torgéo.

v, (k) mole”)

\ /

\
N/

S0 180
[

270
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Vaic moréniors d€SCreve uma energia de interagao entre quatro atomos, que
diédros impropiors

podem n&o ser adjacentes, i, j, k e |, usada manter grupos de atomos no plano

€ a sua posigao espacial em relagdo a molécula. Pode ser descrito de forma

harmdnica em que ¢ € o angulo que o grupo faz com o plano da molécula.

1 2
Vdiédros impréprios(q)ijkl) = EKiq])'kl(Q)ijkl - (Z)?jkl) (7)

1
)

V. (kJ mole’

Djjq

20

Figura 14 - Representagao de um diedro impréprio formado por quatro atomos. O
potencial harménico descreve a variagdo da energia em fungdo do dngulo do diedro.

A energia das ligagdes n&o covalentes € dada por

Vlig. nio covalentes = Velectroestatico + VVan der Waals (8)

Vetectroestatico © uUm potencial de Coulomb que descreve a interacéo
electroestatica entre duas cargas q, i e j, da forma

qiq;
ErTij

Vo(rij) = f €))

onde f = 1/47180, a constante dielétrica €, e rij € a distancia entre as duas

cargas.
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Figura 15 - Representagao de duas cargas a distancia r e do Potencial de Coulomb, que
descreve a variagao da energia em fungao da distancia entre as cargas.

Vvan der waals € @ €nergia das interagdes de Van der Waals entre os atomos de
uma molécula ou entre atomos de moléculas diferentes. Normalmente pode ser

descrito fazendo uso do potencial de Leonard-Jones

Vaw (r) = 4¢ [(;)12 - (%)6] (10)

Este potencial tem uma parte atrativa 1/r6 e uma parte repulsiva 1/1'12 .

O parametro o é a distancia entre o ponto para o qual os atomos estao perto da
colisdo (i.e. onde a energia toma valores infinitos) e o ponto onde a energia do

potencial é zero. € € o valor do minimo de energia do potencial.

0.8

06

3 !
g o4
2
- 02 F
=

g 2
Li}]
© -0.2 -I‘“
€
i)
5 -04f
o

06 F

-0.8

0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8
r (nm)

Figura 16 - Representagao do potencial de Leonard-Jones entre duas particulas a uma distancia r.
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2.2.2.4 — Método de integragao leap-frog

O integrador tipo de uma simulagdo de dinamica molecular é o algoritmo
leap-frog (30). Este integrador € um método numérico simples de resolugao de
equacgdes diferenciais, como é o caso das equagdes de movimento de uma

simulacao molecular.

aYa
(R S A R

Figura 17 - representagéo do método de integragéo leap-frog. E possivel observar como o
célculo das posigées, e velocidades, é feito alternadamente, ao longo do tempo.

Este algoritmo de calculo chama-se — leap-frog — pois os valores das
posi¢cdes r e das velocidades v sao calculados alternadamente, isto €, um é
calculado a partir do outro, a medida que o tempo avanga. No leap-frog as

posicoes e as velocidades sdo dadas, ao longo do tempo ¢ por:
(t + ! At) = (t ! At) + AtF(t) 11
viETz ) TP TS m 1D

1
r(t+ A0 = 7(0) + At v (t += At) (12)

F(t) € um somatdrio das forgas aplicadas ao sistema e m a massa.
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2.2.2.5 - Controlo da Temperatura — Algoritmo Berendsen

Num problema de dindmica molecular, um facto a ter em conta é o
controlo da temperatura do sistema. O controlo da temperatura, quanto se
trabalha com sistemas isotérmicos e isobaricos, ou NPT, ou seja, com numero
constante de particulas, e com pressao e temperatura constantes, o algoritmo
de Berendsen permite manter a temperatura, do sistema, constante ao longo

da simulacéao

As mudancgas de temperatura podem ocorrer devido a for¢cas externas ou
de friccdo, que vao alterar o equilibrio do sistema, ou até erros de integragéao,
que no fundo alteram a dindmica do sistema molecular. Um método de
controlo, e corregédo, da temperatura do sistema é o algoritmo de Berendsen.
(30). Este algoritmo permite um controlo de temperatura baseado na
idealizagdo de um banho onde a temperatura da agua é constante (usando um
termostato). A temperatura do sistema € entdo controlada de acordo com a
relagao:

dT _ To—T
dt

(13)

Onde To é a temperatura do banho, T a temperatura do sistema, T é uma
constante de tempo que faz com que o desvio da temperatura caia
exponencialmente. Este método permite que o utilizador controle o tempo que
desejamos para que a corregao seja realizada, desde muito rapida — 0.01ps —

até algo mais lento — 0.5ps (30).

2.2.3 - Constrigdes — algoritmo LINCS

As constricdes sdao uma forma de manter as ligagbes e os angulos
interatomicos constringidos e, também, eliminar os modos vibracionais de
maior frequéncia (30). O algoritmo usado para constringir o movimento dos

atomos, ao nivel das liga¢des e angulos, é o algoritmo LINCS (32).
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Este algoritmo aplica os multiplicadores de Lagrange as forgas de
constricdo. Recorrendo a uma expansdo, onde a ordem € um parametro
fornecido pelo utilizador, resolve-se esses multiplicadores aproximando o
Inverso do Jacobiano a cada iteragédo (30) (32). A implementagado do algoritmo
é feita de modo que, sempre que o sistema se tornar instavel, ou seja, sempre
que as vibragdes das ligagdes, ou angulos, se tornam muito elevadas, devido a

intensidade das forgas externas por exemplo, a simulagao para.

2.2.4 — Minimizacgao de Energia

As minimizac¢des de energia permitem otimizar as estruturas do sistema,
procurando um estado de menor energia, usando algoritmos como o steepest
descent ou o Gradiente conjugado. Numa minimizacdo de energia, estes
algoritmos procuram minimos de energia locais, em relagcdo ao ponto de
partida. Uma minimizacdo de energia ndo toma em conta efeitos como a
temperatura logo, a trajetéria dos atomos perde o sentido do ponto de vista
fisico, devido a isto, apenas obtemos a configuracao final que corresponde a

um minimo local da energia potencial do sistema.

start

E (kJ/mol)

3.4

Figura 18 — Representagdo de um potencial de um sistema, Comega
com uma configuragdo de maior energia (START) e a procura de um
minimo local de energia (ponto END).
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2.2.4.1 — Steepest descent

Este método de minimizagdo de energia n&o € o mais eficiente, ao nivel
do calculo e busca do minimo de energia, mas é o mais rapido e robusto. O
seu uso deve ser limitado a sistemas pequenos/simples ou para os qual os
quais uma minimizagado prévia foi realizada usando de um método mais
eficiente no calculo e busca do minimo de energia do sistema. Sendo r um
vetor posicdo de um atomo e F as forgcas aplicadas ao atomo, as posicoes

seguintes sdo dadas pela seguinte equacgao:

o —_h (14
Thi1 = Ta maX(anl n ( )

Onde ho é 0 desvio maximo. O que deve acontecer € o seguinte:
- Caso V41 <V, entédo as novas posig¢des sao aceites e h,,; = 1.2h,
- Caso V441 =V, entdo as novas posigdes sao rejeitadas e h,, = 0.2h,

O algoritmo para apés um numero determinado de passos, fornecidos pelo
utilizador, ou chegamos a um minimo de energia derivado de uma mudanga

minima nos valores das Forgas, ou potenciais, calculados a cada iteragao.

2.2.4.2 - Gradiente conjugado

Este método ndo apresenta o comportamento oscilatério, do método
anterior, perto de pocos de energia estreitos do potencial, isto €, quando
estamos longe do minimo de energia, este método comporta-se como o
anterior, apesar de menos eficiente, mas, quando se esta perto do minimo,
existe uma mudanca de direcdo, da movimentagao através do gradiente, na
qual encontra o minimo de energia de uma forma mais rapida e eficiente que o
método anterior. A figura seguinte compara estes dois algoritmos quando

usados para procurar o minimo num gradiente da forma x? + 2y? (33)
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Como podemos observar pela figura 11, o método do gradiente
conjugado é mais eficiente a encontrar o minimo quando esta perto deste. O
meétodo Steepest Descent é mais lento pois oscila, ou seja, muda de diregdes,

quando esta perto do minimo, tornam-se menos eficiente na procura.

P 15 e 15
- » — . (. v
- . 19 | : 110
F, 13 5 WS L
r F : 4 ' s
L : r 40 | -; 3 )
Is\ - _5 \\ = l_ ‘_5
3 e S e 10 s T g L -4 =10
""" 1 r
T e e P -15 e e -15
-15 10 -5 0 5 10 15 -15 =10 -5 0 5 10 15

Figura 19 - Representagéo de gradientes x? + 2y?. Do lado esquerdo é usado o algoritmo Steepest
Descent para procurar o minimo. Do lado direito é usado o algoritmo do gradiente conjugado (33).

O método do Gradiente conjugado € um pouco mais lento nas primeiras
iteracdes mas acaba por ser mais eficiente quando nos encontramos perto do
minimo local de energia. O método Steepest Descent, por ser mais rapido nas
primeiras iteragdes, longe do minimo local de energia, € usado na primeira
minimizacbes e o Gradiente conjugado € usado como forma de refinar a

procura do minimo local.

2.2.5 - Potencial de Forga Média

Este potencial é obtido integrando a forgca média de um conjunto de
configuragdes (34). Estudos realizados (35) (36) mostraram que potenciais de
forca média, obtidos através de simulagdes computacionais, sdo sensiveis ao

tratamento da electroestatica de longo-alcance, métodos de cut-off e condigdes
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de fronteira. Em alguns casos, para um dado sistema, o numero, localizagéo e
energia relativa do minimo do potencial poderia ser diferente, dependendo das

condicdes de fronteira usadas e o cut-off das interagdes electroestaticas (36).

O potencial de forga média, W(Q), pode ser definido como a energia livre
de um sistema como fungao de um subconjunto selecionado, Q, do conjunto de
configuragbes do sistema. O potencial de forca média pode, entdo, ser

calculado da forma (37)
W)= —KTInp(2) +a (15)

onde p(R) é a distribuigdo de probabilidade condicional definida em Q, a € uma
constante. Na pratica, o calculo numérico de um potencial de forca média
requer uma avaliagao, através de dinamica molecular, de p(2). Para tornar a
amostragem, e os calculos, mais eficientes e precisos, recorre-se ao Umbrella
Sampling (38). No Umbrella Sampling recorre-se a um potencial externo, V(Q),
que € adicionado ao Hamiltoniano que facilita a amostragem das partes
inacessiveis de Q (35). Como o potencial V(Q) nao faz parte do Hamiltoniano
original do sistema, H(Q), o potencial de forca média corrigido pode ser obtido

usando a relacao
W) = —KTInp,(2) — KTV(Q) + KT ln(KTV(.Q))u (16)

onde o indice u indica que o PMF correspondente é calculado a partir do
potencial, alterado pelo Umbrella Sampling, H,(2) = H(2) + V() (35).

No pacote de software GROMACS, existem variados métodos, atraves
dos quais é possivel realizar este calculo (30). No ambito deste trabalho foi
utilizado o método denominado de “pull code”. Este método calcula a forga
média entre os centros de massa das moléculas, ou grupos, selecionados.
Com este método, um dos grupos, intercalador por exemplo, ira ser
progressivamente puxado do seu ponto inicial, ponto de intercalagado, enquanto
o segundo grupo, cadeia de ADN, esta fixo usando restricoes. O Umbrella
Sampling sera realizado usando as configuragdes selecionadas, retiradas da
amostragem resultante do Pull. O calculo do potencial de forgca média ser4,

entdo, realizado usando esta amostragem. O potencial de forga média do
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sistema — ADN + intercalador + Liquido Iénico, ira descrever a energia livre da

interacao do intercalador com a cadeia de ADN.
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Capitulo 3 — Metodologia

Neste terceiro capitulo vamos descrever a forma como aplicamos todo o

conhecimento de dindmica e mecanica molecular para a resolucido do

problema do estudo da intercalagdo, das interagdes do intercalador com ADN e

o solvente e os efeitos dos Liquidos Iénicos na intercalagao.

O diagrama seguinte — figura 20 — é demonstrativo da forma como todo

o estudo foi realizado. Cada etapa e cada estudo individual, desde o inicio do

projeto até a analise dos resultados, estdo representados no diagrama e sera,

depois, explicada individualmente de forma mais detalhada.

Escolha e pesquisa
bibliografica dos intercaladores
a Utilizar

l

3.1 - Desenho e

desenvolvimento da Topologia (3.6 - Simulacdes de
dos intercaladores Minimizacdo de Energia e

Dindmica molecular dos
l complexos em agua

3.2 - Simulagdes de
Minimizagao de Energia e
Dinémica molecular dos
intercaladores em agua

|

3.3 - Simulagao dos 3.5 - Criagdo das estruturas
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3.7 - Simulagées de
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I6nico

Figura 20 - Esquema que descreve a forma como o estudo se desenvolveu.
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3.1 — Desenho e Desenvolvimento da Topologia dos Intercaladores.

Uma topologia descreve todas as ligagdes, angulos, diedros, pares de
atomos para interagbes VdW e cargas parciais de cada atomo. Todos estes
parametros necessitam ser introduzidos da forma mais precisa recorrendo a
literatura ja publicada. No caso deste trabalho, ndo existem parametrizagdes
publicadas para estes intercaladores usando o campo de forcas GROMOS,
devido a este facto, as topologias de cada intercalador tiveram de ser criadas
por nos. As cargas parciais para cada atomo foram retiradas da literatura. O
Anexo 1 — Estruturas e Topologias — contém toda informagao relevante sobre

as topologias dos intercaladores.

3.2 — As simulagoes de Minimizagcao de Energia dos intercaladores

em vacuo

As simulagdes de Minimizacdo de Energia dos intercaladores em vacuo
serviram para otimizar as estruturas obtidas por cristalografia. Foi usado o

integrador Steep com 7ps de simulagao.

3.3 — Simulagao dos Intercaladores em Agua

Os intercaladores foram colocados em caixas com moléculas de agua.
Como as caixas tém de apresentar carga total nula, foi necessario compensar a
carga dos intercaladores com ides de carga oposta — ides de Cloro no nosso
caso. As simulagdes de minimizacao de energia foram realizadas em dois
passos, onde no primeiro passo usamos o integrador Steep com 100ps de
simulacdo, um cut-off para as interagdes electroestaticas de 0.9nm e com
restricdes aos movimentos dos atomos do intercalador (excepto atomos de
Hidrogénio). No segundo passo 0s parametros sdo 0s mesmos, apenas

retiramos as restricoes ao intercalador.
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Apoés as simulagdes de minimizagdo de energia procedemos a simulagdes
de dinamica molecular que foram realizadas em trés passos. No primeiro passo
os atomos do intercalador encontram-se com restricdo aos seus movimentos.
O tempo de Simulagéo foi de 100ps com integrador md e cut-off de 0.9nm. No
segundo passo apenas levantamos as restricdes aos atomos do intercalador.
No terceiro passo de simulagdo de dindmica molecular usamos 0os mesmos

parametros do passo anterior mas com tempo de simulagao de 5ns.

3.4 — Simulagao dos intercaladores em meio de Liquido Iénico

Todo o processo de simulagdo é analogo ao processo utilizado para
simular com a agua, ou seja, primeiro foram realizadas simulagdes de

Minimizacao de Energia e depois simulagdes de Dinamica Molecular.

A minimizacdo de energia foi realizada em dois passos. No primeiro
passo foi usado um tempo de simulagdo de 35ps com integrador Steep, um
cut-off de 0.9nm e com restricbes aos atomos do intercalador (excepto aos
atomos de Hidrogénio). Na segunda minimizacdo de energia, usamos 0s

mesmos parametros e levantamos as restri¢coes.

A dinamica molecular foi simulada em trés fases. Na primeira fase foi
usado o integrador md com tempo de simulagdo de 100ps, um cut-off de 0.9nm
e com restrigdes aos atomos do intercalador (excepto atomos de Hidrogénio).
No segundo passo usamos 0s mesmos parametros e retiramos as restricdes
ao intercalador. O ultimo passo é analogo ao anterior mas com tempo de

simulagao de 5ns.

3.5 — Criagao das Estruturas dos complexos ADN + Intercalador.

O processo de complexagdao manual para os intercaladores com
afinidade por bases Citosina — Guanina, foi realizado usando a cadeia de ADN
que continha a Proflavine. Para o caso da Berberine, que tem afinidade por

pares de base Adenina- Timina, foi usada uma cadeia de ADN retirada da
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literatura (13). As cadeias tém um tamanho entre 6 pares de base e os 12

pares de base. Para mais informacgdes sobre os complexos ver o Anexo 1.

A complexagdo manual dos intercaladores € realizada procedendo ao
alinhamento da estrutura, que contém o intercalador, com a estrutura da cadeia

de ADN final. O alinhamento processa-se da seguinte forma:

e Em primeiro lugar devemos colocar as duas cadeias na mesma sessao
do PyMOL e retirar todos os atomos/moléculas extra que estavam

incluidas nos ficheiros que continham a estrutura original.

e Devemos, entdo, colocar as duas cadeias o mais proximo possivel uma

da outra e com os pares de base alinhados.

e O alinhamento final procede-se retirando o Intercalador original e
sobrepondo as duas cadeias de ADN da melhor forma possivel, com o
minimo de desalinhamento. Isto pode ser realizado através das
funcionalidades do PyMOL também pode ser necessario realizar o

alinhamento final manualmente.

e Depois do alinhamento estar feito, retramos a cadeia de ADN que
continha o intercalador e obtemos o resultado final que é o Intercalador

complexado na nova cadeia de ADN.

3.6 — Simulacao de Minimizagcdao de Energia e Dindmica molecular,

dos complexos, em agua.

A simulacdo dos complexos em meio aquoso serviria como uma forma
de controlo para as simulagdes dos complexos em meio de Liquido Iénico mas
nao foi possivel manter a estabilidade dos complexos no ultimo passo de
Dinamica Molecular. No processo de simulagdo passou por cinco passos de
Minimizacdo de Energia antes de se realizar as simulagbes de Dinamica
Molecular. No primeiro passo de minimizagao de energia foi usado o integrador

Steep com tempo de simulacdo de 100ps, um cut-off de 0.9nm e com

36



restricdbes a todas as moléculas a simular, ou seja, a cadeia de ADN, ao
intercalador e as moléculas de agua (excepto aos atomos de Hidrogénio). No
segundo passo alteramos apenas o integrador, usando agora o integrador
Gradiente Conjugado (cg). Na terceira minimizagao retiramos as restricdes a
agua e usamos um tempo de simulagdo de 50ps. No quarto passo a restricdo
ao intercalador é levantada e apenas os movimentos do backbone da cadeia
de ADN se encontram restritos. Os parametros da simulagdo mantém-se iguais
ao anterior. No quinto passo de minimizagdo de energia, todas as restrigoes
sdo levantadas, mantendo os parametros da simulagdo iguais ao passo
anterior. Através destes cinco passos de minimizagdo de energia, foi possivel

minimizar a energia do sistema de uma forma gradual e controlada.

As simulacdes de dindmica Molecular foram realizadas em trés passos
distintos. No primeiro passo, a cadeia de ADN e o intercalador encontram-se
com 0s seus movimentos restringidos (excepto os Hidrogénios). O tempo de
simulacdo é de 500ps, usando o integrador md e um cut-off de 0.9nm. No
segundo passo apenas 0 backbone da cadeia de ADN se encontra com os
movimentos restringidos e o tempo de simulagdo é agora de 100ps. No ultimo

passo nao existem restricdes impostas e o tempo de simulagao € de 5ns.

No terceiro passo das simulagdes de dinamica molecular € notada uma
instabilidade da molécula de ADN. Ja seria de esperar que a molécula de ADN
se comporta-se de uma forma instavel em meio aquoso mas, apesar da
integracdo de ides para estabilizar a cadeia, esta ndo se manteve estavel

durante os 5ns de simulagdo, comegando a abrir nas pontas.

3.7 — Simulagoes de Minimizagao de Energia e Dinamica Molecular

dos complexos em meio de Liquido Iénico.

O processo de Minimizacdo de Energia acontece em cinco passos e a
Dindmica Molecular é realizada em trés passos. Apds as simulacdes de DM,

sao realizadas simulacdes de Pulling e as simulacbes Umbrella.

Os cinco passos de minimizacdo de energia sao semelhantes aos

usados para a agua — ver ponto 3.6. As restrigdes aos movimentos dos atomos
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sdo as mesmas mas onde se restringe agua restringe-se agora os anides e
catides que constituem o RTIL. O mesmo se passa para as simulagdes de
Dinamica Molecular, onde os parametros serdo os mesmos mas, no ultimo

passo, o tempo de simulagao sera agora de 50ns.

Nas simulag¢des de Pulling, vamos ter restricdes ao backbone da cadeia
de ADN, pois queremos puxar o intercalador mas ndo queremos que a cadeia
de ADN seja também puxada, devido as interagcdes entre esta e o intercalador.
As simulagdes de Pulling foram realizadas usando o integrador md com um
tempo de simulacédo de 500ps, um cut-off de 0.9nm e com restricdo apenas ao
backbone da cadeia de ADN. A taxa de variagao da posigao de referéncia foi de
0.01 nm/ps e a diregao do Pull foi realizada no sentido positivo do eixo do x.

Este tipo de Simulacao é delicado pois uma forga muito elevada ou uma
Taxa de variagdo alta pode fazer com que o Pulling seja algo violento para o
complexo ou até para o préprio sistema em geral. Os parametros utilizados nas
simulagdes, apods testes realizados, foram os que se provaram os mais eficazes

para uma simulacao de Pulling eficaz e com os melhores resultados finais.

Foi possivel retirar um frame para cada posi¢gao do intercalador, em
relacdo a cadeia de ADN, em cada instante medido. Selecionamos, entdo, um
conjunto de posi¢des, ou frames, para realizar as simulagdes de medigdo do

Potencial de Forga Média através do método de Umbrella Sampling

Para cada combinagao complexo + RTIL, foram selecionados entre 20 e
30 frames para se realizar as simulagdes de Umbrella Sampling. Quanto maior
o numero de configuragdes melhor sera a amostragem para um resultado de

medicado de Potencial de Forga Média.

3.8 — Como foi realizada a Analise e Tratamento dos Resultados
obtidos

Para complementar a informagao fornecida pelo estudo dos potenciais
de forca média, analisamos as interagdes energéticas, isto €, interacoes
electroestaticas, Van der Waals e a formagao de pontes de Hidrogénio, entre os

intercaladores e a cadeia de ADN e, também, entre os intercaladores e os ides
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constituintes do Liquido lonico. As configuragbes alvo foram os frames
utilizados nas simulagcbes de Umbrella Sampling dado fornecerem informacao
energética em pontos distintos do espago e a mesma informagao que seria
utilizada no calculo do PMF. No anexo 2 encontram-se os resultados das
medi¢cdes dos potenciais de Coulomb, Leonard-Jones e a contabilizagdo da
formagdo de pontes de Hidrogénio, para as cinquenta combinagdes
Intercalador / ADN / RTIL
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Capitulo 4 — Apresentacao e Discussao dos

Resultados

Para estudar o comportamento dos complexos Intercalador + ADN em
Liquidos lénicos a Temperatura Ambiente (RTILs) foram realizadas algumas
medi¢des e observagdes para se verificar de que forma o Intercalador interage

com o ADN e com o Liquido lénico envolvente.

Como descrito no capitulo 3 — Metodologia — realizaram-se simulagdes
de Pulling a cada combinagdo ADN + Intercalador + RTIL e, para zonas
selecionadas retiradas dos resultados das trajetérias de Pulling, foi calculado o
Potencial de Forga Média (PMF), usando Umbrella Sampling e medidos os
Potenciais de Coulomb, Leonard-Jones e numero de pontes de Hidrogénio,
para cada par Intercalador + ADN, Intercalador + catido e Intercalador + anido.

Com os resultados apurados somos capazes de concluir:
e Se aintercalagao é favoravel em meio de Liquidos lénicos;
e Em qual dos liquidos iénicos a intercalacédo é mais favoravel;
e Qual o intercalador com a intercalacdo mais forte;

e Os efeitos dos catibes e anides para as diferentes combinacbes

estudadas.

O estudo dos conjuntos foi realizado em duas frentes. Numa das frentes
temos um estudo baseado nos Potenciais de energia (coulomb, Leonard-Jones
e pontes de Hidrogénio). Desta forma podemos observar como interagem as
diferentes partes de cada combinagao ADN + Intercalador + RTIL e observar de
que forma a intercalagcdo é facilitada ou ndo. Na outra frente, o estudo é
baseado nos Potenciais de forca Média ou na energia de Binding entre ADN e

o Intercalador.
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4.1 Potenciais de Forga Média.

Neste ponto estudamos a intercalacdo usando um método que tira
partido do Potencial de Forgca Média (PMF). Como explicado no capitulo 3 —
Metodologia — foi utilizada a técnica de umbrella Sampling que cria um grafico
que descreve a diferenga de energia livre entre dois estados, onde no primeiro
o intercalador se encontra complexado com o ADN e no segundo o intercalador
encontra-se livre em solucdo. Desta forma é possivel analisar se a intercalagéo

em meio de Liquido lénico é espontanea.

Foi possivel realizar um estudo completo para a Proflavine. No caso da
Proflavine Reduzida foi possivel estudar 8 combinagbes. Para o DAPI foi
possivel estudar 6 combinagdes. Apenas no caso do Etidio e da Berberine ndao

foi possivel obter resultados de PMF completos.

Os potenciais sdo apresentados sobre a forma da Energia Livre (em
KJ/mol), ao longo distancia x (em nm) do intercalador ao centro de massa do

complexo.

4.1.1 — Proflavine

Comegamos por comparar os Liquidos lénicos formados pelos ides
[BDHYDOZA*] [BF4] e [BDHYDOZA*] [PF67].
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Grafico 1 - comparagéo entre os Liquidos I6nicos [BDHYDOZA+] [BF4-] e
[BDHYDOZA+] [PF6-]
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Como podemos observar pelo grafico 1, o Liquido lI6nico [BDHYDOZA"]
[BF4] apresenta o valor mais elevado para a diferenga de energia livre entre os

dois estados.
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Gréfico 2 - comparacéo entre os Liquidos lonicos [BIM*] [BF47] e [BIM*] [PF67]

Podemos observar, através do grafico 2, que o [BIM*] [PF67] observa um

valor de energia livre ligeiramente superior ao [BIM*] [BF4].
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Gréfico 3 - comparacao entre os Liquidos I6nicos [BPYR*] [BF47] e [BPYR*] [PF67]

Através do grafico 3 comparamos os Liquidos lénicos [BPYR*] [BF4] e
[BPYR'] [PF67]. Neste caso é notdria a diferengca de energia entre os dois. O

[BPYR*] [BF47] apresenta o valor mais elevado, ultrapassando os 200KJ/mol.
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Gréfico 4 - comparacéo entre os Liquidos I6nicos [BPYRR*] [BF4] e [BPYRR*] [PF67]

Quanto ao estudo dos Liquidos Iénicos [BPYRR*] [BF47] e [BPYRR"]
[PF6], o grafico 4 ilustra os resultados comparativos entre estes dois Liquidos
l6nicos. E possivel observar que o [BPYRR*] [PF67] observa um nivel de
energia superior ao [BF47]. No entanto os valores da energia ndo passam os
100KJ/mol.
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Gréfico 5 - comparacéo entre os Liquidos l6nicos [HYDETMAZ*] [BF4] e [HYDETMAZ"]
[PF67]

Comparando os Liquidos Iénicos [HYDETMAZ'] [BF4] e o
[HYDETMAZ*] [PF67], através do gréafico 5, verificamos que a diferenga de
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energia livre entre os estados nestes Liquidos I6nicos € quase inexistente. Os

valores da energia chegam perto dos 150KJ/mol para ambos os casos.
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Gréfico 6 - comparacao dos resultados PMF para o mesmo anido, fazendo variar os
catioes.

Passamos agora a um estudo onde mantemos o anido e comparamos o
efeito dos varios catides. O grafico 6 representa a comparagao entre todos os
catides onde o anido é o [BF47]. Podemos observar que o [BPYR'] [BF47] € o
melhor resultado desta série comparada no grafico 6m ou seja, este RTIL

apresenta a diferenca de energia livre, entre os dois estados, mais elevada.
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Gréfico 7 - comparacéo dos resultados PMF para o mesmo anido, fazendo variar os catifes.
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Procedemos a mesma comparagédo mas alterando o ani&o para o [PF67].
Através da analise do grafico 7, podemos retirar que o [HYDETMAZ"] [PF6] é o

que apresenta o melhor resultado de PMF para esta série

Depois da analise realizada ao nivel dos Potenciais de Forga Média,
para o intercalador Proflavine, podemos concluir que o Liquido Iénico que
promove a intercalagcdo mais forte da Proflavine € o [BPYR*] [BF47]. Este
intercalador apresenta a diferenga de energia livre mais elevada entre os dez

RTILs estudados para a intercalagao da Proflavine.

42.3 - Comparagao entre os Intercaladores Proflavine,
Proflavine Reduzida e DAPI

Os graficos seguintes comparam os diversos intercaladores para os
quais foi possivel completar um estudo sobre o Potencial de Forca Média. As

comparagdes serao feitas por catido.

O primeiro grafico, grafico 8, compara a Proflavine, Proflavine Reduzida
e o DAPI, quando o RTIL solvente € composto pelos ibes [BDHYDOZA] e
alterando o anides [BF4°] e [PF67].
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Gréfico 8 - comparac@o PMF entre os intercaladores Proflavine, Proflavine Reduzida e o DAPI, para o RTIL [BDHYDOZA"] [BF47]
(esquerda) e para [BDHYDOZA"] [PF67] (direita).
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Nos dois casos, o DAPI apresenta os valores mais elevados quanto a
energia necessaria para retirar o intercalador. E possivel também reparar que a
Proflavine Reduzida apresenta uma diferenca de energia livre maior do que a
Proflavine. Dos dois anides, o [BF4] permite uma melhor intercalagao dos trés

intercaladores estudados quando o catido € o [BDHYDOZA].

Passamos agora para analise mudando o catido para o [BIM*]. Neste
caso apenas para o anido [BF47] foi possivel estudar o DAPI junto com a

Proflavine e a sua versdo Reduzida.
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Grafico 9 - Comparagéo entre a Proflavine e a sua verséo Reduzia e o DAPI. A esquerda com o RTIL [BIM*] [BF4] e a
direita [BIM'] [PF67]

Podemos observar que, como no caso anterior, a mudancga do aniao fez
com que o nivel da energia livre também desce-se. No caso do anido [BF47], a
Proflavine Reduzida apresenta a interacdo com o valor mais elevado de
energia entre o estado complexado e livre, estando o DAPI muito proximo pois,
apesar de o valor maximo de energia livre ser inferior ao medido para a
Proflavine Reduzida, o DAPI apresenta um valor mais negativo para o estado
complexado, ou seja, a intercalagdo € mais forte para o DAPI do que no caso

da Proflavine Reduzida.

Para finalizar o estudo comparativo, estudamos as intercalagdes para o
[HYDETMAZ']. Neste caso também apenas comparamos a Proflavine com o
DAPI, quando o anido é o [PF67], e a comparacdo entre a Proflavine e a

Proflavine Reduzida quando o aniao é o [BF41].
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Gréfico 10 - comparagéo entre os intercaladores Proflavine, Proflavine Reduzida quando o RTIL solvente é o [HYDETMAZ*]
[BF4] - esquerda e o para a Proflavine e DAPI quando o RTIL é [HYDETMAZ"] [PF6] — direita.
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Neste ultimo caso, quando o anido é o [BF4*], a Proflavine apresenta
uma intercalagdo mais forte do que a Proflavine Reduzida. Isto deve-se ao
facto de a Energia livre, no estado complexado, € mais negativa para a
Proflavine, ou seja, apesar de o valor maximo de Energia Livre medido ser
semelhante entre os dois intercaladores, a diferenca de energia livre entre os

dois estados é maior para a Proflavine.

Quando comparamos a Proflavine com o DAPI, usando o aniao [PF67],
podemos observar que a diferenga de energia livre entre os dois estados €&

significativamente maior para o DAPI.

O estudo do Potencial de Forga Média da intercalagdo da Proflavine
permitiu-nos concluir que esta intercalacdo € espontdnea para todos os
Liquidos lonicos estudados. O [BPYR'] [BF47] apresentou a diferenca de
energia livre mais elevada entre o estado da Proflavine complexada e o estado
livre. Este resultado sera complementado com a analise das interacbes de

Coulomb, Van der Waals e com a formacéao de pontes de Hidrogénio.

A comparacgao entre intercaladores usando o mesmo catido e fazendo
variar o anido, permitiu verificar que, entre os intercaladores comparados, o

DAPI apresenta a intercalacdo mais forte e espontanea em todos os RTILs
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estudados usando PMF. Estes resultados serdo complementados com a

analise das interagdes energéticas entre o DAPI e a cadeia de ADN e o RTIL.

Apesar destas diferencgas, € possivel concluir que para todos os estudos
de PMF realizados, os intercaladores associam-se de uma forma espontanea

ao ADN, independentemente do RTIL utilizado.
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4.2 Apresentagao/Analise dos resultados baseados nas
interacoes electroestaticas, Van der Waals e na formagao de

pontes de Hidrogénio.

4.2.1 — Estudo dos Resultados para cada Intercalador

Nos seguintes histogramas s&o apresentados os resultados relativos as
interagdes electroestaticas, VAW entre os intercaladores e a cadeia de ADN, os

catibes e os anides, e a formagdo de pontes de Hidrogénio entre os

intercaladores e a cadeia de ADN e os catides.

4.2.1.1 — Berberine
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Histograma 1 — Resultados energéticos das interagbes de Coulomb e Van der Waals entre o intercalador
e 0 ADN, os catibes e os anibes. Os histogramas A sao relativos as interagées de Coulomb (intercalagao
e livre em solugéo). Os histogramas B s&o relativos as interagbes de VAW (intercalagéo e livre em

solugéo).
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Histograma 2 — Descrigcao do comportamento médio da formagédo de pontes de Hidrogénio, no ponto de
intercalagéo, criadas entre o intercalador Berberine e a cadeia de ADN e os catiées

A Berberine é um intercalador de carga positiva +1. Tem preferéncia para

intercalar entre as bases A-T do ADN.

Observando o histograma 1, podemos ver o efeito dos diferentes catides
na intercalagao da Berberine. o Liquido lénico [BPYR*] [BF4] apresenta os
valores energéticos mais elevados para as interagées de Coulomb e Van der
Waals, com o valor de -137.18 KJ/mol. Relativamente a existéncia de pontes de
Hidrogénio (histograma 2) observamos que, o liquido i6nico [BPYR*] [BF4]
apresenta a formacdo de pontes de Hidrogénio na zona de intercalacao,

promovendo desta forma, uma intercalagdo mais forte e estavel.
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Histograma 3 - Resultados energéticos das interagbes de Coulomb e Van der Waals entre o intercalador e
0 ADN, os catibes e os anibes. Os histogramas A séo relativos as interagbes de Coulomb (intercalagdo e
livre em solugéo). Os histogramas B s&o relativos as interagbes de VAW (intercalagédo e livre em solugdo)
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Histograma 4 — Descrigdo do comportamento médio da formagéo de pontes de Hidrogénio, no ponto de
intercalac@o, criadas entre o intercalador Berberine e a cadeia de ADN e os catibes
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Realizamos o mesmo estudo mas com o anido [PF6°] e, observando o
histograma 3, a combinagao que apresenta as interagbes mais fortes, no ponto
de intercalagao, é a combinagédo Berberine em meio [BPYRR™] [PF67], com um
valor de energia, para as interagdes electroestaticas de -173.63 KJ/mol e de -
173.64 KJ/mol para as interagbes de VdW, entre o Intercalador e a cadeia de
ADN. Apesar dos bons resultados energéticos, ndo s&o contabilizadas pontes
de hidrogénio formadas, entre o intercalador e o ADN ou catides, no ponto de

intercalacéo (histograma 4).

Comparamos os dois resultados obtidos mantendo o catido e fazendo
variar o anido, para observar o efeito deste. Comparamos o [BPYR"] [BF41]
com o [BPYR'] [PF67] e também o liquido iénico [BPYRR'] [BF4] com o
[BPYRR*] [PF67].
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Histograma 5 - histogramas de comparacéo das interacbes entre o intercalador e a cadeia de ADN e os
liquidos i6nicos (no ponto de intercalagdo e em solugdo), onde se manteve o mesmo catido e fez-se variar
0 anido. A e C - os valores para os potenciais de Coulomb e L-J, com o catido [BPYR*]; Be D - os
mesmos potenciais medidos com o catido [BPYRR*].

Através da analise comparativa entre os histogramas, observamos que o

[BPYR*] [BF47], que foi aquele que apresentou os melhores resultados para o
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anidao [BF4], apresentando valores mais baixos para a energia das interagdes
de Coulomb, e VdW, entre a Berberine e o ADN, que o seu homologo com o
aniao [PF67]. No caso das interagbes com os ides, estes valores tornam-se
mais reduzidos. A mudanga do anido sugere, entdo, uma intercalagcao mais
forte entre a Berberine e o ADN. O [BPYRR'] [PF67] apresenta melhores
resultados do que o seu correspondente formado com o anido [BF4-].
Observando os dois casos estudados € possivel observar que, para o
intercalador Berberine, o Liquidos I6nicos que incluem na sua composi¢ao o
anido [PF6-] observardao uma intercalacdo mais forte entre o Intercalador e a
cadeia de ADN.

As imagens seguintes ilustram a intercalagcado da Berberine no ADN.
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Figura 21- Representagao da intercalagdo da Berberine em ADN, em RTIL [BPYRR+] [PF6-] desde o ponto de intercalagdo até a
saida completa da cadeia de ADN.
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4.2.1.2 - DAPI

O DAPI é um intercalador de carga positiva +2. Devido a sua carga, a

interacdo electroestatica com os restantes intervenientes — ADN e Liquido

I6nico — prevé-se mais forte.
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Histograma 6 — Resultados energéticos das interagbes de Coulomb e Van der Waals entre o intercalador
e 0 ADN, os catibes e os anibes. Os histogramas A sao relativos as interagées de Coulomb (intercalagao
e livre em solugéo). Os histogramas B séo relativos as interagbes de VAW (intercalagéo e livre em

solugéo)
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Histograma 7 — Descricdo do comportamento médio da formagdo de pontes de Hidrogénio, no ponto de
intercalagéo, criadas entre o intercalador DAPI e a cadeia de ADN e os catibes

Observando os histogramas 6 e 7, podemos verificar que a combinagao
catido-aniao que apresenta os melhores resultados para uma intercalacao forte
€ o [BIM*] [BF47]. Os valores para as interagdes electroestaticas, entre DAPI e
0 ADN sdo de -194.17KJ/mol. Para as interacdes de Van der Waals entre DAPI
— ADN, o valor da energia medida € de -102.66KJ/mol. O [BIM*] também
apresenta o maior numero de pontes de Hidrogénio formadas no ponto de

intercalacao, que é de 6 pontes.
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Histograma 8 - Resultados energéticos das interacdes de Coulomb e Van der Waals entre o intercalador e
0 ADN, os catides e os anides. Os histogramas A sao relativos as interacdes de Coulomb (intercalagdo e
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Histograma 9 — Descrigdo do comportamento médio da formagédo de pontes de Hidrogénio, no ponto de

intercalac@o, criadas entre o intercalador DAPI e a cadeia de ADN e os catibes
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Analisando agora as combinagdes com anido [PF67] observamos através
do histograma 8, que a energia das interagbes de Coulomb, no ponto de
intercalacao, entre o DAPI e a cadeia de ADN ¢é de -175.99KJ/mol. Para as
interacbes de Van der Waals o valor medido é de -112.81KJ/mol. Nenhum
destes valores € o mais alto, comparado com as combinagbes com o0s
restantes catides mas, adicionando a informacao do histograma 9, o numero de
pontes de Hidrogénio no ponto de intercalacéo é de até 5 pontes formadas, o
que sugere que esta sera a melhor combinacdo DAPI — ADN - Liquido lénico

com o aniao [PF67).

Depois deste estudo em que mantivemos o anido fixo, chegamos a
conclusdo que o catido [BIM*] apresenta os melhores resultados energéticos
quando combinado com o anido [BF47] e com o anido [PF67]. Os histogramas

seguintes ilustram a comparagao entre estes dois liquidos lonicos.
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Histograma 10 - histogramas de comparagdo das interagdes entre o intercalador e a cadeia de ADN e os
liquidos iénicos (no ponto de intercalagdo e em solugdo), onde se manteve o mesmo catido [BIM*] e fez-
se variar o0 anido. A - os valores para os potenciais de Coulomb e B — os valores para os potenciais de L-J

Comparando as energias das interagdes electroestaticas DAPI — ADN, o
RTIL [BIM*] [BF47] apresenta um valor aproximadamente -21KJ/mol mais
elevado do que o homdlogo com o anido [PF67]. No caso das interagcbes de Van
der Waals, o RTIL [BIM*] [PF67] é -10KJ/mol mais elevado. A nivel da formacéao
de pontes e Hidrogénio, o [BIM*] [BF47] apresenta 6 pontes de Hidrogénio
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formadas no ponto de intercalagdo enquanto o [BIM*] [PF6] apenas apresenta

5 pontes.

Concluindo, ao nivel de intercalagdo, o Liquido Iénico [BIM*] [BF4]
possibilita a intercalacdo do DAPI no ADN de uma forma mais estavel e forte,
devido ao numero de pontes de Hidrogénio e as interagdes de Coulomb serem
elevadas e as de Van de Waals serem apenas ligeiramente mais baixas que o

caso homélogo com ani&o [PF67].

As Imagens seguintes ilustram a intercalacdo do DAPI no ADN quando o
Liquido Iénico é o [BIM*] [BF4].

Figura 22 - Representacao da intercalagdo do DAPI em ADN, em RTIL [BIM*] [BF47] desde o ponto de intercalacédo até a
saida completa da cadeia de ADN.
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4.2.1.3 - Etidio

O Etidio € um intercalador com carga positiva +1. Tem preferéncia para
intercalar entre os pares de base C-G. O histograma 7 reflete os resultados
para o estudo das combinagdes onde se fez variar o catido e manteve-se o

mesmo anido [BF4].

Numa primeira observacdo, podemos ver que as interacbes

electroestaticas entre o Etidio e a cadeia de ADN sao as mais baixas medidas
até agora. Podemos, entdo, confirmar que o local onde se realiza a
intercalacdo — entre os pares de base C-G ou entre A-T — influencia a forma

como o intercalador ira interagir electrostaticamente com a cadeia de ADN.
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Histograma 11 — Resultados energéticos das interagbes de Coulomb e Van der Waals entre o intercalador
e 0 ADN, os catibes e os anibes. Os histogramas A sao relativos as interagées de Coulomb (intercalagao

e livre em solugéo). Os histogramas B s&o relativos as interagbes de VAW (intercalagéo e livre em

solugéo)
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Histograma 12 — Descrigdo do comportamento médio da formagédo de pontes de Hidrogénio, no ponto de
intercalagéo, criadas entre o intercalador Etidio e a cadeia de ADN e os catibes

Estudando os valores do histograma 11, e observando os resultados
sobre a formagao de pontes de Hidrogénio — histograma 12, € possivel sugerir
que a combinacdo do catido [HYDETMAZ*] com o anido [BF47] oferece as
melhores condi¢gdes para uma intercalacdo mais forte e estavel do Etidio com a
cadeia de ADN. A energia calculada para as interagdes de Coulomb entre Etidio
e o0 ADN é de -32.62KJ/mol e para as interacdes de Van der Waals é de -
163.62KJ/mol. No ponto de intercalagdo o numero de pontes médio é de 1.5.

Este comportamento mantém-se ao longo da distancia medida.
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Histograma 13 — Resultado s energéticos das interagées de Coulomb e Van der Waals entre o
intercalador e o ADN, os catifes e os anides. Os histogramas A séo relativos as interacdes de Coulomb
(intercalagéo e livre em solugdo). Os histogramas B sdo relativos as intera¢des de VdW (intercalacéo e

livre em solucao)
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Histograma 14 — Descrigdo do comportamento médio da formagédo de pontes de Hidrogénio, no ponto de

intercalacé&o, criadas entre o intercalador Etidio e a cadeia de ADN e os catibes
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Passamos agora para o estudo do anido [PF6°]. Pela analise dos
histogramas 13 e 14, podemos observar que o catido [BPYRR'] apresenta os
valores mais elevados para as interacdes de Van der Waals, entre o Etidio e a
cadeia de ADN, com o valor de -182.63KJ/mol. No caso das interacbes de
Coulomb, o valor de — 38.39KJ/mol ja ndo se encontra entre os mais elevados
da série. Apesar de ndo ser o mais elevado, no conjunto das interagdes
electroestaticas + Van der Waals, a intercalagcao do Etidio € mais forte quando
o Liquido lénico contém o ido [BPYRR™]. Ao nivel das pontes de Hidrogénio, o
[BPYRR*] apenas apresenta uma no ponto de intercalacéo. E relevante apontar
que, a auséncia de pontes formadas com o catido, no ponto de intercalacao,

favorece a estabilidade da intercalagao do Etidio.

Feito o estudo para cada anido, comparamos agora os dois Liquidos
I6nicos escolhidos — [HYDETMAZ'] [BF47] e [BPYRR'] [PF6]. O histogramas
seguinte — histograma 9 — representam a comparagao, para o mesmo catido,
entre os anides [BF47] e [PF67]
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Histograma 15 - histogramas de comparacéo das interagdes entre o intercalador e a cadeia de ADN e os

liquidos i6nicos (no ponto de intercalacéo e em solugdo), onde se manteve o mesmo catido e fez-se variar

0 anido. A e C - os valores para os potenciais de Coulomb e L-J, com o catido [HYDETMAZ*] ;Be D - os
mesmos potenciais medidos com o catido [BPYRR™].
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A intercalacdo do Etidio solvatada com o RTIL [BPYRR*] [PF67]
apresenta os melhores resultados energéticos, com uma diferenca de
aproximadamente -30KJ/mol. O comportamento das pontes de Hidrogénio,
entre o Etidio e a cadeia de ADN, € semelhante nos dois casos estudados mas,
no caso do [BPYRR'] [PF6], o numero de pontes formadas ao longo da
distancia, com o catido, € menor, o que possibilita uma intercalacdo mais

estavel entre a molécula de Etidio e a cadeia de ADN.

Em suma, dado o conjunto de resultados analisados para estes dois
Liquidos ldnicos, aquele que possibilita uma intercalagdo do Etidio mais
estavel, e forte, e que também possibilita um caminho mais facilitado para a
intercalacao € o Liquido lénico [BPYRR*] [PF67].

Para visualizar como € a intercalagao do Etidio, quando o solvente é o
RTIL [BPYRR*] [PF6], temos as seguintes imagens.

Figura 23- Representacéo da intercalagéo do Etidio em ADN, em RTIL [BPYRR*] [PF67] desde o ponto de
intercalacéo até a saida completa da cadeia de ADN.
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4.2.1.4 — Proflavine

A Proflavine é o Unico intercalado com carga neutra que estudamos. E
também o intercalador mais pequeno. Tem preferéncia por uma intercalagéao
entre os pares de base C-G. Podemos observar pelo histograma 10 que, o
facto de a molécula apresentar carga neutra traduz-se em interagbes
electroestaticas reduzidas. Também de notar que o facto de a Proflavine ser um
intercalador pequeno, quando comparado com os outros estudados, as

interacdes de Van der Waals serdao também mais reduzidas.
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Histograma 16 — Resultados energéticos das interagbes de Coulomb e Van der Waals entre o intercalador
e 0 ADN, os catibes e os anibes. Os histogramas A séo relativos as interagbes de Coulomb (intercalagdo
e livre em solugdo). Os histogramas B s&o relativos as interagbes de VAW (intercalagéo e livre em
solugéo)
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Histograma 17 — Descrigdo do comportamento médio da formagédo de pontes de Hidrogénio, no ponto de
intercalag@o, criadas entre o intercalador Proflavine e a cadeia de ADN e os catibes

Através da analise dos histogramas 16 e 17, é possivel sugerir que, no
conjunto dos resultados analisados desta série, o catido [BPYR™] apresenta os
melhores resultados para a intercalagdo. O valor das energias das interagdes
electroestaticas é baixo em todos os casos, dada a neutralidade da molécula
Proflavine. No caso das interacées de VdW, entre a Proflavine e a Cadeia de
ADN solvatada com o RTIL [BPYR+] [BF47], apresentam os valores mais
elevados, com o valor de -129.34KJ/mol. Ao nivel das pontes de Hidrogénio,
nao foi observada a formagdo de pontes com os catibes [BPYRT],
principalmente junto ao ponto de intercalacdo. Este facto facilita uma

intercalacdo mais estavel entre a Proflavine e o ADN, neste RTIL.
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Histograma 18 - Resultados energéticos das interagbes de Coulomb e Van der Waals entre o intercalador
e 0 ADN, os catibes e os anibes. Os histogramas A séo relativos as interagées de Coulomb (intercalagcao
e livre em solugéo). Os histogramas B séo relativos as interagbes de VAW (intercalagéo e livre em

solugéo)
2
1.5 -
1 -
HADN
W Catides
0.5 -
0 -
) 6 o 6
?% < It ot
P s N N L
ol o) g N W
%0‘{\40 ® ® 0{\

Histograma 19 — Descrigdo do comportamento médio da formagédo de pontes de Hidrogénio, no ponto de
intercalag@o, criadas entre o intercalador Proflavine e a cadeia de ADN e os catibes
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Analisando o histograma 18 e 19, verificamos que o [BPYRR*] é o catidao
que, no conjunto total dos resultados, apresenta as melhores condigdes para
uma intercalacéo. As interagbes de Van der Waals apresentam uma energia de
-118.23KJ/mol. No ponto de Intercalagcdo apenas se contabiliza uma pontes
formada com a cadeia de ADN, nao sendo contabilizadas pontes com o catido
na intercalacédo, o que favorece a estabilidade desta, quando o catido usado &
o [BPYRR"].

Realizamos agora o estudo comparativo dos entre os dois Liquidos
I6nicos, [BPYR'] [BF4] e [BPYRR®] [PF67], para, assim, escolher qual é o
Liquido lénico que promove uma melhor intercalagdo da Proflavine na cadeia
de ADN.
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Histograma 20 — histogramas de comparagéo das intera¢des entre o intercalador e a cadeia de ADN e os
liquidos iénicos (no ponto de intercala¢éo e em solugéo), onde se manteve 0 mesmo catido e fez-se variar
0 anido. A e C - os valores para os potenciais de Coulomb e L-J, com o catido [BPYR*];Be D - os
mesmos potenciais medidos com o catido [BPYRR™].

68



Analisando o efeito dos anidées nos dois casos, verificamos que para o
catido [BPYR™], a Intercalagdo da Proflavine € mais forte quando o anido usado
€ o [BF4]. No caso do catido [BPYRR?], as diferengas nas interagdes entre a
Proflavine — Cadeia de ADN s&o quase inexistentes. O anido [BF4°] apresenta

as interagdes mais fortes com a Proflavine do que o anido [PF6].

Comparando, agora, os Liquidos Iénicos escolhidos, € possivel sugerir
que o [BPYR'] [BF4] apresenta o melhor conjunto de resultados que
promovem uma intercalagdo mais forte e estavel da Proflavine. As imagens
seguintes ilustram a intercalagao da Proflavine no ADN, usando o RTIL [BPYR*]
[BF4].

Figura 24 - Representacdo da intercalagédo da Proflavine em ADN, em RTIL [BPYR*] BF47] desde o ponto de
intercalacéo até a saida completa da cadeia de ADN.
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4.2.1.5 — Proflavine Reduzida

Depois de estudarmos a Proflavine, estudamos agora a molécula

Proflavine na forma reduzida, ou seja, com uma carga positiva +1.

O histograma 21 ilustra os dados relativos as energias das interagdes de
Coulomb e Van der Waals medidas entre o intercalador e a cadeia de ADN, os

catides e os anides, quando o anido usado é o [BF4-].
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Histograma 21 — Resultados energéticos das interagbes de Coulomb e Van der Waals entre o intercalador
e 0 ADN, os catibes e os anibes. Os histogramas A séo relativos as interagbes de Coulomb (intercalagdo
e livre em solugdo). Os histogramas B s&o relativos as interagbes de VAW (intercalagéo e livre em
solugéo)
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Histograma 22 — Descrigao do comportamento médio da formagédo de pontes de Hidrogénio, no ponto de
intercalagao, criadas entre o intercalador Proflavine Reduzida e a cadeia de ADN e os catibes

O facto de a Proflavine estar no seu estado reduzido, aumentou o
energia das interagbes electroestaticas, com os anides, em 100KJ/mol, o que

torna relevante o efeito do anido na intercalagéo.

Com o RTIL [HYDETMAZ*] [BF47], as interagdes de Coulomb com o
aniao, sdo mais fracas no ponto de intercalacédo e, as interagcdes de Van der
Waals entre o Intercalador e a cadeia de ADN, sdo as mais energéticas,
apresentando um valor de -122.2KJ/mol. Analisando a formagao de pontes de
Hidrogénio — histograma 22 - o [HYDETMAZ*] [BF47] apresenta o maior numero
de pontes formadas, entre o intercalador e a cadeia de ADN, no ponto de
intercalagdo. O conjunto destes resultados promove uma intercalagdo mais

favoravel neste RTIL.
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Histograma 23 — Resultados energéticos das interagbes de Coulomb e Van der Waals entre o intercalador
e 0 ADN, os catibes e os anibes. Os histogramas A sao relativos as interagées de Coulomb (intercalagcao

e livre em solugéo). Os histogramas B s&o relativos as interagbes de VAW (intercalagéo e livre em

solugéo)
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Histograma 24 — Descrigdo do comportamento médio da formagédo de pontes de Hidrogénio, no ponto de
intercalagao, criadas entre o intercalador Proflavine Reduzida e a cadeia de ADN e os catibes
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O histograma 23 ilustra os resultados relativos ao estudo do anido [PF6-
]- O catido que apresenta o conjunto de valores energéticos mais elevados para
as interagbes de Coulomb e VdW é o [BPYRR']. O valor da energia das
interacoes de Van der Waals entre a Proflavine Reduzida e a cadeia de ADN é
de -113.27KJ/mol. Ao nivel da formac&o de pontes de Hidrogénio — histograma
24, apenas sao contabilizadas pontes formas com o ADN, com o numero médio
de 1.5 no ponto de intercalagdo. De notar que ndo existem pontes formadas

com os catides, o que favorece a intercalagao da Proflavine Reduzida.

Procedemos a comparacgao entre os dois Liquidos lonicos estudados —
[HYDETMAZ'] [BF4] e [BPYRR*] [PF67]. O histograma seguinte representa a
comparacao entre estes dois catibes, mudando o anido. Desta forma

estudaremos a influéncia do anido, na Intercalagcado da Proflavine Reduzida.
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Histograma 25 — histogramas de comparacéo das interagcbes entre o intercalador e a cadeia de ADN e os
liquidos ibénicos (no ponto de intercalagdo e em solugdo), onde se manteve o mesmo catido e fez-se variar
0 anido. A e C - os valores para o0s potenciais de Coulomb e L-J, com o catido [HYDETMAZ*]; Be D - os
mesmos potenciais medidos com o catido [BPYRR"].
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O aniao [PF6], quando combinado com o catido [HYDETMAZ"], exerce
um efeito de repulsdo electroestatica na Proflavine Reduzida, quando esta se
encontra longe do ponto de intercalagdo. Ao nivel das interagcdes de Van der
Waals, 0 aniao nao exerce muita influéncia em ambos os casos. Comparando a
influéncia dos dois anides, quando combinados com 0 mesmo catido,
reparamos que, no caso do [HYDETMAZ"], as interacdes entre o intercalador e
a cadeia de ADN sao ligeiramente mais fortes quando o anido usado é o [BF4].
No caso do [BPYRR®], as interacbes electroestaticas entre o anidao [PF67] e o
intercalador sdo mais fracas, o que promove uma intercalagédo mais estavel e
forte entre a Proflavine Reduzida e a cadeia de ADN. E, entdo, possivel
concluir que a forma como o aniao interage com o intercalador, vai influenciar a

estabilidade e a forga da ligacao entre o intercalador e a cadeia de ADN.

No conjunto total dos dados analisados, o [BPYRR*] [PF6] apresentou o
melhor conjunto de resultados, sugerindo que este Liquido I6nico promove uma

a intercalagcao mais forte e estavel da Proflavine Reduzida.

As imagens seguintes ilustram a intercalacéo da Proflavine Reduzida no
ADN, usando o RTIL [BPYRR*] [PF6].
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Figura 25 - Representagao da intercalagdo da Proflavine Reduzida em ADN, em RTIL [BPYRR+] [PF6-]
desde o ponto de intercalagdo até a saida completa da cadeia de ADN.
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41.3 - Comparagao entre os RTILs com os melhores
resultados quanto as interagdées de Coulomb, VAW e formacgao

de pontes de Hidrogénio

Comparar os melhores resultados de cada intercalador com o intuito de
ser capazes de sugerir, ao nivel das interagdes energéticas, qual o intercalador
que apresenta a intercalagcdo mais forte e, também, uma analise sobre os

Liquidos lonicos usados.

A comparagdo dos varios intercaladores quanto as interacbes de

Coulomb com a cadeia de ADN é feita através do histograma 26.
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Histograma 26 - Comparagéo entre os varios Intercaladores quanto as interagbes de Coulomb com a
cadeia de ADN. Valores em KJ/mol

Como podemos observar o intercalador que apresenta a interacao
electroestatica mais forte € o DAPI. Isto prende-se com o facto de o DAPI ser
um intercalador de carga positiva +2. Um intercalador que também apresenta
uma interacdo elevada é a Berberine. Apesar de este intercalador apresentar
uma carga positiva +1, o seu local de intercalagéo € entre os pares de base A-
T. A diferenga entre os locais de intercalagdo sugere que, quando a
intercalacao é feita entre os pares de base A-T as interacdes electroestaticas

sdo mais acentuadas, apresentando valores maximos de aproximadamente -
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195KJ/mol. No caso das interacdes verificadas entre os pares de base C-G,
estas atingem o maximo de -40KJ/mol.

Podemos entéo verificar que, apos o estudo intercaladores de cargas 0,
+1 e +2; e de se estudar pontos de intercalagdo em pares de base diferentes,
concluimos que o facto da carga, apesar de importante no que toca a
promog¢ao de uma intercalagao mais forte, o seu efeito € mais relevante quando
o intercalador se encontra intercalado em sanduiche ou nas minor grove dos

pares de base A-T.

As interagbes de Van der Waals entre os intercaladores e a cadeia de

ADN sao comparadas no histograma 27.

u Berberine - [BPYRR][PF8] u DAPI - [BIM][BF4]
Etidio - [BPYRRI[PF&] = Proflavine - [BPYR][BF4]
u Prof. Reduzida - [BPYRRI[PF6]

_102 .66 I

-129.34

-113.27

17374 -182.63

Histograma 27 — Comparagao entre os varios Intercaladores quanto as interagées de Van der Waals com
a cadeia de ADN. Valores em KJ/mol

Ao contrario das interacbes de Coulomb, nas interagdes de Van der
Waals os valores encontram-se relativamente mais equilibrados. Os
intercaladores Berberine e Etidio sdo os intercalantes com uma forma mais
irregular o que promove um aumento das interagdes de Van der Waals com a
cadeia de ADN e o com RTIL. As diferencas na estrutura dos intercalantes,
Berberine e Etidio, faz com que estes apresentem os valores mais elevados
para as interagdes de Van der Waals, sendo a Berberine o Intercalador com o
valor mais elevado, -173.64KJ/mol.
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Quanto as pontes de Hidrogénio formadas entre a cadeia de ADN e o
intercalador, o histograma 28 ilustra uma comparag¢ao entre os intercaladores
estudados e o numero de pontes que formam com a cadeia de ADN. Sabemos
que, quanto maior o numero de pontes de Hidrogénio formadas, mais forte sera
a ligacdo com a cadeia de ADN, ou seja, mais forte e estavel sera a
intercalagédo. Observando o histograma podemos concluir que o DAPI é o que
forma o maior numero de pontes de Hidrogénio durante a intercalagédo, com um
valor que chega as 6 pontes formadas com a cadeia de ADN. A Berberine, que
era o intercalador com os melhores valores energéticos, ndo forma nenhuma

ponte de Hidrogénio com o ADN.

m Berberine - [BPYRR][PF6]  m DAPI - [BIM][BF4]
Etidio - [BPYRRI[PF&] = Proflavine - [BPYR][BF4]
® Prof. Reduzida - [BPYRR][PF6]

1.5
: : -

Histograma 28 - comparagéo entre os intercaladores quanto ao numero
médio de pontes de Hidrogénio formadas entre eles e a Cadeia de ADN,
no ponto de intercala¢@o

Tendo em conta todos estas interagdes estudadas, desde as interagdes
de Coulomb, Van der Waals e formacao de pontes de Hidrogénio, o DAPI é o
intercalador que apresenta o conjunto de resultados com os melhores valores
para as interacdes electroestaticas, Van der Waals e também o elevado
numero de pontes de Hidrogénio formadas com a cadeia de ADN, o que sugere
que a sua intercalagcao é a mais forte e estavel, entre todos os intercaladores

estudados, principalmente quando intercalado no RTIL [BIM*] [BF4].
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Uma consequéncia dos resultados energéticos, obtidos para o DAPI, é a
importancia da afinidade por pares de base e o modo de intercalacdo. As
intercalacbes em pares de base A-T apresentam valores energéticos mais
elevados do que as intercalagdes entre pares de base C-G. Comparando a
Berberine com o DAPI, é também possivel sugerir que a intercalagdo na minor
grove da cadeia de ADN €& mais favoravel, energeticamente, do que a

intercalacao entre pares de base.

Concluimos, também, que o Liquido lénico usado é importante para que
as intercalagdbes e que a sua escolha esta diretamente ligada com o
Intercalador que pretendemos usar. De salientar que o Liquido Iénico [BPYRR™]
[PF6] apresenta os melhores resultados em trés intercaladores diferentes,
sendo eles a Berberine, o Etidio e a Proflavine Reduzida. Este resultado sugere
que, para intercaladores de carga positiva, este RTIL apresenta as melhores

condi¢des para uma intercalagao.

No caso da Proflavine, o RTIL que promove uma intercalagcdo mais
favoravel energeticamente, € o [BPYR'] [BF47]. A redugdo da molécula da
Proflavine fez com que houvesse uma alteragcao no RTIL que apresentava os
melhores resultados, alterando a sua constituicao tanto a nivel do catido como
do aniao, ou seja, passamos do [BPYR®] [BF47] para o I6nico [BPYRR*] [PF67].
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Conclusao

Estudos realizados promovem os Liquidos Iénicos como solventes
eficientes e seguros para a extracdo e analise do ADN, utilizando agentes
intercalantes como sonda fluorescente (4) (27). Estes estudos experimentais
usaram do Brometo de Etidio como sonda fluorescente para quantificar o ADN
na extragdo deste. Ambos os estudos experimentais concluiram o Brometo de
Etidio n&o intercalava a cadeia de ADN mas criavam aglomerados junto da
cadeia de ADN, criando um efeito de light-scattering de ressonancia. Foi
através deste efeito que foi possivel extrair, e quantificar, o ADN usando o

Brometo de Etidio como sonda fluorescente (4) (27).

O estudo que realizamos visou observar, do ponto de vista da
intercalacdo, como se comporta o complexo ADN + intercalador, quando o
solvente € um RTIL. Estudamos a diferenga de energia livre entre dois estados,
onde no primeiro o intercalador se encontra complexado com o ADN e no
segundo o intercalador encontra-se livre em solu¢do. Calculamos o potencial
de forca média entre estes dois estados para estudar a diferenga de energia
livre entre eles e complementamos esta informagdo com a analise das
interacdes electroestaticas, Van der Waals e a formagcdo de pontes de
hidrogénio, entre o intercalador e a cadeia de ADN e também entre este e o
RTIL. Desta forma foi possivel analisar a espontaneidade da intercalacéo e se
as forgcas envolvidas nas interagdes sado favoraveis a uma intercalagdo. Foi

possivel concluir que:

e Aintercalagcdo em meio de Liquido I6nico é bastante estavel e forte. Isto
deve-se ao facto de a cadeia de ADN apresentar uma estrutura
fortalecida pelas interagbes com os ides do RTIL envolvente, o que faz
com que a cadeia nao abra facilmente, tornando-a mais estavel e
permitindo uma interacdo mais forte entre os pares de base e o

intercalador entre eles.
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Através do estudo de PMF foi possivel concluir que a intercalacdo é
espontanea para todas as combinagdes estudadas e nao foi observado

nenhum efeito de exclusao por parte do liquido idnico.

Para o intercalador Proflavine foi possivel concluir que, além de existir
espontaneidade na intercalagédo, o RTIL que promove a intercalagao
mais forte é o [BPYR*] [BF41].

O DAPI foi o intercalador que apresentou a Energia Livre mais elevada
entre o estado complexado e o estado em solugao, para qualquer RTIL
estudado. E, comparando os resultados deste com a Berberine é
podemos sugerir que a intercalagdo nas minor groves da cadeia de ADN

€ mais favoravel do que a intercalagao entre pares de base.

Através do estudo das interagbes energéticas foi possivel reforgar as
conclusdes do estudo de PMF e sugerir que o Liquido I6nico [BPYRR*]
[PF6] é o melhor RTIL quando usado como solvente na intercalagao da
Berberine, do Etidio e da Proflavine Reduzida. Estes resultados,
derivados da analise das interagdes energéticas, sugere que este RTIL &
a melhor escolha para ser usado com intercaladores de carga positiva

que intercalem entre os pares de base da cadeia de ADN.

Nao é possivel dizer qual o RTIL com os piores resultados, em geral,
mas, através dos resultados de PMF realizados, foi possivel observar
que a diferenca de energia livre, entre o estado complexado e nao
complexado, diminui quando o aniao é o [PF67]. Podemos entdo concluir
que, para promover uma intercalacdo mais forte, a escolha do aniao

[BF4°] sera a mais favoravel.

O nosso estudo veio contrariar as conclusées dos estudos experimentais

realizados com o Etidio (4) (27), ou seja, mostramos que a intercalacéo €

espontanea, observando-se este resultado para todas as combinagdes ADN /

Intercalador / RTIL, estudadas. No entanto, a diferenga na energia livre varia

muito dependendo do Liquido Iénico utilizado e, também, do préprio

intercalador, ou seja, apesar de a intercalagado ser esponténea, a escolha de
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um RTIL ira influenciar se essa intercalagao ira acontecer ou ndo, dado os ides

e o intercalador competirem na intercalagédo do ADN.

Estudos posteriores poderao incidir no uso de técnicas experimentais,
analogas a da literatura, para observar a intercalagado usando estes resultados.
Também poderao ser realizados estudos baseados em simulagdes de light-
scattering onde poderemos estudar a fluorescéncia destes agentes
intercalantes nestes meios ionicos e verificar a existéncia destes efeitos de
fluorescéncia, quantificar a sua intensidade e, também, estudar o efeito de

light-scattering de ressonancia.
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ANEXO 1 — Estruturas e Topologias

Neste capitulo serdo apresentadas as estruturas dos agentes intercalantes e
dos complexos ADN + intercalante. Serdao também apresentadas as informacgdes
mais relevantes das topologias criadas para cada intercalador estudado. O ponto
4.1 descreve as informagdes genéricas sobre as topologias utilizadas. No ponto 4.2
passamos para apresentacao da estrutura de cada intercalador e o complexo

formado por esse intercalador e a cadeia de ADN.

4.1 - Informacgao geral das topologias

As informacdes utilizadas, para a criagao das topologias, foram retiradas dos
ficheiros do campo de forcas GROMOS. Os pontos seguintes descrevem, de uma
forma generalizada, a informacéo relativa aos tipos de atomos, ligagdes, angulos,

diedros, usadas nas topologias de cada intercalador.

4.1.1 — Informacgao relativa aos tipos de atomos usados

O que constitui uma molécula sdo os atomos mas, apesar de uma molécula
de agua ser formada por dois atomos de Hidrogénio e um atomo de Oxigénio,
quando a vamos submeter a uma simulacdo molecular, esses atomos terdao um tipo
associado que ira depender da posi¢cao deste atomo na molécula. Esses tipos de

atomos apresentam um nome e uma massa atdmica.

A tabela 1 descreve todos os tipos de atomos utilizados na criagdao das

topologias dos intercaladores.



Atomo Tipo | Massa atémica Descrigao
Oxigénio OE 15.99994 Eter ou éster
Azoto NT 14.00670 Terminal (NH2)
NL 14.00670 Terminal (NH3)
Carbono C 12.01100 Simples
CH2 14.02700 Alifatico ou grupo agucar CH2
CH3 15.03500 Alifatico CH3
CR1 13.01900 Aromatico CH
Hidrogénio | HC 1.00800 Ligado a um carbono
H 1.00800 Nao ligado a carbono

Tabela 2 - Tabela descritiva dos tipos de atomos utilizados na criagdo das topologias

4.1.2 - Informacgao relativa as ligagoes interatébmicas

As ligacdes interatobmicas dependem do tipo de atomo que ligam e do
contexto em que se encontram (grupos aromaticos, terminais, etc..). A tabela 2

descreve os tipos de ligagdes utilizados.

Tipos de atomos que liga Cédigo | bo(nm) | ky(KJ mol' nm?)
GROMOS
H - N (all) gb_2 0.1000 1.8700e+07
HC-C gb_3 0.1090 1.2300e+07
C —NT,NL gb 9 0.1330 1.0600e+07
C,CR1-N,NR,CR1,C gb_10 0.1330 1.1800e+07
C — NR (sem H) (anel-6) gb 12 0.1340 1.1700e+07

C,CR1-CH2, C, CR1 (anel-6) | gb 16 | 0.1390 1.0800e+07

CHn-AO gb_18 | 0.1430 8.1800e+06
CHn - NR (anel-6) gb_ 23 | 0.1480 7.6400e+06
C, CHn - C, CHn gb_ 27 | 0.1530 7.1500e+06
HChI - CChl gb_39 | 0.1100 1.2100e+07

Tabela 3 - Tabela descritiva das ligagdes interatémicas utilizadas na criagdo das topologias dos
intercaladores. r bo é o comprimento da ligagdo entre os atomos; Kb é a energia associada a ligagéo
estabelecida.



4.1.3 - Informacgao relativa aos angulos formados entre os atomos.

Esta informacao descreve a posigcdo que dos atomos, uns em relagdo aos
outros, num mesmo plano dimensional. A tabela 3 descreve os angulos utilizados na

criacao das topologias.

Tipos de atomos ligados Cédigo (1) ke
GROMOS
CHn, AO — CHn - AO, NR (anel) (agucar) ga_9 109.50 | 320.00
H-NL,NT-H, Ga_10 109.50 | 380.00
CHn — AO — CHn (agucar)
CHn, C — CHn - C, CHn, AO, OM, N, NE ga_13 109.50 | 520.00
CHn - CHn - C, CHn, OA, NR, NT, NL ga_15 111.00 | 530.00
CH3-N-C, ga_22 117.00 | 635.00
CHn-C-OM
H-NT,NZ,NE-C ga_23 120.00 | 390.00
H-NT,NZ-H ga_24 120.00 | 445.00
H - N - CH3, H, HC - anel-6, ga_25 120.00 | 505.00
H - NT - CHn
N, C, CR1 (anel-6, sem H) ga_27 120.00 | 560.00
O-C-CHn,C ga_30 121.00 | 685.00
CH3 - N-CHn
X (qualquer atomo, sem H) — anel-5 ga_37 126.00 | 640.00

Tabela 4 - Descrigdo dos angulos usados na criagdo das topologias dos intercaladores. 6o é o dngulo formado;
Ko energia associada ao dngulo

4.1.4 — Informacgao relativa aos diedros, proprios e improéprios, formados

entre os atomos.

Os diedros descrevem a posicao relativa entre quatro atomos. Estes atomos
podem, ou ndo, ser consecutivos. A tabela seguinte descreve os diedros, préprios e
impréprios, utilizados na criacdo das topologias dos intercaladores estudados.



Tipos de atomos ligados Cédigo &o ke multiplicidade
GROMOS
Grupos planares g 1 0.0 167.42309 Improprio
Centros tetraédricos g 2 35.26439 | 334.84617 Improprio
-C =N, NT, NE, NZ, NR - gd_14 180.000 335 2
O-CH1-CHn-O gd_18 0.000 2.09 2

Tabela 5 - Descrigédo dos diedros utilizados na criagdo das topologias dos intercaladores estudados. o € 0
angulo formado. ks energia associada ao angulo.



4.2 — Estrutura dos intercaladores e dos complexos.

A estrutura dos intercaladores, tal como a informagao relevante sobre a

topologia destes, sera agora apresentada. Também serdo apresentadas as

estruturas dos complexos formados entre os intercaladores e a cadeia de ADN.

4.2.1 — Berberine e complexo Berberine + ADN d(CGTACG) (10) (11)

Figura 26 - Estrutura do intercalador Berberine apds a primeira minimizacdo de Energia
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Figura 27 - Complexo formado entre a Berberine e a cadeia de ADN

4.2.2 - DAPI e complexo DAPI + ADN D(CGCGAATTCGCG) (16)(41)

Figura 28 - Estrutura do DAPI apés a primeira minimizagao de energia
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9

carga

-0,28
0.2
0,15
-0,2
0.2
-0,16
0,16
-0,06
0,53
-0,66
0.4
0.4
-0,66
04
0.4
-0,19
0,19
0,09
-0,32

Informagéo dos atomos

massa

12,011
1,008
12,011
12,011
1,008
12,011
1,008
12,011
12,011

14,0067
1,008
1,008

14,0067
1,008
1,008

12,011
1,008
12,011
14,0067

nr

20
21
22
23
24
25
26
27
28

29
30
31
32
33
34
35
36
37
38

tipo

H
C
c

CR1

HC
CR1
HC
C
C

NT
H
H

NT
H
H

CR1

HC

CR1

HC

atomo

H1
Cc2
Cc1'
ce'
H6'
C5'
H5'
c4'
Cl1
N5
H53
H52
N4
H43
H42
c3
H3'
c2'
H2'

cgnr

9
10
10
11
11
12
12
13
13

14
14
14
15
15
15
16
16
17
17

Tabela 7 — Informagéo de cada atomo que constitui o DAPI

carga

0,35
0,08
0,08
-0,09
0,14
-0,17
0,17
-0,03
0,53
-0,66
04
0,4
-0,66
0,4
0,4
-0,15
0,17
-0,11
0,16

massa

1,008
12,011
12,011
12,011

1,008
12,011

1,008
12,011
12,011

14,0067
1,008
1,008

14,0067
1,008
1,008

12,011
1,008
12,011
1,008



Figura 29 - Complexo formado entre o DAPI e a cadeia de ADN



4.2.3 - Etidio e complexo Etidio + ADN d(CGATCG) (16) (19) (40)
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tipo

CH3
CH2
NR

CR1
HC

NT

CR1
HC
CR1
HC

CR1
HC
CR1
HC

NT

Figura 30 - Estrutura do Etidio ap6s a primeira minimizac&o de energia

atomo

Cc22
c21
N5
Cl4
C4
H4
C3
N23
H90
H23
Cc2
H2
C1
H1
C13
C12
C10
H10
C9
H9
Cc8
N24

cgnr

© © N N NN OoWWOWWSN O -

(I
~N o o

7

3

3
11
11
12
12

carga

-0,08
0,02
0,03
-0,01
-0,18
0,18
0,24
-0,87
0,42
0,4
-0,13
0,17
-0,21
0,18
0,05
0,1
-0,24
0,17
-0,06
0,17
0,26
-0,86

Informagéo dos 4&tomos

massa

15,035
14,027
14,0067
12,011
12,011
1,008
12,011
14,0067
1,008
1,008
12,011
1,008
12,011
1,008
12,011
12,011
12,011
1,008
12,011
1,008
12,011
14,0067

nr

23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44

tipo

H
H
CR1
HC
C
C
C
CR1
HC
CR1
HC
CR1
HC
CR1
HC
CR1
HC
HC
HC
HC
HC
HC

atomo

HoP
H24
c7
H7
c11
Ccé
C15
C16
H16
c17
H17
c18
H18
C19
H19
C20
H20
H21
HoL
H22
HOM
HON

cgnr

12
12
13
13
4
4
4
14
14
15
15
16
16
17
17

Tabela 8 - Informagao de cada atomo que constitui a molécula de Etidio

carga

0,4
0,39
-0,28
0,19
0
0,09
0,11
-0,12
0,15
-0,19
0,17
-0,05
0,15
-0,18
0,17
-0,15
0,16
0,07
0,06
0,03
0,06
0,02

massa

1,008
1,008
12,011
1,008
12,011
12,011
12,011
12,011
1,008
12,011
1,008
12,011
1,008
12,011
1,008
12,011
1,008
1,008
1,008
1,008
1,008
1,008



Figura 31 - Complexo formado entre o Etidio e a cadeia de ADN



4.2.4 - Proflavine, Proflavine Reduzida e os complexos, por elas
formados, com o ADN d(CGATCG)

(18) (19) (43)

Figura 32 — Estrutura da Proflavine (esquerda) e da Proflavine Reduzida (direita) apds a primeira minimizagao de energia
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Informacao dos atomos - Proflavine

tipo
CR1
HC
C
NR
C
CR1
HC
C
NT
H
H
CR1
HC
CR1
HC
C
CR1
HC
C
CR1
HC
CR1
HC
C
NT
H
H

atomo

c4
H4
c11
N10
Cl4
c5
H5
cé
N16
HOM
H16
c7
H7
cs
H8
c12
co
H9
c13
c1
H1
c2
H2
c3
N15
HoL
H15

cgnr

© © 00 0 N NN ~NO O oo B DD WWNDNDNDNPR PR

[l e =
o O O o

carga

0

0
0,245
-0,49
0,245

0

0
0,157
-0,691
0,267
0,267

o

O O O O o0 o o o o o

0
0,157
-0,691
0,267
0,267

massa

12,011
1,008
12,011
14,0067
12,011
12,011
1,008
12,011
14,0067
1,008
1,008
12,011
1,008
12,011
1,008
12,011
12,011
1,008
12,011
12,011
1,008
12,011
1,008
12,011
14,0067
1,008
1,008

© o N o U A~ wWwN R 32
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23
24
25
26
27
28

Informacgéo dos - Proflavine Reduzida

tipo
CR1
HC
C
NR
C
CR1
HC
C
NT
H
H
CR1
HC
CR1
HC
C
CR1
HC
C
CR1
HC
CR1
HC
C
NT
H
H
H

atomo

C4
H4
Cc1
N10
C14
C5
H5
C6
N16
HOM
H16
C7
H7
Cc8
H8
C12
C9
H9
C13
C1
H1
c2
H2
C3
N15
HIL
H15
H12

cgnr

© © 00 0 N N ~N~NOoOOo oo B DD WWNDNDNDNDPR PR

[ el =
O o o o

2

carga
-0,4451
0,1471
0,3131
-0,3781
0,3131
-0,4451
0,1471
0,5931
-0,7631
0,3461
0,3461
-0,2674
0,1231
-0,0441
0,1111
-0,0051
0,0261
0,1191
-0,0051
-0,0441
0,1111
-0,2674
0,1231
0,5931
-0,7531
0,3461
0,3461
0,3131

Tabela 9 - informagédo dos atomos que constituem a Proflavine e a Proflavine Reduzida

massa

12,011
1,008
12,011
14,0067
12,011
12,011
1,008
12,011
14,0067
1,008
1,008
12,011
1,008
12,011
1,008
12,011
12,011
1,008
12,011
12,011
1,008
12,011
1,008
12,011
14,0067
1,008
1,008
1,008



Figura 33 - Complexos formados entre a cadeia de ADN e as moléculas Proflavine (A) e Proflavine Reduzida (B)
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ANEXO 2 — Graficos relativos as interacoes

intermoleculares

Nesta seccdo serao apresentados os graficos relativos as medigdes dos Poténcias
de Coulomb, Leonard-Jones e formacdao de pontes de Hidrogénio para cada

combinagao ADN+ Intercalador + RTIL [Cati&o] [Ani&o].
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