Universidade Federal do Rio Grande do Sul
Instituto de Quimica

Programa de Pés-Graduacao em Quimica

Chiara Valsecchi

Estudos tedéricos de pares ionicos a
base de imidazol em nivel
atomistico e coarse-grained em

solucao e membranas bioldgicas

Porto Alegre, Brasil
2018



Chiara Valsecchi

Estudos tedricos de pares ionicos a
base de imidazol em nivel
atomistico e coarse-grained em

solucao e membranas bioldgicas

Tese apresentada ao Programa de Pos-
Graduacgao em Quimica do Instituto de Qui-
mica da UFRGS como requisito final para a

obtencao do titulo de Doutor em Quimica.

Orientador: Prof. Dr. Hubert K. Stassen

Porto Alegre, Brasil
2018



A presente tese foi realizada inteiramente pelo autor, exceto as
colaboragdes as  quais serdo  devidamente citadas  nos
~agradecimentos, no periodo entre novembro 2014 e marco 2018, no
Instituto de Qm’mica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
sob Orlenta(;ao do Professor Doutor Hubert K. Stassen. A tese foi
julgada adequada para a obtencao do titulo de Doutor em Quimica
pela seguinte banca examinadora:

Comissao Examinadora:

e

Y

P'rof’ Dr PaufoA Netz Prof. Dr. Paolo R. Livotto

iyl g r
Edrornes [ Loty NI
Prof. Dr. Eduardo F. Laschuk Prtgf Dr Jose F’emando

Ruggero Bachega

Prof. Dr. Hubert K Stassen

[ l//rg/%{ KM

Chiara Valsecchi



"...vincer potero dentro a me ’ardore
ch’i’ ebbi a divenir del mondo esperto,
e de li vizi umani e del valore; [...]
Considerate la vostra semenza:
fatti non foste a viver come bruti,
ma per seguir virtute e canoscenza'.

Ulisse!

Dante Alighieri (1265-1321)
La Divina Commedia - Inferno: C. XXVI, v. 97

Iv vencer ndo puderam dentro de mim o ardor de me tornar do mundo experto, dos vicios

humanos e do valor. [...] Considerais vossa procedéncia: feitos nao fostes para viver como brutos,

mas para seguir virtude e sapiéncia."Traducdo de Tiago Tresoldi, 2016



Agradecimentos

Em primeiro lugar, gostaria agradecer ao meu futuro marido, Jacson, pelo
carinho, suporte e encorajamento que me deram a forca de reiniciar e concluir
esta longa caminhada. O 21 de julho 2018 meu amor, vai ser mais tenso que

essa defesal

Gostaria também agradecer muito o Prof. Hubert, que confiou em mim e
principalmente me permitiu de continuar sendo sua orientada, embora tendo
que dividir o meu tempo de aluna com o meu tempo de trabalho. Obrigada

de coragao por aceitar as minhas escolhas de vida!

Agradeco a todo o pessoal da quimica tedrica: Josene, Matheus, Icaro, Gabriel,
Monique, Eduarda, Roinei... foi um prazer ter aula com vocés, sempre alegres

e com a risada pronta! Principalmente, participar da SBQT juntos foi demais!

Sempre existem aquelas pessoas que durante a caminhada se tornam parceiras
e amigas fundamentais.... embora da quimica experimental (eheh), a melhor
lembranga do meu tempo em Porto Alegre sdo vocés, Monique e Andressa!
Espero que a nossa amizade continue por muitos anos, independentemente do

lugar que a vida vai nos levar...

Por fim, mas nao por tltimo, queria agradecer aos meus pais, que além de me
educar e propiciar carinho e amor ao longo de toda a vida, deixaram a propria
filha pegar voo para uma terra estrangeira e viram ela crescer de longe. Per
ultimo, ma non meno importante, un grande grazie ai miei genitori, che oltre
ad avermi educato con discernimento e sempre offerto I'amore di cui avevo
bisogno, mi hanno lasciato prendere il volo per una terra straniera e mi hanno
visto crescere da lontano, sempre appoggiando le mie decisioni, anche quando

questo significava non vedersi per molto tempo. Grazie per il vostro sacrificio!



Resumo

Os liquidos i6nicos (ILs) sao sais organicos complexos, liquidos a temperatura
ambiente, que apresentam caracteristicas quimicas desejaveis, como baixa volatili-
dade, alta condutividade e estabilidade. Céations baseados na estrutura do anel
imidazélico (Im.) constituem um dos liquidos idnicos mais utilizados, cuja reati-
vidade e propriedades desejadas dependem das interacoes e da estrutura tridimen-
sional formada entre citions e dnions envolvidos, até em condigdes diluidas (pares
idnicos). Num primeiro momento foram analisados os processos de formagao e as in-
teragoes em pares ionicos de cations imidazolicos com diferentes metilagoes e o anion
imidazolato, em seis solventes de polaridade variada. Simulac¢oes de dindmica mole-
cular (MD) em nivel atomistico, com parametrizagoes derivadas do campo de forga
AMBER-Porto Alegre, foram desenvolvidas e analisadas pela plataforma Gromacs.
Foi verificada a presenca de liga¢oes de hidrogénio e interagoes do tipo m — 7 entre
os anéis aromaticos, proporcionalmente enfraquecidas com o aumento da constante
dielétrica do meio. A familia de ILs baseadas em cations de imidazol, por outro
lado, ganhou também muita atencao devido a possibilidade de efeitos toxicos para
o ambiente; o grupo amonio quaternario contido no anel do imidazol demostrou
efeitos antifingicos e antibacterianos, podendo penetrar a membrana plasmatica.
Por este motivo, se tornou objetivo deste estudo também compreender como o imi-
dazol interage com a estrutura das membranas eucaridticas. Para poder estudar
esses sistemas complexos com escalas temporais apropriadas (ms) foi desenvolvido e
apresentado um primeiro modelo coarse-grained (CG) de ILs em membrana POPC
(1-palmitoil-2-oleil-fosfatidilcolina) baseado no modelo CG Martini, o mais utilizado
para simulagoes na area biolégica. Embora nao de forma definitiva, as simulacoes re-
produziram de forma satisfatoria os dados atomisticos, demonstrando a viabilidade
e as possibilidades do modelo, permitindo verificar a rapida penetragao do cation

imidazdlico na bicamada fosfolipidica.



Abstract

Ionic liquids (ILs) are complex organic salts molten at room temperature,
presenting desirable characteristics as low volatility, high conductivity and stability.
Imidazolium-based (Im.) cations are among the most used in ILs, which reacti-
vity and desired properties depend on the tridimensional structure and interaction
between cation and anion, even at extreme diluted conditions (ion pairs). At first,
the formation process and the interactions for ionic pairs between different meti-
lated imidazolium-based cations and the imidazolate anion have been analyzed in
six different solvents, with varying polarity. Molecular dynamic simulations (MD)
at the atomistic level, using the Porto Alegre AMBER-based force field parametri-
zation, have been carried and analyzed by the Gromacs platform. The presence of
hydrogen bonding and 7= — 7 interactions between the aromatic rings were found,
proportionally weakened by the increase of the medium dielectric constant. The
family of imidazolium-based cations, on the other hand, has gained interest due to
the possibility of toxic effects on the environment; the quaternary amonium group
shows antimicotic and antibacterial activity, being able to penetrate the plasmatic
membrane. For this reason, it also became important in this study to understand
how the imidazolium cation interacts with the structure of eukaryotic membranes.
In order to study such a complex system with elongated time scales (ms) it was
developed and presented a first coarse-grained (CG) model for ILs, interacting with
a POPC (1-palmitoyl-2-oleyl-phosphatidilcholine) membrane, based on the Martini
CG model, the most utilized in the biological field. Even if not definitive, the simu-
lation results reproduced in fair agreement the atomistic data, demonstrating the
integrity and the possibilities of the model, allowed to verify the rapid insertion of

the imidazolium cation inside the phospholipid bilayer.
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1 Introducao

Os liquidos i6nicos (ILs) sdo sais organicos fundidos a uma temperatura infe-
rior a 100°C, e particular importancia quimica assumem aqueles que estao liquidos a
temperatura ambiente. Sao constituidos normalmente de um cation organico, como
imidazolio, piridinio, pirrolidinio, aminas quaternarias, entre outros, e um anion de
coordenacgao relativamente fraca, de natureza geralmente inorganica, como tetra-
fluoroborato, hexafluorofosfato, ou tao pequeno como um fon fluoreto [1]. Devido
a facilidade de poder modificar as propriedades fisicas e quimicas, além de reci-
clabilidade, os ILs se apresentam como alternativas viaveis em varias aplicagoes,
principalmente visando alternativas mais sustentaveis para processos quimicos e in-
dustriais comuns [2]. Na literatura se tornaram de grande interesse os ILs baseados
em cation com anel imidazodlicos, cuja estrutura esta representada na Figura 1, de-
vido a ampla utilizacdo em varios campos, da eletroquimica a cromatografia, da
catdlise ao suporte de imobilizagdo de enzimas, entre outros [3]. O cation imidazd-
lio oferece cinco diferentes possibilidades de substituicao de grupos ligados ao anel,
enquanto o anion imidazolato trés; com esta oferta de possibilidades de diferentes
sitios de alquilagdo e modificacdo quimica, os IL a base de imidazolio representam

plenamente o conceito de taylored solvents caracteristicos dos ILs.

1,3-dimetil Imidazdlio imidazolato

Figura 1: Estruturas representativas do cation 1,3-dimetil Imidazélio e anion imi-

dazolato utilizados neste trabalho [autoria proprial.



Devido ao fato que a organizacao dos ILs influencia as caracteristicas fisico-
quimicas e reacionais que esses podem apresentar, tornou-se assim importante estu-

dar as interagoes presentes entre os ions envolvidos e as suas estruturas.

1.1 Estrutura e organizacao dos liquidos i6nicos

Na fase liquida, a especiacao dos ions assume um papel muito importante
na determinacao de mecanismos de reacao, ja que cada diferente espécie de ions
pode reagir com uma constante cinética carateristica e gerar um especifico equilibrio
dindmico. Grunwald et al.[4] junto a Marcus et al.[5], em termos gerais, propuseram
trés tipos de associagao idnica que pode estar presentes em solugao: o CIP (contact
ion pair), o SIP (solvent-separated ion pair) e o SSIP (solvent-shared ion pair), como

representado na Figura 2.

a) CIP b) SSIP c) SIP

Figura 2: Representacdao esquemética dos tipos de associacao ionica em solugao:
a) pares de contato, b) pares com solvente compartilhado e c) fons separados por

solvente [6].

Na literatura se encontram assim varios estudos para poder determinar qual
tipo de especiagao existe em varios liquidos i6nicos, nas suas formas liquidas puras
e em casos de diluicio em outros solventes [6-8]. Por exemplo, no caso de liquidos
idnicos apréticos, em geral foi encontrado que a formagao de pares de contato (CIP),
levou a uma diminui¢do de condutividade elétrica [9]. Por outro lado, o compor-

tamento oposto acontece em liquidos i6nicos préticos, como no caso tratado neste



estudos, baseados nas moléculas de imidazdélio [10, 11]. Chaban et al. demonstraram
com solugoes diluidas de 1-etil, 3-metil Imidazélio-BF4 em acetonitrila, através de
analise estrutural, que existe formacao de pares de contato e pequenos agregados
neutros, responsaveis para o incremento da condutividade elétrica, como encontrado
experimentalmente [12]. Algumas caracteristicas devem-se apresentar para que se
possam formar pares de contatos: o cation e o anion devem estar suficientemente
proximos na solugao e compartilhar a esfera de hidratacao; a energia associada com
a interacao eletrostatica deve ser maior que a energia térmica; os cations e anions
devem estar associados por um periodo de tempo maior que o necessario para ser
dissociado por movimentagao térmica [13]. A formagao de pares i6nicos em solugao é
uma questao extremamente importante. A organizacao estrutural do par pode cau-
sar situagoes caracteristicas reacionais quando misturados com outros compostos.
Na literatura, é possivel mencionar dois exemplos representativos que demonstram
como a presenca de CIP diluidos em diferentes solventes muda a reatividade do meio
de reacado. Scholten et al., avaliando o caso de 2,4,5-trideuterado,1-butil,3-metil imi-
dazélio com vérios dnions, reportou uma troca H/D preferencial nos hidrogénios
menos acidos do cdtion (em C4 e C5), ja que o hidrogénio mais &cido, no carbono
na posicao 2, esta envolvido em ligagoes de hidrogénios com o anion na formagao
do par de contato [14]. Uma outra rea¢do extremamente importante que depende
da presenca ou auséncia de CIP é a dissolucao da celulose, como descrito por Swa-
tloski et al.: a reagao depende da reatividade do anion, que vem a se perder quando

envolvido em um par de contato [15].

Embora frequentemente esses sistemas sejam denominados de sistemas Coulom-
bicos, é a combinacao de trés forcas intermoleculares, eletrostatica, dispersiva e li-
gacao de hidrogénio, que controla a organizacao de ILs na fase gasosa e liquida
[3]. As interagbes nao ligadas deveriam ser reconhecidas como elementos chaves
na estrutura local dos pares idnicos de contato, porém existe ainda na literatura
uma pequena controvérsia sobre a existéncias de ligagoes de hidrogénio com longos
tempo de vida, principalmente no caso de ILs puros. Zhao et al. [16] encontraram
um tempo de vida das ligagoes de hidrogénio entre 1-n-butil-3-metil Imidazolio e he-
xafluorofosfato de 1 ps, transiente demais para serem elementos chaves na estrutura

e propriedades dindmicas do solvente. Lee et al. [17] também declararam que dois



tercos dos fons em fase liquida estao livres em cada instante, definindo assim os ILs
como eletrélitos concentrados. Ja Neto et al. [18] confirmaram a presenca de uma
grande organizacao supramolecular devido a duradouras ligagoes de hidrogénio, or-
ganizagdo mantida até na fase gasosa. Fumino et al. [7] concordaram que, embora a
energia associada com ligacoes de hidrogénio represente somente 10% da energia to-
tal de interacao, essa interacao influencia as propriedades tinicas apresentadas pelos

ILs.

Por outro lado, quando os ILs estao presentes em quantidades diluidas, em
misturas e solugoes, existe um consenso maior de que a interagao protica se torna
essencial para a formacao de pares ionicos de contato. A presenca e importancia
dessas ligagoes de hidrogénio foi demonstrada experimentalmente por deslocamento
da frequéncia caracteristica em experimentos de infravermelho [7, 13]. Sendo o anel
imidazolico planar e rigido, a direcionalidade e, de consequéncia, a forca das liga-
¢oes de hidrogénio é determinada pelo tipo de anion presente como contra-ion e a
posicao que assume ao redor do anel. Qiao et al. [19] analisaram sistematicamente
as interagoes entre os cations 1-etil-3-metil imidazdlio com os anions cloreto (C17),
tetrafluoroborato (BF4~) e bis((trifluorometil)sulfonil)imide (TF2N~). Com o au-
mento do tamanho do atomo foi percebida uma mudanca de posi¢do do contra-ion
de perto (no mesmo plano) do anel para acima ou abaixo do mesmo, levando a um
maior distanciamento dos fons positivos, e forca de interacao inferior. A disposi¢ao
do anion é governada pela direcionalidade da ligacao de hidrogénio que acontece pre-
ferencialmente com o hidrogénio mais acido do cation, ligado ao carbono na posi¢ao
2 do anel imidazdlico (Figura 1). A importancia deste sitio de interagao, assim como
dos outros hidrogénios presentes no anel, foi amplamente estudada na literatura nos
liquidos puros e nos pares de contato aplicando diferentes graus de metilagoes e
analisando as variagoes nas propriedades fisico-quimicas. Noack et al. [20] demons-
traram experimentalmente que a viscosidade de 1-etil,2,3-dimetil imidazolio- TFoN~
triplicou com respeito ao nao metilado 1-etil,3-metil imidazolio-TF;N~, enquanto
Valsecchi et al. [21] encontraram que a energia de dissociacao do par idnico 1,3-
dimetil imidazélio-imidazolato aumenta na ordem de 13 kJ-mol™! comparado com
o 1,2,3-trimetil imidazolio-imidazolato. Assim, as forcas de interacao entre o hidro-

génio mais acido do cation na posicdo 2 com os nitrogénios aceitadores do anion



sao consideradas relativamente fortes, comparaveis com pequenos alcoois primérios,
baseados nas distdncias médias (2,36-2,44 A) e angulos (140°-160°) encontrados
(19, 22].

Como mencionado anteriormente, além da interacao eletrostatica de Coulomb
e das ligagoes de hidrogénio, também as forcas de dispersdao assumem um papel
importante na estruturacao dos ILs. No caso de liquidos puros, a interagao dos
ILs a base de imidazélio depende também de diferentes orientagdes adotada pelos
fons, ja que foi comprovada a presenca de interacoes 7" — 7w entre os anéis dos
cations [3, 19]. Existem trés tipos de estruturas diferentes de interacao aromaética,
como esquematizado na Figura 3: edge-face (lateral com plano, a), offset stacking
(empilhamento desalinhado, b) e face-face (planos paralelos, ¢)[19]; particularmente,
os tultimos dois casos sdo encontrados abundantemente entre residuos aromaticos
de proteinas e as bases nucleicas do DNA, respectivamente. No caso de cations
imidazolicos, foi encontrado que a orientagdo preferencial se torna do tipo offset
stacking, onde houve um incremento no desalinhamento com o aumento do tamanho
do éanion [19, 23]. E possivel encontrar também interacdes do tipo anion-doador 7+-
aceitador [24], as quais se mantém na formacao dos pares de contato em ILs diluidos
em outros solventes, embora menos relevantes em termos energéticos, ja que os
anions presentes predominantemente nos estudos da literatura sdo de natureza nao

aromatica.
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Figura 3: Estruturas representativas das interacoes aromaticas possiveis entre os

cations imidazolicos: a) edge-face, b) offset stacking e ¢) face-face stacking. [19].



Uma das caracteristicas de inovagao deste trabalho encontra-se no fato de
utilizar um anion de estrutura aromética, baseado no imidazolato (Figura 1). Neste
caso, a importancia das forgas de Van der Waals na formacao e manutencao dos pares
de contato, assim como a influéncia na definicio das propriedades fisico-quimicas
(ponto de fusdo, viscosidade e entalpia de vaporizagao), se torna quase comparavel

com a presenca das interagoes de hidrogénio entre os ions.

Todos os tipos de interagoes envolvidas entre os fons na formacao ou nao de
pares i6nicos sao influenciados por um outro fator determinante: o solvente no qual
os ILs estao inseridos. Recentemente se tornou interessante entender o comporta-
mento dos pares i6nicos de contato em varios solventes, assim como caracterizar
a estrutura e as interagoes intermoleculares nesses ambientes [7, 13, 25]. As pro-
priedades fisicas e quimicas, como condutividade elétrica, viscosidade, ponto de
ebulicao e reatividade dos ILs podem mudar drasticamente em diferentes solugoes.
Normalmente, pares ionicos de contato sao encontrados em solventes com baixa e
média constante dielétrica, como cloroférmio e COq [25]: foi demonstrado que em
cloroférmio as espécies envolvidas nos CIPs sao aquelas que determinam a difusao,
comprovando a grande importancia da presenca dessas estruturas na solugao [13].
Em acetonitrila foi comprovado que existe um equilibrio entre CIPs e SSIPs, en-
quanto somente pares de contato sao encontrados em diclorometano; Fumino et al.
[6] também relatam que em misturas de IL com diferentes solventes (cloroférmio,
tetrahidrofurano, acetona e DMSQO) ocorre uma transigdo de CIP para SIP com o
aumento da constante dielétrica do meio. A formacao de pares de contato em solven-
tes mais polares é encontrada normalmente em concentracoes de ILs maiores, como
0,2M em DMSO e 1M em agua, confirmada também experimentalmente por HOESY
and NOESY, através de tempo de relaxacao [25]. De particular interesse é a mistura
de ILs em agua, ja que dependendo do tamanho das cadeias alfaticas de substituicao
ao anel, é possivel modificar a miscibilidade dos cations imidazolico. Com o aumento
da alquilagdo do anel, é possivel encontrar fases segregadas no liquido: podem assim
aparecer regioes polares e nao polares, onde podem-se formar compostos de inclusao,
envolvendo fons, macromoléculas (enzimas) e também nanoparticulas/nanoclusters
[3]. Até uma quantidade minima de dgua pode influenciar bastante as propriedades

dos ILs: foi demonstrado que no caso de cétions 1-n-butil,3-metil imidazélio (BMI)



e 1,3-dimetil imidazo6lio (MIM) em pares de contatos com o dnion imidazolato, uma
unica molécula de agua, envolvida em um complexo do tipo guest@host com os ILs
presentes, é responsdvel pela ativagao da troca H/D, que néo seria possivel j& que o

dnion nao apresenta o sitio basico para isso quando envolvido em um CIP [25].

1.2 Influéncia biolégica dos IL a base de imidazélio e simu-

lagoes coarse-grained por dinamica molecular

Nos tdltimos anos, vem sendo observado na literatura um crescente interesse
sobre liquidos i6nicos (ILs) interagindo com membranas biol6gicas, com objetivo
de esclarecer toxicidades e principalmente a eco-toxicidade apresentadas. Como ja
mencionado, estes solventes sdo tipicamente definidos como green, pelo fato de ter
uma pressao de vapor desprezivel. Por outro lado, embora nao contribuam com a
poluicao do ar, muitos sao soltveis em agua e podem contaminar este meio. De
fato, existem estudos com zebrafish demostrando que ILs comerciais, tais como AM-
MOENG 100 e AMMOENG 110, possuem uma baixa concentragao letal (LCs) de
5,9 mg-L~1 [26]. O mais importante efeito da presenca desses ILs se encontra por
via da sua estrutura anfifilica, permitindo a inser¢cao na membrana, aumentando a
sua porosidade e alterando as suas propriedades fisicas. Foi demonstrado também
que ions calcio podem permear a membrana apds exposicao a ILs, provocando, por
exemplo, a dissociagdo da célula do tecido na qual estava ancorada [26]. No caso de
liquidos i6nicos a base de imidazol, de interesse neste estudo, foi encontrada uma
LCsy superior aos 100 mg-L~!, sendo assim considerados como nao altamente té-
xicos para a espécie zebrafish. Por um outro lado, esta familia de ILs estd sendo
amplamente investigada pelo fato de apresentar propriedades antibacteriana e anti-
micoticas [27, 28]. De fato, o par iénico 1-n-hexadecil-3-metilimidazélio, Figura
4a, com anion cloreto, apresentou grande eficiéncia em prevenir a formacao de bi-
ofilmes de Candida tropicalis, C. parapsilosis, C. glabrata e Trichosporon asahii,
patégenos que podem causar graves infecgoes em pacientes hospitalares fracos ou
imunossuprimidos. A concentragdo minima inibitéria (MIC) apresentada no caso

da C. tropicalis, ca. 0,014ug-mL~1, foi 100 vezes menor quando comparada com



o fluconazol, um principio ativo farmacolégico comercialmente disponivel da fami-
lia azdlica, cuja estrutura estd representada na Figura 4b [27]. Estes farmacos de
derivagao azolinica, especialmente os triazois, sao bastante eficientes contra a mai-
oria das infecgoes micdticas e possuem uma baixa toxicidade [29]. Infelizmente, as
resisténcias primaria e secundaria estdo aumentando drasticamente por esse tipo
de principios ativos, principalmente, devido ao fato que os canais de absor¢ao na
membrana sao inibidos. Sem a insercao no citoplasma, a atividade metabdlica do
fluconazol e derivados é impossibilitada [30]. Diferentemente do fluconazol de natu-
reza neutra, os sais imidazoélicos apresentam propriedades altamente interessantes do
ponto de vista farmacoldgico, além de nao apresentar toxicidade para células euca-
ridticas humanas, como demonstrado por estudos em leucocitas [28]. Como descrito
por Schrekker et al. [28], os farmacos antimicoticos comerciais, assim como os ILs,
atuam através a inibicao da enzima lanosterol 14a-dimetilase, necessaria para con-
verter o lanosterol a ergosterol. Este fato foi confirmado analisando a percentagem
de reducao de ergosterol (33-89%) na membrana apés exposicao a metade do MIC de
1-n-hexadecil-3-metilimidazolio. Para surtir este efeito, em um primeiro momento,
o cation a base de imidazol precisa permear na membrana celular do fungo, onde o
caminho de sintese do ergosterol acontece. Por isso, ILs com longas cadeias alifati-
cas possuem maior facilidade na inser¢ao da bicamada fosfolipidica, confirmado pelo
baixo MIC apresentado. Além disso, sendo os ILs sais organicos, eles podem inter-
ferir também no equilibrio osmético da célula: a presenca desses ions pode favorecer

a coagulacao das proteinas de membrana, e com isso a sua destruicao.
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Figura 4: Estruturas representativas a) do cation imidazodlico 1-n-hexadecil-3-

metilimidazolio e b) o principio ativo do farmaco fluconazol [autoria préprial.
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Além de capacidades antimicéticas, os ILs a base de imidazol também apre-
sentam atividade antibacteriana, como demonstrado por Hough-Troutman et al.;
neste estudo, foi encontrada um MIC entre 4-10 mg-mL~' contra varias bactérias
de interesse clinico. Normalmente, agentes antissépticos cationicos apresentam um
MIC no intervalo 8-500 mg-mL~!, portanto muito superior [31, 32]. Por tltimo, foi
evidenciado [33] como a inser¢ao na membrana de pequenos peptideos carregados,
os ACPs (peptideos anti-cancer), podem destruir células cancerigenas, sem afetar as
células saudéveis, fomentando um enorme interesse médico. Esses ACPs sdo cons-
tituidos por 14-40 aminoacidos, com uma porcao carregando uma carga positiva
e uma por¢ao hidrofébica. E clara a similaridade estrutural desses peptideos com
os liquidos i6nicos, principalmente pensando nos céations imidazolicos. Quando os
ACPs, e por congruéncia os ILs, penetram a membrana da célula, ions and metabo-
litos podem vazar; no processo, pode ocorrer também despolarizagao da membrana,
provocando a morte celular [34]. Por todas estas razoes, compreender como o cation
imidazélico pode penetrar a membrana plasmatica de fungos, bactérias ou até a
humana, poderia fornecer grandes revelacoes farmacéuticas e abrir o caminho para

o desenvolvimento de novos farmacos ndo-resistentes.

Este mecanismo de interagao e inser¢do na membrana ja vem sendo estudado
na literatura por simulagoes de dindmica molecular, como descritos em [35-38].
Bingham et al. estudaram a interacao da membrana 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-
3-fosfocolina (POPC) com o cation 1-butil-3metil imidazélio e diferente anions (Cl1,
PFg, TfoN) por 100ns. Para poder avaliar a influéncia do cation foram analisadas
diferentes propriedades da membrana antes e apds a insercao dos ions: area por
lipidio, médulo de compressibilidade superficial, tensao superficial, volume das mo-
léculas de lipidios, compressibilidade isotérmica, potencial transmembrana e perfil
de densidade. A insercao dos cdtion, na concentracao de ca. 0,5 M, afeta princi-
palmente o médulo de compressibilidade, com uma variacdo de 15%. Também o
potencial transmembrana nao é afetado por grande variagoes, de 0,58 V no caso
do POPC puro e até 0,68 V na presenga de BMI-PFy. Pelo perfil de densidade
foi confirmado que o cation se insere com o grupo butila primeiro, solvatando a
cadeia alquila com as caudas apolares dos fosfolipidios. Por outro lado, Lee [36]

estudou a inser¢do de cédtion imidazélico em trés diferentes membranas (POPC,
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DOPC, DMPC), deduzindo que predominantemente o tamanho da cadeia lateral do
cation determina a instabilidade da bicamada, independente do tipo de fosfolipidio.
Ja o aumento do coeficiente de difusao depende do tamanho do surfactante e do
tipo de fosfolipidio, saturado ou insaturado. No caso do POPC, de interesse para
este trabalho, o coeficiente de difusao aumentou levemente, apresentando valor de
0,740,1 1077 cm? s7!, comparavel com dados experimentais [39]. Por ltimo, em
um outro trabalho, Lee [37] et al. estudaram a influéncia da presenga de sal (NaCl)
na interacao com os fosfolipidios; foi determinado que a insercao do ILs pode ser
através de dois mecanismos: primeiro a atragao eletrostatica aproxima o cation a
membrana, e sucessivamente a parte mais hidrofébica se insere no meio da bicamada;
ou, ¢ a propria atragao hidrofébica que permite a inser¢ao direta do cation na mem-
brana, apos estabilizada pelas forgas eletrostaticas com os grupos polares. A adigao
do sal enfraquece a interacao eletrostatica com as cabecas polares dos fosfolipidios,
diminuindo a insercao total dos cations imidazoélicos na bicamada. Neste sentido,
Kahn e Zacharias [34], através dos célculos das energias de interagdo, descobriram
que também o colesterol influencia a estrutura eletrostatica da membrana e impede

parcialmente a insercao dos ILs.

Todas as observagoes e os efeitos das interagoes biolégicas tratadas acontecem
numa escada temporal bastante extensa e, por isso, muito dificil de ser atingida com
detalhes atomisticos. Para o estudo e a simulacao desse tipo de sistemas heterogé-
neos e complexos, é preciso assim procurar um método de simulagoes de dindmica
molecular mais eficiente, j4 que pretende-se atingir escalas de tempo de até milisse-
gundos. Nos ultimos anos, simulagdes coarse-grained (CG), como serd amplamente
discutido na sessao de Metodologia, se tornaram um método poderoso para o es-
tudo da fase condensada (sélidos, liquidos e solugoes); esses foram implementados
em numerosos estudos de sistemas extremamente complexos, tais como proteinas
[40], membranas bioldgicas procaridticas e eucaridticas [41], e dcidos nucleicos, por-
tadores da informacao genética (DNA, RNA) [42]. Na literatura, os modelos mais
utilizados para simula¢oes CG na area biologica, como membranas, micelas, protei-
nas e até recentemente o DNA, sao derivados do modelo Martini, desenvolvido no

grupo do Prof. Marrink [43, 44]. O modelo CG Martini é amplamente utilizado para
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simulagoes de bicamadas fosfolipidicas e membranas bioldgicas [44], principalmente
membranas a base de 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfocolina (POPC), um dos
fosfolipidio mais abundante nas células animais. Neste sentido, o modelo Martini
se torna um 6timo candidato para a simulacao de sistema complexos com ILs por
quatro vantagens: 1) ji existe a parametrizacdo de varios componentes quimicos,
oferecendo a possibilidade de construir um modelo CG para um vasto nimero de
moléculas; 2) os parametros das forgas nao ligadas sao comparados com valores ex-
perimentais, evitando eventuais erros contidos nas simulagoes atomisticas; 3) essas
interacoes nao ligadas sao descritas através dos simples potenciais de Lennard-Jones
e de Coulomb, facilitando a parametrizacdo das novas moléculas, e 4) varios solven-
tes ja foram amplamente utilizados e testados com o modelo Martini, tendo assim
um ambiente quimico robusto para as simulagoes [45]. Infelizmente, ainda nao foi
desenvolvido um modelo CG acoplavel com o Martini para ILs. Neste sentido, este
trabalho tem foco no estudo atomistico das interacdes dos pares de contato em di-
ferentes ambientes a servir como ponto de partida para o desenvolvimento de um
modelo CG de ILs que sera utilizado para analizar as interagoes dos liquidos i6nicos

a base de imidazol com a membrana bioldgica.
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2 Objetivos

2.1 Objetivos gerais

O objetivo principal desse projeto é avaliar a formagao, estrutura e estabili-
dade de pares ionicos de contato de ILs a base de imidazol em diferentes solventes
(orgéanicos e inorganicos), assim como a inser¢gdo dos mesmos na membrana plas-
matica. A simulag¢ao por MD representa a ferramenta principal desses estudos para

obter as informacgoes desejadas.

2.2 Objetivos especificos

e Determinar as interacoes intermoleculares envolvidas nas estruturas de pares
ionicos de contato entre diferentes cations a base de imidazol e anions a base

de imidazolato

e Analizar a solvatacdo de pares ionicos e influéncia do solvente sobre a sua

formacao quando inseridos em seis solventes de diferentes polaridades

e Desenvolver um modelo CG para pares ionicos e ILs puros, complementar e
acoplavel com o modelo Martini, com o intuito de analisar a interacao dos

cations (e dnions) com membranas biol6gicas.

e Avaliar a possivel inser¢do de ILs em membranas biologicas a base de 1-

Palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfocolina (POPC)
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3 Metodologia

Para o desenvolvimento desse projeto, precisa-se empregar uma combina-
¢ao de metodologias da quimica tedrica e computacional envolvendo simulagoes por
dindmica molecular (MD) em nivel atomistico e coarse-grained (CG). Cada uma
dessas técnicas serd detalhada a seguir separadamente. Todas as simulacdes foram

realizadas no supercomputador Vader do grupo da Quimica Teérica da UFRGS.

3.1 Simulagoes Atomisticas: Pares de Contatos

Simulac¢oes computacionais por MD dependem de um campo de forcas que
contém a parametrizacao de todas as interagoes intra- e intermoleculares. Neste
projeto, as simulagdes em nivel atomistico foram realizadas com o campo de forca
AMBER-Porto Alegre, baseado no modelo AMBER [46, 47], no qual as substitui-
¢oes metilas no anel dos cations sdo definidas como na molécula de tolueno [25]. As
simulagoes e os resultados encontrados nos artigos Zanatta et al.[25] e Valsecchi et
al.[21] foram calculadas utilizando a plataforma livre Gromacs, 4.5.5; simulagoes su-
cessivas foram efetuadas através da mais atualizada versao 2016.1 [48]. Os modelos
otimizados dos anions e cations estudados foram obtidos ab initio através do pro-
grama Gaussian [49]. Para a obtengao das geometrias foram escolhidas, com calculo
B3LYP as basis-set 6-311G* (d,p); o potencial eletrostatico (ESP) foi calculado por
distribuicao de populacao Merz-Kollman; e as cargas foram encontradas pelo método
RESP (restrained eletrostatic potential - potencial eletrostatico restrito). A titulo
de exemplo, na Figura 5 sao apresentadas as estruturas com os valores das cargas
encontradas para o 1,3-dimetil imidazolio, cation de partida para todas as sucessivas
modificagoes de metilacao do anel, e o dnion imidazolato. As demais estruturas de
todos os cations utilizados neste estudo, com as relativas distribuigoes de carga, sao
reportadas no Apéndice A. E importante salientar a numeracio atomica do anel
imidazolico utilizada ao longo de todo o trabalho, com enfoque principalmente nos

carbonos C2, C4 e C5 do anel, e os atomos/grupos a eles ligados.

Nos sistemas analisados, para manter a temperatura constante em 298,15 K
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Figura 5: Estrutura e distribuigao de cargas das estruturas do a) 1,3 dimetil imida-

z6lio e b) imidazolato obtidas através de calculo RESP ab initio.
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foi utilizado o reescalonamento das velocidades, enquanto o barostato Parrinello-
Raman [50] foi utilizado para manter uma pressao de lbar no ensemble NpT. O
método Particle Mesh Ewalds (PME) [51] foi aplicado para corrigir as interagoes
eletrostaticas de longo alcance acima do raio de corte esférico de 1,3 nm. Os com-
primentos de ligacao foram mantidos constantes através do algoritmo LINCS [52];
durante o desenvolvimento, foi utilizado um tempo de integracdo de 0,002 ps, e as
trajetérias foram salvas a cada 1000 passos. Nos estudos de estrutura e organizagao
dos pares i6nicos de contato, as caixas de solventes pré-equilibradas de cloroférmio,
diclorometano, acetona e dimetilsulf6xido (DMSO) foram obtidas pelo banco de da-
dos Molecule & Liquid Data Bases do GROMACS [53]. A dgua foi simulada através
do modelo TIP3P ja presente na plataforma GROMACS [54], enquanto a caixa de
isopropanol foi preparada e equilibrada a partir de uma tnica molécula otimizada
ab initio através do programa Gaussian [49], obtendo um valor de densidade do
solvente com um erro abaixo do 5% do dado experimental conhecido na literatura
[55]. Todos os modelos de solventes foram constituidos por 1000 moléculas e obti-
dos com parametrizagdo GAFF [56], compativel com o campo de forgas utilizado.
Cada simulacao foi comegada colocando o cation e dnion sob andlise em uma caixa
vazia do mesmo tamanho que a do solvente. Uma pequena simulacao de 100 ps
a volume constante, ensemble NVT, assegurou que se formasse um par de contato
em vacuo. Sucessivamente, o par i6nico foi solvatado com as moléculas de solvente
e a energia foi minimizada utilizando-se o algoritmo steep no programa mdrun do
Gromacs. A solvatacao normalmente leva a perda de poucas moléculas de solvente:
nos casos estudados, um maximo de 8 moléculas foram eliminadas das 1000 iniciais
em simulagoes com DMSO. O sistema equilibrado foi simulado no ensemble NpT,

nas condigoes descritas acima, por 40 ou 100ns, dependendo dos casos de aplicagao.

Antes da andlise dos modelos simulados, foram monitoradas as evolugoes
das propriedades fisicas dos sistemas como densidade, energia de interacdo inter e
intramoleculares, além de pressao e temperatura. O rapido equilibrio do sistema foi
sugerido pela célere convergéncia dessas propriedades. Para a andlise, em primeiro
lugar foi calculada a distdncia minima entre o centro de massa do cétion e do anion
ao longo de toda a trajetéria com o plugin do Gromacs gmzx mindist, para verificar

a formacgao de pares idnicos estaveis, transientes ou a nao-formagao dos mesmos.
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Na Figura 6 encontram-se dois exemplos de configuragao de par encontradas em
cloroférmio (par estével) e em DMSO (sem formagao do par). O cétion 1,2,3,4,5-
pentametil imidazolio esta representado em vermelho, enquanto o anion imidazolato
se encontra em verde. Em caso de breves eventos de dissociacao, somente a parte da
trajetoria onde o par esta associado estavelmente foi usada para o calculo dos demais
parametros de andlise geométrica, como as fungoes de distribuigao radial (RDFs),
as fungoes de distribuigao espatial (SDFs) e distribuicao angular; caso contrério, os

ultmos 90 ns de simulacdo foram usados para as analises.

A . X :
} 2 : L *
- \

Figura 6: Visualizagdo representativa das simulagoes dos pares idnicos em a) cloro-
férmio, onde cation 1,2,3,4,5-pentametil Im. (vermelho) e dnion imidazolato (verde)
estao associados, e b) DMSO, onde o par i6nico nao é formado ao longo da trajetéria.

[autoria prépria].

As energias de associagao de Gibbs (AGyng) dos pares foram obtidas por
trés etapas: pulling, umbrella sampling e o calculo da constante de associacao e
energia livre. Para a primeira etapa, como configuracao de partida foi utilizado o
par de contato associado; sucessivamente, mantendo o cation fixo no espago como
grupo de referéncia, o anion foi puxado a uma taxa constante de 0,005 nm ps—*

ao longo da coordenada correspondente a distancia dos centros de massa dos dois

ions. Desta trajetéria foram extraidas as configuragoes para o umbrella sampling, de
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modo que a distancia entre janelas adjacentes fossem de ca. 0,05 nm; cada janela foi
sucessivamente simulada por 10ns. Deste processo foram obtidas as forcas médias de
restrigao, cuja integragao resulta no potencial de for¢a média (PMF'), como mostrado

na equagao 1 [57-59]:

W) =" () + ZpT

To

ds+C (1)

Na Eq. 1 rg é a distancia minima entre os centros de massa dos ions e r
é a distancia final registrada apds a construcao do PMF; (f.)s é a forca média

%TBT é a correcao entropica e C é

de restricao a uma distancia s entre os ions;
uma constante escolhida de forma que W(r) assintoticamente tende a zero em se
aproximar a r tendendo a infinito. A constante de associacao e as energias livres

foram calculadas, respectivamente, pelas equagoes 2 e 3, como descrito em [57]:

w(r)
K=, 1 . lfexp( kBT) dr (2)
AG = —kgThh K (3)

Na Eq. 2, Al =1-1' é o intervalo de r no qual W(r) é definido.

3.2 Simulagoes Atomisticas: Insercao de ILs em Bicamada

Fosfolipidica

Para as simulacoes atomisticas da interacao dos ILs com a membrana plas-
matica foi escolhido como modelo de fosfolipidio o 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-

fosfocolina (POPC), extremamente abundante nas membranas eucarioticas [60]. O
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modelo de membrana solvatada foi obtido online[61], sendo parametrizado com o
campo de forca Stockholm Lipids que reproduz eficazmente dados experimentais,
como perfil de densidade, coeficiente de difusao lateral e &rea por fosfolipidio [61].
Como ponto de partida foram efetuadas simulagoes atomisticas de quatro cations
a base de imidazol com diferentes comprimentos de alquilagdo em um dos nitrogé-
nios do anel: 3-butil-1-metil imidazélio (BMI); 3-n-octil-1-metil imidazélio (OMI);
3-n-dodecil-1-metil imidazolio (DMI) e 3-n-hexadecil-1-metil imidazolio (HMI). As
substitui¢oes foram escolhidas ad hoc para poder ser sucessivamente simuladas atra-
vés de um modelo coarse-grained. As estruturas dos quatro cation avaliados estao
presentes na Figura 51 no Apéndice B.1. As simulagbes foram extendidas por 110ns
em uma membrana biolégica solvatada, representada por 128 moléculas de fosfolipi-
dios POPC, divididas em duas camadas de 64 moléculas cada. Por convencao o eixo
z foi considerado perpendicular ao plano da bicamada, que se estende no sentido
xy. Esta identificacao é importante para a aplicacao, de modo semi-isotropica, da
pressao: a componente em z foi tratada de forma distinta em respeito as componen-
tes em z e y. A inser¢ao do cation na caixa com a membrana solvatada, na regiao
do solvente, foi efetuada através do programa g membed, através do qual o soluto
¢ encolhido, inserido na caixa de simulagdo e sucessivamente o tamanho do mesmo
é gradativamente aumentado até o valor inicial; particular atencao foi dedicada ao
fato que nenhuma molécula de fosfolipidio fosse eliminada do sistema. A anélise
dessas simulagoes envolveu a avaliagao da interagdo entre os fons com o solvente ou
com a bicamada (grupo fosfato, grupo colina, glicerol e acidos graxos). Além disso,
a fim de avaliar detalhadamente o efeito perturbativo da insercao dos fons imiza-
dolicos nas propriedades e carateristicas da membrana, foram calculados o perfil de
densidade da bicamada, a area por fosfolipidio e o deslocamento minimo quadrado
(MSD) relacionado com o coeficiente de difusao lateral dos lipidios. As analises fo-
ram efetuadas utilizando os instrumentos disponiveis pela plataforma Gromacs [53].

As figuras foram geradas nos programas gnuplot [62] e VMD [63].
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3.3 Simulagoes coarse-grained

Nos tltimos anos, simulagoes por dindmica molecular coarse-grained (CQG)
se tornaram metodologias poderosas para o estudo da fase condensada de numero-
sos sistemas extremamente complexos, como grandes proteinas [64, 65|, membranas
biolégicas procaridticas e eucaridticas [43], e os dcidos nucleicos, portadores da infor-
magao genética (DNA, RNA)[42]. As técnicas CG reagrupam um nimero definido
de atomos, dependendo de cada modelo, em particulas de tamanho maior que refle-
tem as caracteristicas fisicas médias dos atomos envolvidos. Entre varios modelos
CG encontrados na literatura [66, 67], o método Martini [44], desenvolvido pelo Prof.
Marrink na Universidade de Groningen, Paises Baixos, se tornou o mais utilizado
para simulacoes de sistemas biologicos, principalmente membranas plasmaticas e
proteinas transmembranas. Visando as simulac¢oes das interacgoes de liquidos i6nicos
com membranas celulares, escolheu-se trabalhar com este modelo amplamente pa-
rametrizado para as simulagoes CG deste estudo. O método Martini reune normal-
mente 4 atomos pesados, desconsiderando assim os hidrogénios, em grupos definidos
como beads (particulas). Cada uma dessas beads possui carga e/ou pardmetros o
e ¢ de Lennard-Jones levemente diferentes, sendo assim possivel classifica-las em 4
grandes categorias: as Q-beads, carregadas; as P-beads, polares; as N-beads sao de-
finidas como nao-polares (podem interagir via ligagoes de hidrogénio) e as C-beads
representam atomos apolares. Sempre dependendo dos pardmetros de cada bead, as
mesmas sao diferenciadas em 4 niveis de atracao diferentes (de atrativa a repulsiva).
As beads também podem apresentar 4 niveis de capacidade de doagao ou aceitagao
de ligagoes de hidrogénio (a = aceitador; d = doador; da = aceitador e doador; 0 =
nao interagem por ligagoes de hidrogénio), podendo assim gerar 18 tipos diferentes
de interagoes intermoleculares entre elas. Todas as possiveis combinagoes das forgas
de interagao entre as beads podem ser encontradas em [44]. Além da interagao, para
poder corretamente reproduzir as propriedades fisico-quimicas de um sistema como
na simulagao atomistica, é extremamente importante a definicaio do tamanho das
beads. Em um primeiro momento, as particulas foram definidas com um tamanho
idéntico de raio 0,3 nm e peso molecular de 72 u.m.a., exceto para aquelas encontra-

das em estruturas anelares, as quais incluem somente 3 atomos, apresentando um
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raio de 0,27 nm e 54 um.a. [44]. No momento, a versao Martini 3.0 estd sendo
desenvolvida para poder incluir as tiny beads T, com tamanho ainda menor (36
u.m.a.) para poder, por exemplo, reproduzir a inser¢do de uma molécula de dgua

de solvatagao entre duas proteinas.

A escolha do reagrupamento dos atomos e das caracteristicas das beads se
torna assim uma etapa fundamental da simulacao, chamada de mapeamento ou
mapping. Até simples moléculas, como os ions imidazolicos tratados neste trabalho,
poderiam apresentar mais de um tipo de mapping, dependendo do centro de massa
de cada nova particula formada. Por este motivo é importante avaliar qual confi-
guragdo CG representa melhor as propriedades do material através de testes com
mapeamentos diferentes. E importante evidenciar que na literatura o modelo CG
Martini é amplamente utilizado para simulagoes de bicamadas lipidicas e moléculas
biologicas, mas nao foi desenvolvido ainda um modelo CG acoplavel com o Mar-
tini para ILs. Um dos objetivos desse trabalho é criar um modelo coarse-grained
para liquidos i6nicos da familia N,N-dialquil imidazol em liquidos puros e pares de
contato, a ser utilizado com o modelo Martini ja existente, visando investigar a
insercao de pequenas concentracoes de ILs em membranas biologicas. Para uma
primeira simulagao de moléculas a base de imidazol, a estrutura da cadeia lateral do
aminoacido histidina foi utilizada como molde sobre o qual foi construido o primeiro
mapeamento dos cations tratados. Esta estrutura ja foi amplamente estudada e
analisada com o modelo Martini e comprovado que representa e reproduz correta-
mente as interagoes do anel imidazolico da histidina no contexto de uma proteina
[64]. Algumas consideragoes foram feitas: diferentemente do aminodcido, as car-
gas positivas e negativas de cation e adnion foram igualmente distribuidas nos dois
beads que contém os dois nitrogénios do anel. Ao mesmo tempo, devido ao maior
espaco ocupado pelos grupos metila no imidazol, foi considerada uma distancia de
ligacao entre as particulas do cation de 0,3 nm, enquanto para o anion foi mantida a
distancia de 0,27nm presente no modelo da histidina. As estruturas resultantes do
cation 1,3-dimetil imidazol e do dnion imidazolato podem ser observadas em Figura
7. As areas sombreadas evidenciam as beads formadas para cada estrutura, podendo
perceber quais atomos foram incluidos em cada particula. Existem duas beads idén-

ticas em cada ion devido as suas estruturas simétricas; o cation na Figura 7a é assim
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composto por uma particula SC4, ou seja, apolar porém bastante polarizavel, e duas
SQd, beads carregadas e doadoras de ligacao de hidrogénio. O énion, por outro lado,
é representado por duas beads SQa, particulas carregadas e aceitadoras de ligagoes
de hidrogénio, e a mesma SC4 que representa a parte de tras do anel, incluindo os
carbonos C4 e C5 (Figura 7b). E importante evidenciar que a influéncia do carbono
2 e do hidrogénio a ele ligado na carga de cada particula foi igualmente distribuida

entre as duas beads SQd e SQa de cation e anion, respectivamente.

Imidazadlio Imidazolato

Figura 7: Representacdo do mapeamento do a) cation imidazélio e b) dnion imidazo-
lato. As caracteristicas de interatividade de cada bead sao incluidas e evidenciadas
pelo nome em vermelho: SQd, carregada doadora de ligacao de hidrogénio; SC4,

apolar; SQa, carregada aceitora de ligacao de hidrogénio [autoria propria).

Para poder validar o método de mapeamento escolhido e as escolhas da in-
teratividade das beads, foram analisados varios sistemas de pares ionicos de contato
em diferentes solventes, assim como foram simulados liquidos idnicos puros, para
ser comparados com os resultados obtidos através de calculos atomisticos. Na des-
crigao dos solventes foram escolhidos os seguintes mapeamentos: cloroférmio (C4),
diclorometano (C5), acetona (Na), DMSO (P3), isopropanol (P1), dgua (P4). Em
cada caso, uma tunica bead representa a molécula inteira de solvente, exceto para o

caso da agua, onde 4 moléculas de dgua formam a particula P4 utilizada. No caso
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da simulag¢ao da membrana plasmatica, o modelo para a molécula de POPC foi ob-
tido através do banco de dados do modelo Martini online [68]. Foi construida uma
caixa com 128 fosfolipidios totais, divididos em duas camadas, espelhando o sistema
atomistico descrito acima. Os cations analisados, BMI, OMI, DMI, HMI foram ma-
peados a partir do cation imidazolio, como mostrado na Figura 7, incrementando
uma bead C1 a cada grupo butil adicional da cadeia lateral. No cation BMI foi adi-
cionada uma tnica bead C1, no caso do OMI duas, para o DMI trés beads C1 e por
fim, o HMI apresentou quatro particulas C1 ligadas a um dos nitrogénios do anel
imidazdlico. As estruturas com os devidos mapeamentos podem ser encontradas na

Figura 51 no Apéndice B.1.

Nos sistemas analisados em CG, para manter a temperatura constante em
298,15 K e a pressao a 1 bar foram utilizados o redimensionamento das veloci-
dades e o barostato Parrinello-Raman [50] como no caso de simula¢do atomistica.
As interagoes eletrostaticas nao sao consideradas muito exatas no modelo Martini,
principalmente considerando o fato que é utilizada uma constante de screening de
15 (constante dielétrica do meio). E utilizado assim o campo de reacido, ao invés
do método Particle Mesh Ewalds (PME), para obter melhores propriedades dessas
interagoes, até um raio de corte de 1,1 nm. Os comprimentos de ligacao no anel
foram mantidos constantes através do algoritmo LINCS [52]. Durante o desenvolvi-
mento, foi utilizado um tempo de integracao de 20 fs, e as trajetérias foram salvas
a cada 1000 passos. Desfrutando a grande vantagem de maior rapidez de desempe-
nho e o menor gasto computacional, todos os sistemas foram simulados inicialmente
por 500ns. As andlises estruturais e propriedades fisico-quimicas foram obtidas da
mesma forma das simulagoes atomisticas, utilizando os instrumentos fornecidos pela
plataforma Gromacs 2016.1 [48]. As figuras também foram geradas nos programas
gnuplot [70] e VMD[71] e a presente monografia esta escrita em ITEX, com a for-
matagao pela classe abnTEX2.[72]
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4 Estudo de estrutura de pares iénicos de contato

4.1 Efeito da metilacao nas interacoes entre os pares de con-

tato

O entendimento das interacoes envolvidas na formacgdo de pares idnicos de
contato é extremamente importante para poder compreender as propriedades qui-
micas demonstradas pelos mesmos. Diferentes estudos foram descritos na literatura
sobre CIPs constituidos por cation imidazélico e varios anions de natureza inorga-
nica, porém nao se encontram estudos com anions maiores e aromaticos, como o
caso do imidazolato. Um primeiro estudo [21] foi assim focado na determinagao do
efeito do grau de metilacao sobre a estrutura e interacao entre cation e anion base-
ados no imidazoélio em condigoes de diluicao infinita. Na Figura 8 sao apresentados
cada um dos seis diferentes cations estudados, com respectivos nomes completos
e abreviados, apresentando diferentes combinagoes de metilagoes simples no anel
imidazodlicos. Os cations foram analisados cada um separadamente com o anion

imidazolato em cloroférmio.

)H\ I [
H4C 2 CH CH )\
ST TN "31/ e 2 HBQ\N%\N/' " H3C\N N N/C.H3
1 1 3 o + h,
:—a s_~ “_ H
H S 4
H H CH, E H }\
1,3-dimetil im. 1,3,4-trimetil im. 1,2,3-trimetil im. N 7N N
(13im) (134im) (123im) A
H 5_4
)\ CHj CH, H H
H;C ‘ /CH3 /k )\ imidazolato
¢ NN HC N N/CH3 HG~n X e (IMD)
L N S R &
HaC CHly CH, HyC CH,
1,3,4,5-tetrametil im. 1,2,3,4-tetrametil im. 1,2,3,4,5-pentametil im.
(1345im) (1234im) (12345im)

Figura 8: Estruturas representativas dos cations com diferentes metilagoes analisa-

dos no estudo com o anion imidazolato em cloroférmio [21].
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A andlise estrutural, deduzida pelas distancias minimas, fungdes de distri-
buigao radial (RDFs) e fungoes de distribuicao espacial (SDFs), demonstrou em um
primeiro momento que sempre houve formagao de pares ionicos estaveis neste sol-
vente ao longo de todo o tempo de simulagao (40ns) para todos os pares avaliados.
Na Figura 9 sao representadas as RDFs obtidas para o hidrogénio/grupo metila em
posicao C2 do anel do cation com respeito aos nitrogénios e hidrogénios do anion;
jad na Figura 10, encontram-se as RDFs com os mesmos grupos do anion imidazo-
lato em relacdo aos hidrogénios/grupo metila ligados ao carbono C5 de todos os
cations analisados. Da Figura 9a e b pode-se perceber pela altura das curvas como
a interagao do anion com os cations que apresentam um hidrogénio em C2 (13im,
vermelho;134im, verde e 1345im azul claro) é bem mais significativa com respeito
aos cations com o grupo metila (123im azul;1234im roxo e 12345 laranja), chegando
a ser, em média, 8 vezes mais forte. Além disso, esta interacao é totalmente inde-
pendente de outras metilacoes que podem estar presentes no anel do cation. Como
observado também em outros trabalhos, o hidrogénio na posicao 2 é o mais impor-
tante no desenvolvimento de interagdes de hidrogénios [69]. Este hidrogénio ligado
ao carbono 2 do anel do cation, de fato, é encontrado em distancias no intervalo de
ligagao de hidrogénio (< 0,3 nm) com respeito aos nitrogénios do anion, por isso a
maior interagdo. Zhao et al. [16] relataram que ambos os hidrogénios e os grupos
metilas diretamente ligados ao anel possuem potencial eletrostatico positivo sufici-
ente para interagir com o anion através de ligagoes de hidrogénio, embora o carbono
C2 possa ter carga parcialmente positiva. Por outro lado, na presenca de grupo me-
tila na posi¢ao C2 esta interagdo diminuiu fortemente: neste caso, os hidrogénios na
posicao C5 contribuem majoritariamente para a interacao com o anion, como pode
ser visto na Figura 10 a e b; principalmente, os cations 1,2,3 trimetil Im. (azul)
e 1,2,3,4 tetrametil Im. (roxo) apresentam a maior interagdo com os nitrogénios
do cation, porém, nao sendo tdo doadores como o hidrogénio em C2, a interagao
torna-se bem mais fraca. Além disso, a correlacdo a distdncias maiores dos cations
1345im (azul claro), 13im (vermelho) e 134im (verde) reflete o observado na Figura
9a e b: a interagao preferencial do cation e anion via hidrogénio em C2 afasta do

imidazolato os grupos do outro lado do anel, ligados aos carbonos C4 e C5.
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Figura 9: RDFs dos grupos substituintes no C2 do cation com (a) os nitrogénios do
dnion e (b) os hidrogénios do anion; vermelho: 13 Im., verde: 134 Im., azul claro:
1345 Im., azul: 123 Im., roxo: 1234 Im., laranja: 12345 Im. As curvas azul claro,

verde e vermelho sdo sovrepostas, assim como as curvas azul,roxa e laranja. [21].

Por ultimo, vale a pena ressaltar o comportamento do cation que apresenta todos
os hidrogénios substituidos com grupos metilas, o 1,2,3,4,5-pentametil Im (12345im,
laranja). Este cation nao pode interagir com o &nion via ligacdo de hidrogénio:

o sitio de interacao preferencial, comparando as interagoes na Figuras 9 e 10, se
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Grupos H / metila em posi¢ao C5 cation
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Figura 10: RDFs dos grupos substituintes no C5 do cétion com (a) os nitrogénios
do &nion e (b) os hidrogénios do anion; vermelho: 13 Im., verde: 134 Im., azul claro:

1345 Tm., azul: 123 Im., roxo: 1234 Im., laranja: 12345 Im.[21].

torna assim o grupo metila em C2. Este fato foi demonstrado também através de
analise de fungoes de distribuicao espacial, apresentadas na Figura 1la e b. As
Figuras 11a e b sdo organizadas de forma que os cations metilados no carbono 2

do anel encontram-se abaixo dos correspondentes nao metilados da fileira de cima.
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Como pode ser visto na Figura 11a, devido a uma maior interagdo cation-anion, as
estruturas que compreendem cétions nao metilados em C2 (1,3 dimetil Im.; 1,3,4-
trimetil Im.; 1,3,4,5-tetrametil Im.) sdo mais rigidas, e consequentemente, possuem

uma isosuperficie de densidade mais concentradas nas proximidades do anion.

1345im

1234im 12345im

1234im 12345im

Figura 11: (a)SDFs dos cations analisados (vermelho) com respeito ao anion imida-
zolato (central) e (b) SDFs detalhadas sobre a posicao do hidrogénio H2 (vermelho)

e os hidrogénios H4-H5 (cinza) ao redor do &nion. [21].
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De forma geral, todos os cations se localizam preferencialmente em cima ou
abaixo do plano anel do dnion, como pode ser visto pelos SDFs na Figura 11a, com-
provando a importancia da existéncia de interagoes 7™ — 7~ entre as duas espécies
aromaticas. Mais em detalhes da estrutura do par i6nico formado, na Figura 11b é
representada a contribuicao de cada hidrogénio do cation na interagao espacial com
o anion. Quando presente (na fileira de cima), o hidrogénio em C2 (vermelho) se
encontra sempre mais proximo ao anion com respeito ao resto da molécula do cation
(cinza), confirmando a presenga de uma forte interacdo ou ligagdo de hidrogénio.
No caso especial do cation 1,2,3-trimeti Im., por causa do maior impedimento esté-
rico do grupo metila em C2, os hidrogénios ligados aos carbonos C4 e C5 do cation
interagem prioritariamente com o imidazolato. Essa mesma condi¢cdo ndo ¢ man-
tida para o cation 1,2,3,4-tetrametil Im., jA que o grupo metila no carbono 4 nao
permite a aproximagao da parte traseira do anel ao anion. Por ultimo, na Figura
11b em baixo a direita estd o caso especial do cation completamente metilado, o
1,2,3,4,5-pentametil Im.: neste caso o grupo metil em C2 se encontra mais préximo
do &nion com respeito ao resto do cation (detalhe), como jé discutido para a Figura
10, provavelmente devido a maior carga positiva do mesmo e do efeito estérico criado

pelos dois grupos metila nos carbonos C4 e C5 (cinza).

Através da analise estrutural obtida por RDFs e SDFs, foi possivel verificar
a presenca de interacoes 77 — 7~ entre os planos arométicos dos fons e ligacoes de
hidrogénios entre, principalmente, os hidrogénios em C2 do cation e os nitrogénios
do anion. A forte correlagdo observada na Figura 9a para o préton em C2 sugere

T —7~ entre o par cdtion-anion. Interessante

uma maior perturbacao das interagoes m
se torna, assim, uma avaliagao do conjunto das duas contribuig¢oes sobre a estrutura
do par de contato. Com esse objetivo, foram calculadas as distribui¢oes angulares
entre os planos dos anéis de cation e anion, relatadas na Figura 12. Os planos foram
definidos pelos carbonos C2, C4 e C5 do anel dos imidazélios e imidazolato. Sao
evidentes duas distribui¢oes distintas: uma, com picos maximos nos angulos de 10°
e 170° (linhas azul, roxa e laranja), indicando uma conformacao paralela entre os
anéis, e a outra, com picos maximos mais amplos ao redor de 40° e 140° (linhas

vermelhas, verde e azul claro). Os cations que apresentam metilagao na posi¢ao C2

seguem a primeira distribuicao , comprovando que a presenca do grupo metila auxilia
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em manter o sistema paralelo. Ja os hidrogénios introduzem uma conformagao
mais angulada, devido a forte interacao de hidrogénio com os nitrogénios do anion,

sobresaindo a contribuicao das interacoes 7 — 7.
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0.015

Occurence
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0

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Angle /degree

Figura 12: Distribuicao angular entre os planos dos anéis de cation e anion. Verde:
1,3 Im., vermelho: 134 Im., azul claro: 1345 Im., laranja: 123 Im., roxo: 1234 Im.,

azul: 12345 Im. [21].

Para poder atribuir um valor numérico a maior interagdo dos cations nao
metilados na posicao C2, foram também calculados o PMF Potencial of Mean Force
(potencial de for¢a media) e as energias de associagdo (AGy) entre os varios pares

de contatos. Na Figura 13 encontram-se os histogramas das janelas do umbrella
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sampling utilizadas para poder computar o PMF. O importante é que a amostragem
seja homogénea a ca. 0,05nm e ocorram pequenas superposicoes em cada parte da
trajetéria de afastamento do cation relativo ao anion para ter uma analise continua.
Os valores minimos no eixo x comecam ao redor de 0,3nm a qual é a distancia

minima encontrada entre os ions que constituem o par.

Amostragem de trajetoria

1.2x10°

1x10°©

800000

600000
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Figura 13: Janelas de amostragem de trajetéria da separacao entre cation e anion

para o processo de Umbrella sampling.

Os perfis de potencial obtidos apds 10ns de simulagdo de cada fracao das
trajetorias selecionadas para os pares 1,3-dimetil Im.-IMD e 1,2,3-trimetil Im.-IMD
se encontram na Figura 14. Quanto menor o valor de potencial encontrado, maior
a forca de interagdo entre os ions do par. Foi encontrado, através das equagoes

descritas na metodologia, que a diferenca de energia entre as espécies com hidrogénio
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em C2 em comparacao com as metiladas é, em média, 13 kJ/mol mais forte para a

espécie hidrogenada.

Perfil de PMF dos cations 13im e 123im
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Figura 14: Perfil do PMF encontrado para os cation 1,3-dimetil Im. (verde) e 1,2,3-
trimetil Im. (roxo); quanto mais negativo o valor minimo de potencial, maior a

interacao do par ionico.
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4.2 Complexo supramolecular com agua

Experimentalmente, ILs a base de imidazoélio puros sao extremamente dificeis
de sintetizar, principalmente sem tragos de dgua, ji que sdo higroscopicos [70]. J&
¢ sabido de que forma a agua pode influenciar as propriedades quimicas desses
liquidos, como viscosidade, densidade, difusdo, mobilidade e solubilidade de gas
[71]. Por outro lado, pouco se sabe sobre os efeitos de tragos de dgua restritos em
pequenos espac¢os em ambiente id6nico, como entre um cation e um anion em um
par de contato. Em colaborag¢ao com o grupo do Prof. Dr. J. Dupont, iniciou-se
estudos de ILs compostos pelos cétions 1,2,3-trimetilimidazélio (123im., Figura 8)
e 1-n-butil-2,3-dimetilimidazolio (1b23im, Figura 49 no Apéndice A.7) com o &nion
imidazolato (IMD) em cloroférmio, em presenga de tragos de dgua. As simulages
foram efetuadas com um tnico par idnico coordenado com uma molécula de agua
por 60ns. Os resultados a seguir encontram-se no artigo publicado na revista PCCP

[25].

Para toda a duracao das simulagoes foi demonstrado que ambos os cations
com o anion IMD se mantém associados em pares de contato, como evidenciado
pelo célculo das distdncias minimas entre os dois anéis na Figura 15 (linha verde).
A molécula de agua, por outro lado, encontra-se associada ao par pela maioria do
tempo, como pode ser visto sempre na Figura 15 (linha vermelha); provavelmente,
em alguns instantes, o par ionico separa-se instantaneamente, produzindo espago
suficiente para a molécula de agua sair do complexo. Para melhor entender as inte-
racoes presentes entre os ions e a molécula de dgua, foram calculadas as RDFs desse
sistema. Como é possivel observar na Figura 16, a existéncia de ligacoes de hidrogé-
nio entre o par idnico e a agua pode ser comprovada. Em azul sao representados a
interagdo dos nitrogénios do d&nion com os hidrogénios (azul) e oxigénios (vermelho)
da dgua. As linhas continuas representam o sistema 123im-IMD com uma molécula
de agua, ja as linhas tracejadas representam as analises para o par 1b23im-IMD.
As distdncias dos primeiros picos encontrados para as interagoes N-H (0,184 nm)
e N-O (0,275 nm) sao comparaveis com as obtidas experimentalmente por difragao
de raios X, com valores de 0,189 nm e 0,278 nm, respectivamente. A integragao

dos primeiros picos revela que, em média, um dos hidrogénios da agua é fortemente
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coordenado com um dos nitrogénios do anion.

0
0 10 20 30 40 50 O 10 20 30 40 50 60
t /ns t /ns

Figura 15: Distdncias minimas entre os cations e anions (verde) e distancia minima
entre a molécula de dgua e o cation (vermelho), para o sistema 123im-IMD (esquerda)

e o sistema 1b23im-IMD (direita) [25].

Calculos por density functional theory (DFT), ao nivel de teoria wB97XD//sp
aug-cc-pVTZ, também demostraram que a energia de interacao do par com a mo-
lécula de agua (17,3 kcal-mol™!) indica a presenca de forte ligacdo de hidrogénio.
A distancia da interacao entre os hidrogénios da agua e os nitrogénios do anion,
encontrada com valor de 0,166 nm, novamente ¢ mais curta que a obtida por raios
X (0,189 nm e 0,195 nm ), provavelmente devido ao fato que nas simulagoes foi con-
siderada uma tnica molécula de dgua, enquanto experimentalmente, em fase sélida,
duas moléculas cristalizaram junto ao par idénico. Por outro lado, os dngulos O-H-N
encontrados no cristal e por simulacao DFT sao congruentes: 170,1° e 168,51° res-
pectivamente, corroborando novamente a presenca de interagoes de hidrogénios. As
simulagoes DF'T também demonstraram que os ions assumem preferencialmente uma
conformacao quase-alinhada, anti-paralela, que ¢é favorecida energeticamente por 1,9
kcal-mol~!. Foi comprovado que esta conformacao se mantém mais estével, com res-

peito a conformacao paralela, por 1,3 kcal-mol™! também em presenca da molécula
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Figura 16: RDFs dos nitrogénios do dnion com os hidrogénios (azul) e oxigénios

(vermelho) da dgua. Os resultados para o par 123im-IMD sdo representados com

linha continua, e para o par 1b23im-IMD com linha tracejada [25].

de dgua. Pela andlise de distribuigao espacial (SDF) efetuadas por dindmica mole-
cular, apresentadas na Figura 17, foi também comprovado que os ions mantém um
certo grau de 7t — 7~ stacking: até em coordenacdo com uma molécula de dgua, o
cétion se encontra preferencialmente acima ou abaixo (regido azul) do plano do anel
do &nion (central). A dgua, de consequéncia, ocupa preferencialmente os espagos no
mesmo plano do anel do imidazolato (regiao vermelha). Fazendo uma comparagao
entre os cations 1,2,3-trimetil imidazélio e 1-n-butil-2,3-dimetil imidazolio através
das RDFs obtidas entre os hidrogénios de cation e anion, é possivel perceber que
a presenga do grupo butil no cation assimétrico 1b23im favorece a correlagiao e a
interacdo com o anion e com a agua através do grupo metila, de menor volume,
do outro lado do anel. De forma geral, analisando todos os resultados obtidos por
RDFs, entre cation e agua, anion e d4gua e entre os mesmos cation e anion, além das
SDFs ja discutidas, foi possivel afirmar que a molécula de dgua se encontra muito
proxima ao par, porém, nao intercalada entre os dois ions; o esquema da Figura 18
representa um modelo desta estrutura, além da sua reatividade, muito proximo a

quanto encontrado por andlise de raio X, como visivel na Figura 2 em [25].

36



Figura 17: SDFs do cation 1,2,3,trimetil Im. (azul) e da agua (vermelho) ao redor
do &nion imidazolato (centro); a distribuigdo espacial confirma a manutengao das

interagdes 7T — 7~ também em presencga de uma molécula de dgua [25].
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Figura 18: Esquema da estrutura e reatividade no processo de deuteracao mediada

pela dgua no complexo guest@host [25].

Esta estrutura foi classificada como um hoéspede que nao é covalentemente
ligado & rede dos pares idnicos, formando uma espécie guest@host (dgua@ILs) [25],

onde a agua, molécula pequena, é circundada pelo par idnico em uma espécie de
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cavidade. A agua é acomodada na estrutura através de ligagoes de hidrogénio, mo-
dificando a interagao entre os ions do par idnico e assim, também, a sua reatividade.
Através de RMN foi observada uma diminuigdo do sinal dos hidrogénios do grupo
metila ligado ao C2 do anel, e apari¢ao de tripletos e quintetos devidos a presenca
de CHyD e CHD, em solventes deuterados. Esta troca pode ser explicada pelo fato
do anion imidazolato atuar como base catalisadora da reacao; ja encontram-se na
literatura reagoes de troca H/D envolvendo os cation 123im e 1b23im em pares com
contra-ions carbonato e prolinato [8]; porém, neste caso, o anion IMD encontra-se
muito mais fortemente associado com o cation, nao tendo assim disponivel sitios ba-
sicos cataliticos para efetivar a reacao. Como representado na Figura 18, a molécula
de dgua confinada no ambiente idnico estd na verdade agindo como mediadora e
ativadora da troca H/D entre o solvente e o par de contato. Isso é corroborado pelo
proprio fato que foi observado um mecanismo preferencial envolvendo os hidrogénios
do carbono C7 do grupo metil ligado ao C2, mais préximo da agua, ao invés dos
hidrogénios diretamente ligado a estrutura do anel em C4 e C5 [25]. Além disso, essa
propriedade da adgua pode também explicar a oxidacdo de nanoparticulas de FeO
em ILs livres de oxigénio e a estabilizacio de enzimas em altas temperaturas [72]. O
modelo produzido pode ser muito 1til em prever o comportamento das propriedades
fisicas e quimicas de liquidos i6nicos "imidos” e a presenca de agua ativada deve
ser considerada quando analisadas as propriedades fisico-quimicas dessa familia de

liquidos i6nicos.
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4.3 Efeito do solvente sobre a forga de ligacao e a interagao

dos pares ionicos

Como demonstrado na sessao anterior, as propriedades fisicas e quimicas dos
ILs podem mudar drasticamente dependendo do ambiente de diluicao onde se en-
contram. Assim, torna-se interessante entender a formacao e o comportamento dos
pares idnicos de contato em diferentes solventes [14], e caracterizar a estrutura e
as interagoes intermoleculares nesses meios. Normalmente, pares idnicos de contato
estaveis sao encontrados em solventes com baixa e média constante dielétrica, como
cloroférmio e CO4 [25]. A formagao de pares de contato em solventes mais polares é
encontrada somente em concentragoes maiores, como 0,2M em DMSO [25] e 1M em
dgua. Varios estudos podem ser encontrados na literatura sobre a organizacao estru-
tural de CIPs principalmente em adgua e cloroférmio, porém, bem poucos estudos sdao
encontrados em solventes com polaridades intermediaria. Além disso, como j& men-
cionado, a novidade do estudo esta na utilizacdo de um anion de natureza aromatica,
como o imidazolato, na avaliagao dos pares idonicos de contato. Decidiu-se estudar
assim as estruturas e organizacao de CIPs em seis solventes: cloroférmio (constante
dielétrica, &,: 5), diclorometano (g,: 8,9), acetona (g,: 17,9), isopropanol (g,: 22,5),
DMSO (g,: 47,2) e 4gua (g,: 80), nas mesmas condi¢oes de tamanho de caixa de
simulacao e concentragdo. Foram utilizados como modelos os dois pares ionicos de
contato apresentados na Figura 19, respectivamente, o 1,3,4,5-tetrametil imidazélio
(1345im) e o 1,2,3,4,5-pentametil imidazéliio (12345im), com o &nion imidazolato

(IMD).

A disposicao espacial dos fons e da primeira camada de solvatacao, além das
energias de associagao dos pares, foram analisadas ao longo de simulagoes atomisticas
de duracao 100 ns para poder entender o efeito da polaridade dos solventes sobre
as interacOes entre cation e anion. Através das distdncias minimas entre os ions,
apresentadas na Figura 20, é possivel perceber que, como esperado, com o aumento
da constante dielétrica do solvente os pares de contato se tornam mais transien-
tes: ambos os cations analisados encontram-se completamente associados ao anion
em cloroférmio (distdncia inferior a 0,3 nm) e apresentam estado predominante de

associacao em acetona e diclorometano, apresentando cada vez mais fenomenos de
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Figura 19: Representacao dos pares idnicos 1,3,4,5-tetrametil imidazdélio e 1,2,3,4,5-
pentametil imidazélio como anion imidazolato, analisados em diferentes solventes,

com a correspondente numeracao dos carbonos usados.

dissociacao por poucos ps. Por outro lado, em DMSO, os pares de contato sao muito
transientes na concentracao atual simulada, de ca. 0,02M, e apresentam raros ins-
tantes de associagdo em um par id6nico. Por tltimo, em dgua (ndo mostrado) nao
sao detectados ions complexados, ja que o solvente de maneira eficaz solvata os dois
ions. Particularmente, se torna interessante perceber como existe uma inversao de
comportamento entre os solventes acetona e diclorometano: o segundo, bem menos
polar, deveria propiciar uma solvatacao mais fraca e, de consequéncia, um par iénico

mais estavel e associado por mais tempo.
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Figura 20: Distancias minimas entre o cation e o d&nion de cada par i6nico analisados

nos diferentes solventes ao longo de toda a simulagao.

As funcgoes de distribuicao radial, representadas nas Figura 21 e 22 também
corroboram para este comportamento atipico. Na Figura 21 sao reportadas as RDFs
do hidrogénio (1345im) ou grupo metila (12345im) do cdtion em C2 com os nitro-
génios do anel do imidazolato; ja na Figura 22 as interacoes foram computadas com
os hidrogénios em posicdo C2 do anion. Como ja discutido em sessOes anteriores,
pode-se perceber como a presenca do hidrogénio no C2 do cation 1345im aumenta
a estabilidade do par com respeito ao 12345im, metilado na mesma posicao. Todas
as interagoes com o anion sao pelo menos 6 vezes mais intensas, independente do
solvente, demonstrando a presenca e importancia de ligacoes de hidrogénio, prin-
cipalmente com os nitrogénios do imidazolato; a influéncia desta interacao é tao
grande que se revela claramente em DMSO, onde a formacao do par 12345im-IMD
se torna indetectavel. Mais nos detalhes, existe em todos os graficos (Figura 21 e
22) um claro padrao de como a interacao entre o cation e o d&nion diminui aumen-

tando a polaridade do solvente. Como ja mencionado, o solvente mais polar deveria
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Figura 21: RDFs dos grupos ligados ao C2 dos cations tratados com os nitroge-

nios do anion nos diferentes solventes tratados; cloroférmio: roxo; acetona: verde;

diclorometano: azul; DMSO: ocre.
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Figura 22: RDFs dos grupos ligados ao C2 dos céations tratados com o hidrogénio
no carbono 2 do anion nos diferentes solventes tratados; cloroférmio: roxo; acetona:

verde; diclorometano: azul; DMSO: ocre.
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interagir de forma mais eficiente com os ions, solvatando-os e afastando-os, o que

nao acontece comparando acetona com diclorometano.

Temendo erros de simulacgao, os pares 1345im-IMD e 12345im-IMD foram sin-
tetizados, dissolvidos em cloroférmio, diclorometano, acetona e DMSO e analisados
por ressonancia magnética NOESY, através de colaboragao com o grupo do Prof.
Dr. J. Dupont. Os dados experimentais comprovaram a tendéncia encontrada por
dindmica molecular: de fato, o par encontra-se mais estavel em acetona com respeito
a diclorometano. Esses dados, assim como todos os apresentados nesta sessao estao
sendo organizados em uma publicagao em fase de submissao. Como possivel expli-
cagdo, imaginou-se assim que este efeito dependa da orientacao e organizagdo das
primeiras esferas de hidratagao ao redor do par. Richardi et al., comparando a solu-
bilidade de varios fons monoatémicos em acetonitrila e acetona, relataram que nao
é s6 a contribuicao eletrostatica que domina as interagoes ion-solvente. A estrutura
das moléculas de solvente ao redor do ion assume também um papel extremamente
importante no potencial de interagao: foi determinada uma disposicao energetica-
mente desfavordvel do acetonitrila ao redor do fon Na™ e, por isso, o préoprio Na*t foi
encontrado mais dissolvido em acetona, de constante dielétrica inferior [73]. Adicio-
nalmente, Wang et al. estudaram a solubilidade e viscosidade do par 1-butil,3-metil
imidazélio-BF; em diferente solventes, incluindo diclorometano [74]. Avaliando as
propriedades de excesso, que identificam desvios das interagoes solvente-soluto com
respeito ao comportamento ideal, encontraram que todas as solugoes apresentaram
desvios negativos, indicando uma maior interagao atrativa fon-solvente. Particu-
larmente, a solucdo em diclorometano se comportou similarmente as solugées em
acetonitrila (e,=36,01) e dimetilformamida (¢,=36,7), bastante polares, com res-
peito ao comportamento do solvente 2-butanona (€,=18,5), mais apolar. Com essas
premissas, foram analisadas as RDFs de cation e anion com os solventes. Especifica-
mente, na Figura 23 sao reportadas as interacoes entre o hidrogénio ou grupo metila
em C2 do cation com o grupo mais eletronegativo do solvente. No caso do DMSO
foram avaliados os oxigénios e também os atomos de enxofre, e, como esperado, este

solvente se encontra abundantemente associado ao redor do cétion.

Analisando mais em detalhe as interagoes com acetona (verde) e diclorome-
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Figura 23: RDFs dos grupos ligados ao C2 dos cations tratados com os grupos mais
eletronegativos dos solventes tratados: cloro para cloroférmio (roxo) e diclorometano
(azul), oxigénios para acetona (verde) e DMSO (ocre) e também enxofre para o

DMSO (amarelo).
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Figura 24: RDFs dos nitrogénios do anel imidazolato com os hidrogénios dos sol-

ventes acetona (roxo) e diclorometano (azul)
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tano (azul claro), os oxigénios do primeiro parecem interagir mais com o cation; isso
se repete para ambos o 1345im e 12345im, indicando uma melhor solvatagao em ace-
tona, contrario ao encontrado até o momento. Porém, é com a andlise das interagoes
com o anion que se comecga a perceber o motivo por atras da inversao de tendéncia
de solvatagao; na Figura 24 estao as RDFs entre os nitrogénios do imidazolato e os
hidrogénios de acetona e diclorometano. Claramente, a interagao da primeira esfera
de solvatagao do CH5Cl, com o anion é no minimo trés vezes mais intensa para
ambos os pares analisados, justificando assim o porqué de um par mais transiente
neste solvente. Particularmente, no caso do par 12345im-IMD, a primeira esfera de
solvatacao inclui 4,80 moléculas de acetona e 5,96 de diclorometano; ja para o caso
do par 1345im-IMD existem em média 4,42 moléculas de acetona ao redor do anion

e 5,10 se for em CH5Cl,.

As funcgoes de densidade superficial também demonstram como o solvente CHyCly
interage mais com o imidazolato. Na Figura 25 sdo representadas as SDFs dos pa-
res 1345im-IMD e 12345im-IMD, respetivamente, em acetona e diclorometano. A
isosuperficie em vermelho nas figuras representa a densidade de moléculas de sol-
ventes encontradas a 0,3 nm de distancia do dnion. Esta superficie foi representada
graficamente através o programa VMD, através da funcao grafica QuickSurf, com
0s mesmos parametros para todos os casos tratados: Radius Scale de 0,8; Den-
sity Isovalue de 0,5; Grid Spacing de 1,0 e Surface Quality: High. No caso do
par 1345im-IMD, relatado na Figura 25a, é possivel perceber que as distribuigoes
de densidades dos solventes sao bastante parecidas, embora encontra-se levemente
maior no caso do diclorometano; o que é importante mencionar é o fato de encon-
trar ocupacao deste solvente também abaixo do plano do anel do imidazolato, entre
anion e cation, confirmando uma interagao mais fraca do par ou até sinalizando uma
separacao iminente dos fons. O mesmo pode ser visto na Figura 25b, sempre para
o caso em CH,Cly. Aqui claramente a acetona interage menos intensamente com

par 12345im-IMD), justificando assim todos os resultados encontrados anteriormente.
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Figura 25: SDFs dos pares a) 1345im-IMD e b)12345im-IMD entre os imidazolatos e
as moléculas dos solventes acetona e diclorometano, calculadas para uma distanica

de 0,3nm ao redor do anion. Radius Scale: 0,8; Density Isovalue: 0,5; Grid Spacing:
1,0 e Surface Quality: High.

A fim de concluir a andlise estrutural, as energias livres de ligacao foram cal-
culadas para cada sistema, como descrito na sessao Metodologia. Na Tabela 1 estao
resumidos os valores encontrados para os pares 1345im-IMD e 12345im-IMD nos dife-
rentes solventes analisados, exceto para a agua, ja que nao ha formagao de par idnico.
Novamente, para ambos os casos, encontram-se os pares mais fortemente ligado em
acetona com respeito ao diclorometano, apresentando uma diferenca energética de

4,4kJmol™t e 2,1kJmol~! para o 1345im-IMD e 12345im-IMD, respectivamente.
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Tabela 1: Energias de associacao para os dois pares 1,3,4,5 tetrametil Im. e
1,2,3,4 pentametil Im. em quatro solventes analisados. Os valores sao expressos

em kJ-mol™'.

Solvente 12345im 1345im
CHCl3 -41,10 -52,41
CH,Cl, -10,20 -19,43
Acetona -14,62 -21,55
DMSO -1,73 -1,99

Além disso, como discutido em sessOes anteriores, é visivel como a presenca
do hidrogénio em C2 aumenta a estabilidade do par em qualquer solvente, demons-
trando a maior influéncia das ligacoes de hidrogénio em relacao as interagoes 7= —m~.
A presenca de ligacao de hidrogénio mais intensa se espelha também na distribuigao
angular entre os planos dos anéis imidazolicos, representadas para os dois pares ana-
lisados nas Figuras 26 e Figura 27 em cloroférmio, acetona e diclorometano. Para
o par 1345im-IMD, Figura 26, a disposicao dos anéis encontra-se mais angulada,
a 50° (130°) e até quase perpendicular (90°), supondo uma maior aproximagao do
hidrogénio em C2 do cation ao anel do anion. Ja para o par 12345im-IMD, Figura
27, devido a presenca do grupo metila adicional em C2, a orientagdo reciproca dos

anéis se aproxima muito mais a ser completamente paralela, com angulos de ca.

10°(170°), demostrando uma maior influéncia de interagdo por 7+ — 7~ stacking.

Além dessa grande diferenca estrutural, devido a composicao do cation, é
possivel perceber também uma variagdo de distribuicao baseada no solvente. Em
ambos os casos, em presenca de cloroférmio, o par assume uma geometria mais para-
lela, enquanto tende a assumir uma conformagao tridimensional mais perpendicular

com solventes um pouco mais polares (diclorometano e acetona).
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Distribuicao angular 1345im - IMD
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Figura 26: Probabilidade de distribuicao angular, de 0° a 180°, das orientagoes dos
planos do céation 1,3,4,5-tetrametil imidazdélio com o anion imidazolato em clorofor-

mio (azul), diclorometano (laranja) e acetona (roxo).

Concluindo, além do estudo estrutural dos pares de contato em diferentes sol-
ventes, as interacoes intermoleculares analisadas neste amplo intervalo de constantes
dielétricas oferecem uma 6tima base para a realizacao do modelo CG dos liquidos
idnicos, segundo alvo do projeto (Sessao 5.1). Os resultados podem ser utilizados
para comparar e otimizar o comportamento dos ILs do modelo CG em diferentes
meios, como na agua (solvente bioldgico principal) ou na membrana biol6gica, onde
o ambiente alifatico das caudas dos fosfolipidios pode ser relacionado a um nivel de

interagao parecido com o do cloroférmio.
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Distribuicao angular 12345im - IMD
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Figura 27: Probabilidade de distribuicao angular, de 0° a 180°, das orientagoes
dos planos do cation 1,2,3,4,5-pentametil imidazélio com o énion imidazolato em

cloroférmio (azul), diclorometano (laranja) e acetona (roxo).
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5 Modelos coarse-grained e interacoes com mem-

brana bioldgica

5.1 Desenvolvimento de um modelo coarse-grained para li-

quidos idnicos
5.1.1 Pares de Liquidos I6nicos

Um dos objetivos desse projeto é criar um modelo coarse-grained de liquidos
ionicos da familia N,N-dialquil imidazol para simplificar os cédlculos e diminuir o
tempo de processamento, a fim de investigar a insercao de pequenas concentracoes de
ILs em membranas bioldgicas. O modelo CG Martini, como apresentado na sessao de
Metodologia, torna-se assim o candidato ideal para alcancar este objetivo. Através
de uma colaboracao com o grupo de pesquisa do Prof. Dr. S-J. Marrink, foi possivel
realizar uma viagem para a Universidade de Groningen, nos Paises Baixos, e iniciar a
implementacgao desta parte do projeto diretamente com os pesquisadores envolvidos
na execucao do modelo CG Martini. Como primeira etapa, tentou-se reproduzir
os resultados obtidos nas simulagoes atomisticas para os pares de liquidos i6nicos
1,3-dimetil imidazolio-Imidazolato (13im-imd) em diferentes solventes. O fato de ter
diferentes polaridades ao redor do par auxilia a estruturacado do modelo, permitindo
a avaliagao de um amplo leque de interacoes intermoleculares. No sistema coarse-
grained foi escolhido usar um tnico tipo de beads para representar cada molécula do
solvente. Em particular, a caixa de simulacao do solvente foi construida a partir de
uma estrutura molecular (x.pdb) contendo uma tnica molécula de solvente. Através
do programa livre Packmol 17.099 [75], desenvolvido no Brasil, é possivel criar caixas
com muitas moléculas "empacotadas", como diz o nome, de forma simples e rapida,
mantendo as forgas repulsivas controladas. A partir de uma molécula, seguindo o
script abaixo, foram criadas as caixas dos seis solventes analisados: cloroférmio,

diclorometano, acetona, isopropanol, DMSO e agua.
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tolerance 5.2

filetype pdb

output #*solventx.pdb

structure water.pdb

number 1900

inside box 0. 0. 0. 60. 60. 60.

end structure

A tolerdncia marcada para 5,2A define a distancia minima de Van der Waals
entre duas particulas para que nao aconteca sobreposicao. O valor foi calculado a
partir do raio de Van der Waals das beads usadas, 0,47 nm, multiplicado por 1,122.
As dimensoes da caixa sdo de 60nm em x, y e z, valor escolhido para ser um pouco
maior do que a caixa final contendo o par i6nico, de 4,6 nm nas trés dimensoes. O
valor escolhido de 1900 para o nuimero total de moléculas é o limite maximo que o
programa pode usar, muito além do necessario. Apods a preparagao do sistema final
com cation e anion, a simulagdo ¢ calculada no ensemble NpT, permitindo que o
volume da caixa possa se ajustar para poder alcancar o valor de densidade dese-
jado. Os sistemas foram simulados a uma temperatura de 298K, exceto no caso do
DMSO (315K), j4 que a sua temperatura de fusdo se encontra ao redor de 292K,
e da dgua (310K); a diferente condi¢do de simulagdo da dgua se deve ao fato que
nas simulagoes CG o solvente congela a 25°C e, por isso, muitas vezes é utilizada
uma particula anti-freeze [44]. As informagoes detalhadas referentes aos seis solven-
tes computados se encontram na Tabela 2. Aqui podem ser encontrados o tipo de
particula utilizado para o mapeamento do solvente e o nimero total de moléculas
do sistema solvatado; as particulas X2 e X3 foram implementadas na versao 3.0 do
Martini para poder reproduzir solventes halogenados. Além disso, podem ser com-
paradas as densidades (em kg-m~2) encontradas nos sistemas atomisticos (AA), com

a correspondente densidade obtida pelo sistema CG e relatadas na literatura (CRC

23



Handbook of Chemistry and Physics, [76]). Os sistemas CG reproduzem fielmente
as densidades experimentais, ji que o erro percentual entre os dois valores foi en-
contrado ser inferior ao 5%, exceto para o diclorometano (8,1%); a maior diferenca
neste caso pode ser devida a dois fatores: 1) provavelmente o tamanho da parti-
cula CG que representa o diclorometano, de 0,3 nm como qualquer outra particula,
é levemente maior ao volume estérico representado pela molécula de CH5Cly, nao
permitindo uma maior aproximagao das mesmas ou 2) os pardmetros de Lennard-
Jones atrativos utilizados para caracterizar o tipo de bead X3 usado na descri¢ao do
solvente poderiam nao estar otimizados. Sendo que esses parametros ainda estao
em fase de avaliacao na versao 3.0 do Martini, decidiu-se no momento de nao alterar

esses parametros de interacao.

Tabela 2: Informagoes sobre as caixas de seis solventes preparadas para as simulagoes

coarse-grained de interagdo de pares de contato em diferentes meios.

Densidade Densidade Densidade

N de Erro
Solvente Particula AA CG Exp.¢
moléculas %
(kgm™)  (kgm™) (kgm™?)
CHCl; X2 930 1391,22 1473,18 14788 0,38
CH,Cl, X3 930 1262,95 1226,55 1326,6 8,1
Acetona Na 930 786,31 755,09 785,7 3,8
Isopropanol P1 930 822,64 824,17 7829 5,3
DMSO P3 938 1137,79 1078,90 1101,1 2,0
Agua P4 391 986,75 1012,07 997,1 1,5

* CRC Handbook of chemistry and Physics [76]

Os valores de densidade dos sistemas atomisticos, analisados na Sessao 4.3,
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foram encontrados pela ferramenta de andlise gmz energy do Gromacs. Ja para
o sistema coarse-grained, a utilizacado da mesma ferramenta se torna inviavel, pelo
fato de todas as particulas pesarem 72 u.m.a; isso levaria a desconsiderar atomos
bem mais pesados tais como os atomos de cloros e de enxofre de cloroférmio, diclo-
rometano e DMSO, respectivamente. Por este motivo, o calculo da densidade foi
obtido manualmente utilizando as massas moleculares (MM) tabulada pela Iupac

[77], conforme a Equacao 4:

MM - N -10
6,022 - (Box)?

Densidadecqg =

onde MM ¢ a massa molecular do solvente e N é o ntimero total de moléculas
contidas na caixa; o nimero 6,022 é o nimero de Avogadro, ja Box é o tamanho
da caixa, expresso em nm. Multiplicando por 10, o valor de densidade obtido se

torna assim expresso em kg-m™3.

O proprio valor médio do tamanho da caixa de
simulagao foi obtido através da ferramenta gmx energy do Gromacs. No caso da
agua, ja que cada particula ¢ constituida por quatro moléculas, a massa molar
usada pela Equacao 4 considera este fator de multiplicacao.

O erro percentual entre as densidades atomisticas (AA) e coarse-grained (CG) foram

calculados pela equacao 5 abaixo:

Densidade 4 — Densidade
Erro = | AA_ el % (5)
Densidadea 4

Em um primeiro momento, foram testados diferentes tipos de beads dentro
da versao 2.2 do modelo Martini [44] para representar o cition e o &nion, mantendo

o mapping da Figura 7 (Metodologia). Mais especificamente, avaliaram-se vérias
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combinagoes de particulas para representar a frente do anel, de menos interativas
a mais interativas, mantendo a representacao da parte de tras do anel imidazolico
constante, através de uma bead SC4. Para as duas particulas idénticas representando
os nitrogénios do cation foram avaliadas as particulas SNd (nao-polar doadora de
ligagoes hidrogénio), SQO (carregada sem interagoes hidrogénio) e SQd (carregada e
doadora de interagoes hidrogénio); j& para o dnion foram utilizados os modelos SP2
(polar relativamente polarizavel), SP3 (polar mais polarizavel), e SQa (carregada
e aceitadora de interagoes hidrogénio). Infelizmente, nenhuma das combinagdes de
interacao apresentadas entre cation e anion replicaram os resultados obtidos nas
simulagoes atomisticas: até em cloroférmio, em nenhum momento, um par idénico

estavel foi detectado.

Em um segundo momento, passou-se a avaliar a possibilidade de usar dife-
rentes particulas para o modelo dos ions, as tiny beads, T, que estao sendo desen-
volvidas em uma nova versao 3.0 do Martini pelo grupo do Prof. Marrink, cuja
parametrizacoes foram gentilmente concedidas para serem testadas. Ambos cation
e anion continuaram sendo representados utilizado o mesmo estilo de mapping ante-
rior; assim, para representar ambos os ions, foram escolhidas duas particulas TQz,
envolvendo os nitrogénios do anel, e uma particula TC4 para incluir os carbonos C4
e C5. Com o intuito de conseguir a formacao do par, as novas particulas TQz apre-
sentam maior interacao atrativa com outras beads carregadas, quando comparadas
com as antigas SQd e SQa.

Similarmente, em nenhum dos casos avaliados, os pares se encontraram completa-
mente associados ao longo da simulacdo; por outro lado, foi possivel perceber a
existéncia de um padrao de interacao e forga de associacao entre o cation e o dnion
nos diferentes solventes, através das funcoes de distribui¢ao radial. Como pode ser
visto na Figura 28, a probabilidade de interacao entre os centros de massa de ca-
tion e anion segue quase fielmente ao encontrado para as simulagoes atomisticas: o
maior grau de associacao se encontra em cloroférmio, seguido por diclorometano e
acetona; a interagao diminui em isopropanol e DMSO, até ser inexistente em agua.
A tnica diferenca com as simulac¢oes atomisticas é a inversao do comportamento
entre diclorometano e acetona: como amplamente discutido no capitulo 4.3, embora

seja um solvente menos polar que acetona, o diclorometano consegue solvatar mais
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os fons, gerando um par mais instavel. Esta caracteristica se deve principalmente
a maior interacdo do CH,Cly com o anion e a estruturacdo do solvente ao redor
dos fons. No modelo CG, perdendo-se os detalhes geométricos e dimensionais, ja
que ambos acetona e diclorometano estao representados com uma beads esférica do
mesmo tamanho, este efeito nao estd contemplado e, por isso, nao influi sobre a

associagao do par ionico.

Interacdo CG

25
CHCIS e
20 ¢t CH2CI2
ACEIONA  s——
ISOPIrOp s
15 | DMSO s
LL agua -
(]
o
10
5 L
0

Figura 28: Funcoes de distribuicao radial entre os centros de massa do cation 1,3-
dimetil imidazolio e anion imidazolato nos diferentes solventes analisados. Cloro-
formio: cyan; diclorometano: amarelo; acetona: roxo; isopropanol: verde; DMSO:

azul; agua: ocre.

Além disso, foram também calculadas as energias de associacao entre os dois

ions; nao havendo em nenhum caso completa associacao do par, os perfis do po-
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tencial de forga média (PMF) nao foram calculados através o método de umbrella
sampling descrito na sessao de Metodologia, mas foram encontrados a partir das

RDFs, conforme a equagao 6:

PMF =- R-T -In[g(r)] (6)

onde R é a constante dos gases, T a temperatura de simulagao e g(r)dr as
funcoes radiais de cada caso. Os valores obtidos de energia de associacdo estao
resumidos na Tabela 3. Esses valores, embora para cations levemente diferentes,

encontram-se bastante inferiores aos encontrados nos estudos atomisticos.

Tabela 3: Energias de associacao para o par 1,3 dimetil Im. e imidazolato em seis

solventes analisados. Os valores sdo expressos em kJ-mol~*.

Solvente 13im-imid
CHCl; -10,83
CH,Cl, -7,35
Acetona -6,19
Isopropanol -1,86
DMSO -1,16
Agua n.d.

No caso do cloroférmio, solvente no qual o par deveria estar mais fortemente ligado,
os valores encontrados aqui sdo 4 vezes inferiores em respeito ao caso anterior AA;

isso pode ser explicado exatamente pelo fato que nas simulagoes CG nao foram
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encontrados pares estaveis. Até porque, no caso do DMSO, solvente no qual o par
é pouco associado também em simulagoes atomisticas, a diferenca entre as energias

de associacao CG encontradas se tornam comparaveis.

Embora os trends de interacao encontrados sao considerados satisfatérios,
estdao sendo estudadas alternativas para poder alcancar a completa associacdo do
par ionico em cloroférmio e associacdo parcial em acetona e diclorometano, como
obtido nos resultados atomisticos. Para isso, estda sendo delineada a possibilidade
de mudar o estilo de mapping, o arranjo das beads que compdem os cations. O novo
mapeamento poderia evidenciar o hidrogénio do cation em C2 mais doador, que,
como relatado anteriormente, ¢ um elemento chave na organizacao estrutural dos
pares de contato. Na Figura 29b encontra-se o novo mapping CG, o qual pode ser

comparado com o mapeamento anterior, na Figura 29a.

Mapeamento testado Novo mapeamento

Figura 29: Comparagdo entre a) o mapeamento do céation imidazélico testado nas
simulagdes CG e b) a proposta de um novo tipo de mapeamento a ser avaliado.
As novas beads deverao ser carregadas ou polares doadoras de pontes hidrogénio,

respectivamente nomeadas TQ0 e TPd. [Autoria prépria].

As novas particulas deverao respeitar as propriedades dos novos grupos quimicos
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representados: para o hidrogénio ligado ao carbono 2 precisa-se de uma particula
polar e doadora de ligagoes hidrogénio, como a Pd; por outro lado, as beads que
representam o resto do anel devem ser carregadas, como a Q0 ou Qz, por causa dos
nitrogénios imidazolicos. Um dos problemas que surge na realizagao desta simulagao
se encontra na propria definicdo de beads: essas normalmente reagrupam de 3 a 4
atomos pesados, e as menores, as tiny beads, podem reagrupar 2 atomos pesados.
Porém, neste novo caso, a particula TPd seria constituida unicamente por 1 atomo
leve, o hidrogénio; isso dificultaria a sua parametrizacao, ja que massa e didmetro
desta bead seriam os mesmos usados para os outros atomos do anel. Frente a essas
consideracoes, poderia-se pensar entao em outro tipo de abordagem: as particulas
polarizaveis. A implementacao da polarizacao nas beads do Martini ja vem sendo
feita e apresentou resultados promissores para o caso da dgua [78, 79]. A polariza-
¢ao é representada da forma seguinte: uma ou mais cargas parciais d sao associadas,
como se fossem qualquer outras particulas, a uma bead central através de uma liga-
¢ao de comprimento fixa; nao existem interacoes entre as cargas e a particula central,
porém, as cargas podem interagir por via eletrostatica com beads ao seu redor. Isso
pode provocar uma mudanga na posicao das cargas com respeito a particula central,
assim como pode mudar a nuvem eletronica, e consequentemente o dipolo da mo-
lécula, durante a polarizagdo. Os valores das cargas, assim como as constantes de
forca de ligacao, devem ser calibrados de modo a reproduzir a constante dielétrica do
meio puro. O cation imidazélico se tornaria assim representado por duas particulas
simétricas, como pode ser visto na Figura 30, e o hidrogénio na posicao C2 seria
representado pela carga parcial, podendo interagir e eventualmente detectar a pre-
senca de ligacoes hidrogénio com o anion. Este ultimo poderia ser representado por
duas beads idénticas, a fim de manter a simetria, ambas conectadas com uma carga
parcial; esta dupla polarizacao é fundamental para definir os dois grupos aceitadores
de ligagao hidrogénio que sao os dois nitrogénios do anel. O conceito de particulas
polarizadas ja foi desenvolvido para a dgua no Martini 2.2 [78] e estd em fase de
aperfeicoamento na versao 3.0, juntamente a todos os novos parametros associados

com cada particula (normal, anelar ou tiny).
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Imidazdlio polarizavel Imidazolato polarizavel

Figura 30: Proposta de um novo mapeamento CG polarizavel para a) o cation
imidazélico e b) anion imidazolato. As linhas tracejadas representam as ligagoes

das cargas parciais, d, as particulas presentes na estruturas. [Autoria préprial.

5.1.2 Liquidos i6nicos puros

Paralelamente ao estudo dos pares ionicos de contato, foram avaliados qua-
tro modelos CG de liquidos i6nicos puros, sempre com a finalidade de reproduzir as
mesmas propriedades fisico-quimicas apresentadas pelas simulagoes atomisticas.

A ideia de acrescentar este modelo para ILs puros vem com o intuito de desenvol-
ver, comprovar e disponibilizar um modelo amplamente versatil que possa ser usado
como parametro para a simulagao de qualquer liquido i6nico a base de imidazol, em
parceiria com o grupo do Prof. Marrink na Holanda. Para esta analise, escolheram-
se como sistemas testes dois liquidos idnicos bastante avaliados na literatura, o 1,3
-dimetil imidazélio (MIM) com tetrafluorborato (BF,) e o 1-butil,3-metil imidazé-
lio (BMI) e 4nion BFj; além disso, foram também testados os ILs compostos pelos
mesmos cations MIM e BMI porém com o &nion imidazolato (IMD), introduzido
por este grupo de pesquisa. Os quatros sistemas usados estao esquematizados na

Figura 31.
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BMI + BF4 BMI + IMD

Figura 31: Estruturas representativas dos quatro liquidos ionicos puros analisados,
compostos por 600 moléculas de cation e 600 moléculas de anion.BMI: 1-butil,3-metil

imidazolio; MIM: 1,3 -dimetil imidazoélio; BF} : tetrafluor borato; IMD: imidazolato.

Cada um desses liquidos foi simulado atomisticamente por 100ns utilizando
o campo de forga Porto Alegre desenvolvido no grupo do Prof. Stassen [47] em um
ensemble NpT como descrito na Metodologia; os tltimos 90ns foram utilizados para
as andlises. No caso das simulagoes CG, as caixas foram simuladas por 500ns, con-
siderando os ultimos 450ns para as diferentes avaliagoes. As informagoes referentes
a temperatura de simulacao e densidade podem ser encontradas na Tabela 4. As
diferentes condicoes de temperatura dos sistemas, 310K e 400K, foram escolhidas
baseadas nas temperaturas de fusao encontradas experimentalmente para os cations
BMI-BF4 e MIM-BF4. No caso dos liquidos com o contra-ion IMD, ji que nao
existem dados experimentais, foram avaliadas as energias potenciais das simulagoes

para determinar se nao houve congelamento do sistema nas temperaturas escolhi-
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das. A densidade dos ILs simulados foram calculadas através do instrumento gmzx
energy para o caso AA; ja no caso CG foi usada a equagdao 4, como descrito na
sessao anterior. Os valores obtidos na Tabela 4 dos sistemas CG foram comparados
ou com os valores encontrados experimentalmente na literatura, quando possivel,
ou com as densidades dos sistemas atomisticos simulados aqui. As divergéncias en-
contradas sao aceitaveis, abaixo de 10%; principalmente, é importante detalhar o
caso especifico do valor maximo de erro encontrado, 9,1%. O valor de densidade
experimental, 12284 kg-m~—3, usado na comparacio foi extrapolado de um estudo
desta propriedade a diferentes temperaturas [80], j& que nao foi apresentado o valor
encontrado na temperatura do nosso sistema, 400K. Além da congruéncia dos dados
encontrados com os experimentais, ¢ sabido que com o aumento da cadeia alifatica
do cation, a densidade diminui, e, consequentemente, o liquido se torna mais fluido;
este aspecto também foi conservado para os sistemas CG MIM-BF4 e BIM-BF4

simulados.

Tabela 4: Informagoes sobre os quatros sistemas de liquidos i6nicos puros analisados.

Densidade Densidade Densidade

Temp. Erro
Sistema AA CG CG .
<K) kg-m™3 kg-m™3 kg-m~3 0
BMI-BF4 310 1200,21 1166,6 1191 ¢ 2,0
BMI-IMD 310 1064,98 1037,15 nd 2,6 *
MIM-BF4 400 1218,35 1340,02 1228,4° 9,1
MIM-IMD 400 1079,66 988,76 nd 8,4~

*

@ [81]; ¥ valor extrapolado dos dados apresentados em [80]; * erro calculado entre as

simulagbes AA e CG.
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Para poder melhor avaliar o modelo em desenvolvimento, uma primeira ana-
lise dos liquidos i6nicos CG com respeito aos resultados atomisticos foi feita através
da comparacao das fungoes de distribui¢ao radial (RDFs). Para poder obter dados
efetivamente comparaveis, no caso da simulacao atomistica foi necessario associar
os atomos em grupos, os mesmos que sao representados por beads nas simulacoes
CG; novas trajetérias e configuragdes foram produzidas apds o reagrupamento dos
atomos: assim fazendo, as RDFs tornam-se calculadas entre os centros de massas
desses grupos, do mesmo jeito que no caso CG serao calculadas entre os centros
de massas das particulas. Assim, nesta sessdo todas as referéncias a simulagoes
atomisticas aqui apresentadas deverao ser entendidas como simulacoes atomisticas
mapeadas CG.

Na Figura 32 sao representadas as RDFs calculadas para os liquidos ionicos BMI-BF4,
considerando as distribui¢oes do grupo butil e dos nitrogénios do anel do cation em
respeito ao anion. No caso do grupo butil, Figura 32a, as simulacoes atomisticas
(linha roxa) reproduzem coerentemente ao ja encontrado na literatura para sistemas
similares [16], onde a primeira esfera de interagdo do grupo butil com o anion possui
um maximo a 0,48 nm. Comparando os resultados com as simulagoes CG (linha
verde) é possivel perceber que, para o grupo butil, foi determinada uma aproximagao
e uma interagdo mais fraca com o anion. Embora as simula¢des atomisticas tenham
sido analisadas reagrupando os atomos como no mapeamento CG, os graus de liber-
dade ao longo da trajetoria dos atomos ainda sdo maiores comparados a qualquer
beads, principalmente no caso de uma cadeia com 4 carbonos, com possibilidade
de movimento e torcao, em respeito a uma tunica particula que representa todo o
grupo. No caso da simulagao atomistica, entao, os atomos do grupo butil podem
ter se desdobrados e aproximados mais ao anion. Por outro lado, quando foram
analisadas as interagoes apresentadas pelos nitrogénios do anel imidazélico com o
anion, 32b, contido em uma estrutura mais rigida, a simulacdo CG reflete muito
fielmente as analises atomisticas. Nos casos AA, os nitrogénios do anel imidazdlico

possuem uma interagdo maxima as distancias de 0,40nm e 0,55nm.

Os dois picos podem ser relacionados com o diferente posicionamento angular do
anion ao redor do anel: o pico a 0,40 nm pode ser devido ao anion estar acima

do plano do anel, e o segundo pico a 0,55 nm quando ele se encontra no préprio
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Figura 32: RDFs do liquido i6nico puro BMI-BF4. Em a) encontram-se as interagoes
entre o grupo butila do cadtion BMI e em b) os nitrogénio do cation BMI com o &nion

BF4. Analise atomistica, linha roxa; andlise CG, linha verde.
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plano. Esses valores sdo comparaveis aos encontrados por Zhao et al [16] para o
par BMI-PFg. Para as simulagoes atomisticas, na primeira camada idnica foram
encontrados 5,18 fons BF4 ao redor do grupo butil, enquanto no caso CG foram
encontrados em média 3,8: nimero inferior provavelmente devido a maior rigidez
da estrutura; olhando para a segunda camada de distribuicdo dos contra-ions, se
encontram em ambos os casos 20 anions BF4 ao redor do grupo butila. Por outro
lado, analisando os nitrogénios do anel, foram calculados uma média de 2 anions
(1,78 atom. - 2,32 CG) ao seu redor; considerando uma distancia aceitével para
ligacoes hidrogénio em simulagoes CG de 0,5 nm, se encontram em média 2,5 anions
ao redor do cation BMI. Isso reflete muito bem o que ja foi discutido para liquidos
idnicos puros por Dupont [3], o qual afirma que existem 3 anions associados com o

cation a todo instante, e vice-versa.

No caso do par BMI-IMD, descrito na Figura 33, as distribuicoes radiais do
grupo butil em respeito aos nitrogénios do anion encontradas em nivel atomistico
e CG (Figura 33a) se apresentam mais congruentes: isso pode ser pelo fato que o
liquido i6nico é mais rigido, devido ao maior tamanho do anion e principalmente
devido a presenca de interacoes 7 -7~ entre os anéis de cation e anion. Com esta
maior rigidez, a liberdade de movimentagao dos atomos do grupo butil diminui, se
aproximando melhor ao mapeamento CG. Foram encontrados 4 IMD ao redor do
grupo butil simulado com o modelo CG e 5 no caso atomistico. Embora em ambos
os casos encontramos a tendéncia a ter dois posicionamentos do IMD ao redor do
cation pela presenca de dois picos, também, no caso dos nitrogénios do anel do cation
com os nitrogénios do anion (Figura 33b), se encontra uma pequena diferenca de
interacao. No caso AA existem 5,6 anion na primeira esfera de hidratacao, enquanto
no caso CG 5,2; o fato de sempre encontrar mais contra-ions no caso atomistico pode
ser justificado pela presenca de ligacoes hidrogénio entre cation e anion, as quais sao

excluidas por definicdo no mapeamento CG.

Na Figura 34 sao apresentadas as distribuicoes radiais entre os grupos metil
e os carbonos C4 e C5 do cation com os nitrogénios do anion para o ILs MIM-BF4.
Neste sentido é possivel verificar se existem interacoes diferenciadas entre a frente

e a parte de tras do anel do MIM. No caso dos grupos metil, representados pelas
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Figura 33: RDFs do liquido i6nico puro BMI-BF4. Em a) encontram-se as interagoes
entre o grupo butil do cétion BMI e em b) os nitrogénio do cation BMI com o &nion

IMD. Analise atomistica, linha roxa; analise CG, linha verde.
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Figura 34: RDFs do liquido i6nico puro MIM-BF4. Em a) encontram-se as interagoes

entre os grupos metil do cation MIM e em b) entre os nitrogénios do cation MIM

com o anion BF4. Andlise atomistica, linha roxa; analise CG, linha verde.



mesmas particulas que incluem também os nitrogénios do cation, Figura 34a, é
possivel perceber que existe uma interacdo mais intensa no caso das simulacoes
CG em respeito ao atomistico. Considerando a dificuldade em representar ligacoes
hidrogénio com o modelo Martini, uma possivel explicagao pode ser associada com
a escolha de beads usadas para o modelo, provavelmente um pouco mais atrativas
que o esperado. Isso pode ser confirmado pelo fato que no caso das interagoes com
a parte de tras do anel, a qual inclui os carbonos C4 e C5, representados por uma
particula apolar, de fato menos atrativa, a diferenga entre os RDFs atomisticos e
CG néo é tao pronunciada (Figura 34b). Avaliando a distribui¢do de contra-ion ao
redor do cétion, encontra-se que no caso CG 4,7 e 9,2 anion constituem a primeira
e segunda esfera de hidratagao, respectivamente; no caso atomistico isso ¢ reduzido
para 8 ions BF4, além de nao apresentar o pico definido da segunda camada. Este
segundo pico poderia ser, novamente, a diferente orientacdo do anion em respeito
ao plano do anel: em distancias mais curtas o anion se encontra acima ou abaixo
do anel, enquanto a distancia mais longa ele estd no mesmo plano. Analisando
detalhadamente as RDFs atomisticas (linhas roxas) na Figura 34, é possivel verificar
somente a presenca de um pequeno shoulder ao redor 0,6 nm, comprovando que o
anion preferencialmente se localiza perpendicular ao plano do anel do cation. Isso
se encontra de acordo com o relatado por Bhargava et al [23] para o liquido i6nico
MIM-CI~, onde foi encontrado uma protuberéncia no pico a 0,58nm e um nimero
total de contra-ifon ao redor do cation de 7,5. A diferenca entre os dois modelos
de simulagao usados pode ser devido a dois motivos: 1) o tamanho das beads dos
sistemas CG é maior, criando um efeito estérico e assim a possibilidade do anion
se dispor mais distante; 2) a falta do detalhe das interagoes hidrogénio diminui em

parte a disposi¢ao preferencial do dnion em cima ou embaixo do plano do anel [23].

Por ultimo, o liquido i6nico constituido pelos ions MIM-IMD, simulado atra-
vés do modelo Martini, apresenta interagoes bastante similares com as analises ato-
misticas, como é possivel ver na Figura 35. Novamente, foram avaliadas as interagoes
entre os grupo metil (Figura 35a) e os carbonos C4 e C5 do cation (Figura 35b) com
os nitrogénios do imidazolato. No primeiro caso, a distribuicao de anion ao redor
dos grupos metil do cation apresenta um nivel de organizacao levemente superior

para o caso atomistico, linha roxa; para ambos os casos, se encontram em média 5,5
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Figura 35: RDFs do liquido i6nico puro MIM-IMD. Em a) encontram-se as interagoes

entre os grupos metil do cation MIM e em b) entre os nitrogénio do cation MIM

com o anion IMD.Anadlise atomistica, linha roxa; analise CG, linha verde.
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contra-ion na primeira esfera de interacdo. Isso é um pouco maior que o encontrado
na Figura 33a para o caso do BMI-IMD, ja que o tamanho do grupo butil pode
impedir a aproximacgao de outros ions; como descrito por Padua et al., a estrutura
local com um cation simétrico é mais rigida em respeito ao mesmo assimétrico, com-
parando os cations MIM e BMI [82]. A mesma justificativa sobre a maior ocupagao
estérica dos grupos metil pode ser dada no fato de encontrar, em média, 7 anions ao
redor dos carbonos C4 e C5, da parte de tras do cation, mais acessivel (Figura 35b).
Por 1ltimo, comparando as distribuigoes dos dnions nos liquidos MIM-BF4 (Figura
34) e MIM-IMD, a principal diferenga encontrada nas simulagoes CG é a auséncia
aqui de um segundo pico de interagao. Devido ao maior tamanho do anion e princi-
palmente & presenca de interagoes 7+ -~ entre os anéis dos fons, como demonstrado
em capitulos anteriores, o imidazolato se encontra quase-unicamente acima e abaixo

do plano do céation, gerando assim um tnico forte perfil de interacao.

Concluindo, avaliando todas as analise apresentadas nesta sessao, é possivel
encontrar resultados promissores sobre a reproducao em nivel CG de liquido idnico
puro e de pares de contato em diferentes meios. No futuro se tornaria interessante
estudar a reproducao das propriedades dindmicas, como condutividade e difusao,
dos ILs modelados com mapping CG Martini, embora existem dificuldades em in-
terpretar esses resultados, ja que se encontram pelo menos mais rapidos de um fator
4. Contudo, espera-se alcancar modelos quantitativamente mais préximos ao ato-
mistico apds o completo desenvolvimento do modelo Martini 3.0 por parte do grupo
do Prof. Dr. S-J. Marrink, e os resultados encontrados aqui estao sendo utilizados

para a parametrizacao do proprio modelo.
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5.2 Estudo da interagao de liquidos i6nicos com a membrana

biolégica

Para poder avaliar as consequéncias da insercao de liquidos i6nicos na mem-
brana plasmatica, como ponto de partida foram efetuadas simula¢des atomisticas de
quatro cations a base de imidazol, possuindo diferentes comprimentos de alquilagao
em um dos nitrogénios do anel; as estruturas detalhadas dos cations 3-n-butil-1-
metil- (BIM), 3-n-octil-1-metil- (OIM), 3-n-dodecil-1-metil- (DIM) e 3-n-hexadecil-
I-metil- imidazdlio (HIM) se encontram na Figura 51 do Apéndice B.1. Como
contra-ion de cada sistema foi utilizado um anion cloreto. Para cada caso separado,
o sistema de partida foi composto por uma caixa com uma bicamada fosfolipidica
solvatada; a membrana biolégica foi representada por 128 moléculas de fosfolipidios
POPC (1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfocolina) divididas em duas camadas. A
Figura 36 representa uma molécula de POPC, indicando os grupos colina, fosfato e
glicerol presentes, evidenciando com niimeros os trés oxigénios importantes para as
possiveis interagoes eletrostaticas com o cation imidazol: 1, oxigénio carbonilico do
acido graxo; 2 e 3, oxigénios livres do grupo fosfato. Inicialmente, um tnico cation
e um anion cloreto se encontram solvatados em agua na caixa de simulacao; em
tempos relativamente curtos os cation imidazoélicos se inserem na bicamada: a par-
tir deste ponto as simulacoes foram estendidas por 110ns, considerando os tltimos

100ns para as analises.

Oleoil Q4
— (@) Gr. Fosfato Colina
\/\/\/\/\/\/\/\[(O\/'\/O\,P/O\/\N"‘/
S Glicerol " O
Palmitoil O M s )

Figura 36: Esquema do fosfolipidio POPC. Na estrutura sao evidenciados os oxigeé-
nios de interacgao preferencial com o anel imidazolico. 1: carbonila do acido graxo;

2-3: oxigeénios livres do grupo fosfato.
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A temperatura de simulacao foi escolhida ser 310K para obter uma fase liquida
desorganizada da membrana; o parametro de ordem para os carbonos que consti-
tuem os fosfolipidios foi encontrado ser ca. 0,2, que como relatado por Benedetto
at al. [35], comprova a fase liquida. Na Figura 37a estd representada a membrana
equilibrada antes da insercao dos cations, na qual é possivel identificar os oxigénios
presentes, em vermelho, e os nitrogénios do grupo colina, em azul escuro. Como
ponto de partida, foram calculados parametros de avaliagdo geométrica da mem-
brana e suas propriedades, como a area por lipidio, espessura e os coeficientes de
difusao dos fosfolipidios, em particular, o grupo fosfato e os tltimos trés carbonos

que constituem a cadeia do palmitoil.

b) MSD para POPC
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Figura 37: a) Visualizagdo transversal da membrana biolégica analisada, constituida
por 128 moléculas de POPC em nivel atomistico. Azul escuro: nitrogénios; verme-
lho: oxigénios; dourado: fésforo; azul: carbonos e branco: hidrogénios. b) Gréfico
do deslocamento quadratico médio do grupo fosfato (roxo) e dos tltimos trés carbo-
nos da cadeia de palmitoil do POPC (cyan). Ambos os grupos apresentam o mesmo

coeficiente de difusao.

O coeficiente de difusao é calculado através de uma analise de deslocamento qua-
dratico médio ao longo da trajetéria em respeito a normal da bicamada, como re-
presentado pelo grafico da Figura 37b; a partir deste grafico, seguindo a relacao de

Einstein, o coeficiente da parte linear da curva é interpolado enquanto proporcional
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ao coeficiente de difusdo da molécula de interesse, D. Os resultados obtidos para a

membrana pura, sem cation, e apos a inser¢ao dos mesmos se encontram resumidos

2 1

na Tabela 5. Os valores encontrados, na ordem de 10~7 ¢cm?-s™! se encontram no
intervalo de difusao das cabegas polares dos fosfolipidios no estado liquido. Existem
valores discordantes na literatura sobre o intervalo de difusdo das cabecas polares:
Yoo et al. relata uma difusdo em simulacoes de bicamadas POPC de 1,2 £+ 0,41- 1078

2

cm?-s71 [83]; j4 Benedetto et al. encontraram valores de 1,5 + 0,3- 10™* cm?

.Sfl
em simulagbes parecidas na mesma temperatura de 300 K [35]. Embora nao po-
dendo confirmar a validade dos valores encontrados, é possivel perceber que existe
uma diminui¢ao gradual da difusdo das cabegas polares do POPC apds a inser¢ao
de cation com substituicao alquila grande (DIM e HIM). Segundo Miiller et al., a
adicao de moléculas de surfactante ou colesterol a membrana tende a aumentar a

ordem das caudas lipidicas; ja que a compressibilidade é bastante baixa, isso leva a

uma diminuicao da area por lipidio, juntamente a uma diminuicao da sua difusao

lateral [84].

Tabela 5: Analise das propriedades fisicas da membrana POPC apoés insercao de

cations imidazdlicos.

Tempo area por
AGhind
Insergao lipidio D (10~ 7cm?.s71)
(kJ-mol~t)
(ns) (nm?)

POPC ; 0,6271 1,01 + 0,04 ;
OIM 44 0,6256 1,08 £ 0,6 -9,12
DIM 45 0,6248 0,889 + 0,38 8.5
HIM 35 0,6236 0,0829 £ 0,17 -10,2

Os trés cations com maior substituigao alquila (OIM, DIM, HIM) se inserem

rapidamente, entre 35ns e 45ns (Tabela 5), e permanecem estaveis na bicamada ao
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longo de toda a simulacao; por outro lado, o cation BIM apresenta uma interagao
bastante transiente com a membrana, como ja relatado por Lee [36], e ao longo
da simulacao acontecem varios episddios de insercao e saida da bicamada: por este
motivo nao foi possivel analisar mais detalhadamente a interacdo com a mesma. A
rea por lipidio de 0,625 nm?, estd de acordo com o que ja foi encontrado em outras
simulagoes do mesmo sistema (0,638nm?, [85]) e andlise experimental (entre 0,63 e
0,68 nm?) [86, 87]. Como j4 relatado por Birgham et al. [38], hd uma variagdo de
poucos pontos percentuais apds a interagao com os ILs; neste trabalho, é possivel
perceber uma diminuicao constante deste valor juntamente com o aumento da cadeia

alifatica do cation que se insere, seguindo o que foi discutido por Miiller et al. [84].

Com o aumento da modificacao alquila do anel imidazélico, aumenta a possi-
bilidade de interacao com as cadeias hidrofobicas dos acidos graxos que constituem
o fosfolipidio POPC, incrementando assim o valor da energia de associacao cation-
membrana, determinado ser de -5,12 kJ-mol~*, -8,5 kJ-mol~! e -10,2 kJ-mol~! para
os cations OIM, DIM e HIM, respectivamente (Tabela 5). Os valores obtidos se en-
contram levemente inferiores aos ja avaliados experimentalmente e por simulagoes
atomistica de sistema de membrana POPC. Stolte et al. obtiveram experimental-
mente uma energia de associagao de -11,8 kJ-mol™! para o cation OIM [88]; j4 Klihn
et al. encontraram uma energia maior para o mesmo sistema, de -15,1 kJ-mol™! [34].
Por outro lado, o padrao de aumento da associacao com o aumento da cadeia al-
quila lateral confirma a importancia das interagoes hidrofébicas para a manutencao
do cation no interior da membrana; a maior insercao e associagao do HIM confirma,

consequentemente, a maior perturbagao das outras propriedades fisicas.

Na Figura 38a, b e ¢ sao apresentadas as seccoes ao longo do eixo vertical da
membrana apoés a insercao de cada cations, associadas as distribuicoes de densidade
de cinco grupos representativos dos sistemas avaliados (d), e) e f)). Pela representa-
¢ao na Figura 38a e b, é possivel perceber que os cations OIM e DIM, em laranja, se
inserem mantendo uma angulagao bastante alongada e reta; por outro lado, devido
ao maior comprimento da substituicao alquila na lateral do anel imidazol, o cation
HIM na Figura 38c se desdobra lateralmente dentro da bicamada, causando um

maior impacto nas suas propriedades. Particularmente, na Figura 38c, é importante
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Figura 38: Visualizacao transversal da membrana biolégica analisada, apos a inser-
¢ao do céation a) OIM; b) DIM; ¢) HIM (com representagoes das moléculas de dgua
ao seu redor (azul) e ao redor dos grupos fosfatos (verde). d), e) e f) distribuicao de
densidade dos grupos fosfatos (roxo), ultimos carbonos da cadeia oleoil (vermelho),
anel imidazolico (ocre), ultimo carbono lateral do cation (verde), dgua (azul). A

linha tracejada indica o centro da membrana.
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evidenciar a distribuicao das moléculas de agua de solvatacao do grupo fosfato do
POPC (em verde) e do cation HIM (em azul escuro), com o intuito de perceber even-
tuais alteracoes dessas interagoes. Embora a dgua ao redor do cation se encontra
levemente mais inserida na bicamada com respeito a dgua de solvatagao dos proprios
fosfolipidios, nao existe uma perturbagao incisiva deste equilibrio. Benedetto et al.
também perceberam o mesmo efeito na insercao de cations 1-n-butil,3-metil imida-
z6lio em uma membrana de POPC, o qual levou a um leve aumento da densidade
local [35]. A localizacao das moléculas de dgua é extremamente importante para
poder avaliar a citotoxicidade de uma molécula, como no caso dos cations imidazo-
licos, ja que em sistemas com mais de um céation foi possivel perceber a formacao de
poros ou estruturas chamadas de dedos de protusao da adgua dentro da bicamada,
destruindo a sua organizagao estrutural (podendo inferir morte celular) [89, 90]. Nas
avaliagoes dos perfis de densidade, apresentados nas Figura 38d, e e f, a molécula
de POPC esta representada pelo grupo fosfato (roxo) e os tltimos trés carbonos
da cadeia de oleoil (vermelho); para o cétion, sdo apresentados os nitrogénios do
anel (ocre) e os ultimos trés carbonos da substituicao alquila (verde); por fim, o
perfil da dgua se encontra em azul. Por motivos de clareza e comparagao, os dados
referentes ao grupo fosfato da membrana foram multiplicados por 3; ja os dados
referentes ao cation foram multiplicados por 100. A linha tracejada em vermelho
em todas as figuras indica a divisao entre as duas camadas da membrana, o seu
centro. Mais em detalhes, é possivel perceber que em cada caso o anel carregado do
imidazodlio previsivelmente permanece distribuido em conjunto ao grupo fosfato do
POPC, carregado negativamente. Além disso, segundo a distribuicao de densidade
da Figura 38e) e f), os tltimos 4tomos dos cdtions DIM e, particularmente, do cation
HIM (linha verdes) se encontram sobrepostos com as caudas dos fosfolipidios com
a outra metade da membrana, possivelmente aumentando o seu estado de desorga-
nizagao. Com a finalidade de perceber essas diferencas na orientagao estrutural dos
fosfolipidios, foram calculados as distribuicao dos angulos das cadeias de palmitoil
através do plugin Membrane Analysis Tool no VMD [63, 91]. O primeiro e tltimos
carbonos do palmitoil foram escolhidos para poder tragar um vetor e acompanhar a
evolugao do mesmo ao longo da trajetéria em respeito ao eixo z normal a membrana.

Como é possivel perceber da Figura 39, existe uma orientacao preferencial (a 102° e
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156°) dos fosfolipidios, associada a um pardmetro de ordem inicial de 0,2, mantidos
também apods a insercdo do cation. Apds a insercao do cation HIM é percebido
produz um leve aumento da distribuicao angular, porém nao significativo frente a

distribuicao da membrana pura.

e Distribuicdo angular palmitoil

Frequéncia

0 50 100 150 200

Angulo

Figura 39: Visualizacao da distribuicao angular da cauda alifatica palmitoil dos

fosfolipidios antes da insercao dos cations imidazolicos.

Por outro lado, o estudo da espessura média da bicamada ao longo da simulagao,
efetuado também através do plugin Membrane Analysis Tool no VMD, demostra
uma maior desorganizagao da membrana apods a inser¢ao do cation. No caso da
membrana POPC, a espessura foi calculada como distancia entre os grupos fosfatos,
encontrando um valor médio entre 3,45 e 3,87nm, ou seja, uma variacao total de
0,42nm. Apos a inser¢ao do cation OIM, esta variacao se tornou 0,46nm; a diferenca
entre o ponto mais espesso da membrana com o menor se ampliou para 0,54nm apéds
a insercao do cation DIM, e foi encontrada ser 0,68nm com a permeacao do HIM.

A mudanca na espessura se deve ao afinamento da mesma apds a insercao dos
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cations: a espessura maxima da membrana se encontrou ser de 3,99 e 3,98 nm para
POPC puro e na presenca de HIM; ja a espessura minima passou de 3,53nm para
3,37 nm apds a insercao do cation, comprovando o que foi ja encontrado por Lee e
Ballone et al. [35, 36]. Assim, embora nao se tinha encontrado nenhuma diferenga
extremamente significativa em respeito & superficie ocupada pela membrana, no
sentido z e y (area por lipidio), é possivel perceber que existe uma mudanga na
organizacao estrutural da membrana no eixo vertical, com a presenca de uma tnica
molécula de imidazoélio. Sanson et al. encontraram uma variacao, definida por ele
como significativa, na espessura da membrana DPPC de 0,5nm, apds a inser¢ao da
proteina KvAP VS [92]; a mesma variagao foi mantida também em simulagoes CG
desenvolvidas para o mesmo sistema. Além disso, da Hora et al., assim como varios
outros autores, demonstraram como a interacdo na superficie de uma membrana
POPC pura com peptidios antimicrobianos (AMPs) carregados positivamente pode
criar fortes variagoes ao longo da normal a membrana, como grandes curvaturas da

bicamada, que geram um profundo desequilibrio da mesma [89, 93, 94].

Tendo como base as andlises aqui apresentadas para as simulacoes de sis-
temas atomisticos com membrana, serao agora apresentados os resultados obtidos
através de simulagoes CG e a avaliagdo do modelo para liquidos i6nicos. A mem-
brana POPC solvatada foi encontrada no site do Prof. Marrink [68], constituida
por 128 moléculas de POPC e 1858 particulas de dgua CG, ou seja, cada particula
representando um reagrupamento de 4 moléculas de dgua reais. Os cations foram
representados seguindo o mapeamento proposto na Figura 30a, utilizando uma bead
SC3 para a substituicdo com grupo butil em um dos nitrogénios do anel, e uma
bead SC1 para as sucessivas substitui¢oes de alongamento da cadeia alifatica (octil,
dodecil e hexadecil). As estruturas com os respectivos mapeamentos das moléculas
de POPC e dos cations imidazdlicos usados se encontram nas Figuras 52 e 51 no
Apéndice B.1. As condig¢oes de simulacao, tais como temperatura e pressao, foram
mantidas iguais ao caso atomistico (310K e 1 atm). Os dados de andlise estrutural
encontrados estao representados na Tabela 6, juntamente aos coeficientes de difusao

do grupo fosfato do POPC e as energias de associagdo encontradas apos a insergao
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dos céations. Os sistemas foram simulados por um total de 500ns; diferentemente do
que foi encontrado no caso atomistico, os cations DIM e OIM interagem de forma
transiente com a membrana. Em particular, como resumido na Tabela 6, o cation
DIM foi encontrado estavel na membrana ao longo de 212 ns; ja o cation OIM se
inseriu na membrana estavelmente somente por 10 ns consecutivos: para as analises
das propriedades da membrana e para os calculos das fungoes de distribuicao radial,
somente as partes de trajetoria com os cations completamente inserido foram consi-
deradas. Este fato ja indica que existem melhorias a serem apuradas nas interagoes
escolhidas para a modelagem do sistema. Particularmente, o principal fator pode
consistir no fato que o sistema agua-membrana foi parametrizado utilizando o mo-
delo Martini 2.0, no qual as particulas tiny nao existem; por outro lado, os cations
foram parametrizados com o modelo em desenvolvimento (por isso a impossibilidade
no momento de parametrizar a membrana) Martini 3.0, o qual inclui as tiny beads.
Este desencontro pode afetar de forma consideravel as interagoes entre as particulas

dos cétions e dos POPC.

Tabela 6: Anélise coarse-grained das propriedades fisicas da membrana POPC apds

insercao de cations imidazolicos.

Tempo area per
AG'ln'nd
Inser¢ao lipidio D (107 %cm?-s71)
(kJ-mol™1)
(ns) (nm?)

POPC - 6,605 0,076 + 0,35 -
OIM 10 6,606 0,077 + 0,01 -7,25
DIM 212 6,632 0,070 £ 0,12 -17,43
HIM 500 6,631 0,079 + 0,19 -21,53

Os valores das &areas por lipidios encontrados, embora levemente superio-

res aos sistemas atomisticos anteriores, ainda se encontram na média da literatura
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[85-87]. No sistema corrente, apds a inser¢ao dos cations, parece que ocorre um
pequeno aumento da area, e paralelamente, da difusao das cabecgas polares dos fos-
folipidios. Assim como no caso atomistico podem existir interagoes que favorecem
o empacotamento das caudas lipidicas apods a inser¢do de uma molécula, criando
um efeito contrario ao encontrado aqui, isso pode nao ser tao relevante quando se
diminuem de um quarto os graus de liberdade do sistema, como no CG. Por isso,
com a insercao de algo a mais, a camada se expande e consequentemente, a difu-
sao das suas unidades se torna mais fluida. E importante ressaltar que os valores
encontrados do coeficiente de difusdo ndo podem ser avaliados em termos absolu-
tos, jA que no caso coarse-grained todas as analises de propriedades dinamicas sao
aceleradas pelo menos por um fator quatro, que pode chegar a ser de 5 a 10 vezes
mais rapido para caudas lipidicas em membranas [44]. As energias de associa¢ao
cation-membrana foram calculadas como descrito na sessao de metodologia, através
do método Umbrella sampling. Os valores aqui encontrados sao bem superiores aos
casos atomisticos relatados acima; ao mesmo tempo, eles se aproximam aos valores
indicados na literatura para casos atomisticos mencionados anteriormente [34, 88].
Por outro lado, considerado a variacao percentual entre a forga de associacao do
cation HIM e DIM (ou seja, quanto a afinidade do cétion com a membrana aumenta
ao aumentar a substitui¢ao alquila) existe um aumento de 20% e 23% nos casos AA e
CG, respectivamente. A mesma comparacao entre os cations OIM e DIM resulta em
uma diferenca bem maior, ja que nas simulagoes CG, o cation OIM nao se encontra
associado permanentemente a membrana, e, por isso, apresenta uma interacao bem
mais fraca. E importante ressaltar que na literatura existem intmeros trabalhos
coarse-grained sobre insercao de proteinas em membranas, porém, até o momento
e o nosso conhecimento, somente o grupo do Prof. Maginn apresentou simulagoes
CG de sistemas membrana-ILs a base de imidazolio [94, 95]. Infelizmente, nao foi
foco desses estudos a avaliacao da difusao dos fosfolipidio ou a energia de associa-
¢ao, por isso, nao existem termos absolutos de comparacao. Além disso, também
foi analisada a variacdo de espessura da membrana antes e apds a insercao dos trés
cations estudados. No caso da membrana POPC pura, a variacao foi de 0,68 nm,;
j& com a presenga dos cations isso aumentou para 0,7nm (OIM), 0,89nm (DIM)

e 1,18nm (HIM). De forma geral, similarmente ao caso atomistico, houve um leve
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aumento da variacao média da espessura da bicamada, condizente com uma maior
desorganizacao da mesma. Na Figura 40 esta representado, a titulo exemplificativo,
o mapeamento da variagao de espessura da membrana apds a inser¢ao dos cations
a) DIM e b) HIM. Nestes casos, o cation contribui no aumento da espessura local
da bicamada, embora nao pode ser concluido definitivamente que isso seja de re-
gra. Yesylevskyy et al. relataram como a insercao de um peptidio positivamente
carregado concentra os fosfolipidios ao seu redor, causando um aumento local do
perfil de densidade [89]. Infelizmente, nao foi possivel efetuar as ulteriores andlises
de organizagao estrutural, como a distribuicdo angular da cadeia de palmitoil do
POPC: o plugin do programa VMD usado no caso atomistico nao é parametrizado
para simula¢oes CG. Além disso, embora existem instrumentos que possam calcular
o angulo de uma molécula modelada CG em respeito a normal a uma membrana,
normalmente esses sao pensados para proteinas transmembranares, ou seja, reco-
nhecem unicamente parametros como o esqueleto da sequéncia de aminoacidos ou

estrutura secundaria a-hélice.

A distribuicao de densidade encontrada para os sistemas analisados é repre-
sentada na Figura 41. De forma analoga ao discutido acima para o caso atomistico,
nas Figuras 41a, b e ¢ é possivel visualizar as distribuicao de densidade apds a in-
sercao dos cations OIM, DIM e HIM, respectivamente. Duas consideragoes podem
ser feitas: primeiro, que a distribuicao do anel imidazolico se encontra levemente
afastado, em direcao & agua, em respeito ao grupo fosfato, quando comparado com
o caso AA. Em segundo lugar, e consequéncia da primeira consideracao, até no caso
do cation com substituicdo mais comprida, a densidade desta cadeia lateral nao
alcanca o centro da bicamada. Isso pode ser também visualizado na Figura 41d,
onde esta representada uma imagem instantanea da insercao do HIM, incluindo as
moléculas de dgua de solvatacao do cation (em rosa) e dos grupos fosfatos do POPC
(em verde). Sendo que o cation se encontra mais préximo ao solvente, com respeito
ao caso atomistico, também a influéncia do mesmo em atrair agua ao interior da

bicamada, e eventualmente desestabiliza-la, ndo se demonstra importante.

Por 1ultimo, uma avaliacao do modelo coarse-grained utilizado foi feita atra-

vés da comparacao das fungoes de distribuicao radial, RDFs, com as simulagoes
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Espessura da membrana

a) dodecil

b) hexadecil

Figura 40: Mapeamento da espessura media da bicamada fosfolipidica apés a in-
ser¢do dos cations a) DIM e b) HIM. Azul para valores menores e vermelho para

valores maiores.

atomisticas. Da mesma forma descrita para os ILs puros, sessao 5.1.2, os atomos
dos sistemas AA foram reagrupados conforme o mapping CG usado; deste modo,
as RDFs se tornam calculadas entre os centros de massa desses grupos, assim como
no caso CG sao entre os centros de massa das particulas. As RDFs para os trés
cations estudados em respeito aos oxigénios do grupo fosfato e do acido graxo, no
caso atomistico e CG, sdo reportadas na Figura 42. Nas Figuras 42a), c¢) e e) estao
representadas as distribuigoes radiais dos cations com os oxigénios do grupo fosfato,
enquanto nas Figuras 42b), d) e f) estdo as RDFs calculadas com os oxigénios do
acido graxo. Como ja mencionado em trabalhos de Ballone et Al. [35], o anel imi-
dazolico se encontra fortemente associado com o oxigénio carbonilico do acido graxo
(n. 1 na Figura 36), e eventualmente, com os oxigénios livres do grupo fosfato (n. 2

e 3 na Figura 36).
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a) Distribui¢do densidade OIM b) Distribuicdao densidade DIM
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Figura 41: Distribuicao de densidade dos grupos fosfatos (roxo), ultimos carbonos
da cadeia oleoil (vermelho), anel imidazélico (ocre), tltimo carbono lateral do cation
(verde), dgua (azul) apds a insergao dos cations a) OIM, b) DIM, c¢) HIM. A linha
tracejada indica o centro da membrana. d)Visualizagdo transversal da membrana
biologica analisada apds a insercao do cation HIM, com representagoes das moléculas

de dgua de solvatacao ao seu redor (rosa) e ao redor dos grupos fosfatos (verde).

Analisando, em um primeiro momento, os casos atomisticos (linhas azuis), é
possivel perceber que para todos os cations este comportamento é mantido também
neste trabalho, jA que aparecem picos de forte interacao abaixo de 0,5nm. Consi-
derando que o comprimento de ligacao entre as tiny beads é de 0,3 nm, a distancia
de 0,5nm é suficientemente curta para poder considerar que carrega as informagoes
de uma ligagdo hidrogénio. A auséncia desta ligacao hidrogénio é exatamente o

que falta ao sistema CG (linhas roxas) e, consequentemente, as interagdes com os
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Figura 42: Funcgoes de distribuicao radial entre os oxigénio do grupo fosfato e do

acido graxo dos fosfolipidios com o anel dos cations OIM (a e b), DIM (c e d) e HIM

(e e f) analisados. Em azil as andlises atomisticas e em roxo as andlises CG.
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oxigénios do acido graxo se tornam bem mais fracas, principalmente para os cation
OIM e DIM (Figuras 42b) e d). E importante analisar este ponto em detalhes:
para os sistemas AA, existem dois tipos de intera¢es possiveis entre os oxigénios
da molécula de POPC; a primeira, ¢ por afinidade eletrostatica, ja que apresentam
cargas opostas ao grupo fosfato. O segundo tipo, e o mais importante, é a interagao
do hidrogénio em C2 no anel do cation por via de ligagoes de hidrogénio com os
atomos aceitadores presentes. Embora as interagoes se tornem uma média de todas
as interagoes dos atomos envolvidos no reagrupamento, para poder fazer uma com-
paragdo CG, a contribui¢cao nas RDFs apresentada por este hidrogénio do cation é
predominante. Por outro lado, no caso das simulagoes CG, nao existe o detalhe nas
beads que permita a identificacdo de ligagoes hidrogénio e, por isso, a contribuigao
da interacao eletrostatica entre a particula do cation e da membrana se torna do-
minante. Com isso, nas RDFs dos sistemas CG, é possivel perceber uma associagao
do cation a particula do grupo fosfato, carregada negativamente, que segue o perfil
delineado pelas simulagoes atomisticas. Além disso, a interacdo bem mais fraca com
as particulas dos acidos graxos, de tipo polar, se torna comparavel unicamente no
caso do cation HIM, ja que os OIM e DIM apresentaram uma associacao transi-
ente com a membrana. Assim, na presenca de resultados interessantes, porém nao
definitivos, permanece a pergunta ja formulada por Miiller [84]: quais sdo os graus
de liberdade e as interacoes relevantes que precisam ser mantidos na escala CG a
fim de apresentar a fisica essencial do sistema? Uma melhoria do mapeamento do

imidazdlio como discutido na sessao 5.1.1 podera dar mais luz sobre esta questao.

Concluindo, os resultados inéditos encontrados até o momento a respeito de
um primeiro modelo CG de insercao de liquidos idnicos na membrana plasmatica
apresentaram varios pontos satisfatérios, porém, uma vez que o modelo Martini
3.0 CG para liquidos i6nicos serd aprimorado, todas as simulagoes aqui apresenta-
das devem ser recalculadas, para poder evitar erros derivados da presenca de duas

parametrizacoes diferentes das particulas.
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6 Conclusao

O trabalho desenvolvido permitiu acrescentar a compreensao da estrutura
e organizacao tridimensional de liquidos idnicos puros e pares idnicos de contato
compostos por cations imidazolicos e anions imidazolatos. Primeiramente foram
analisados em detalhes as interagoes e os aspectos estruturais de seis cations com
diferentes graus de metilagao no anel em condigoes de dilui¢ao infinita. Foi demons-
trado com RDFs e SDFs como um par de contato é formado durante todo o tempo
de simulacao em cloroférmio e como as interagoes de nao-ligacao 7+ — 7™ e ligacoes
hidrogénios sdo fundamentais para entender a organizagao estrutural (e assim as
propriedades) desses ILs. O estudo foi estendido a véarios solventes comuns de dife-
rentes constantes dielétricas para poder entender o efeito da polaridade do solvente
sobre a organizacao estrutural dos ILs e assim a possivel reatividade dos mesmos
nestes meios. Foi demonstrado como a estrutura paralela entre os planos dos anéis
devido a interacoes 77 — w1 se transforma em uma interacao mais perpendicular,
devido a insercao de molécula de solventes polares entre os fons. Além disso, foi
percebido que nao sao s as interacoes eletrostaticas solvente-ions que determinam
a estabilidade do par; a organizacao do proprio solvente ao redor do par idnico as-
sume um papel importante, tdo grande que CIPs sao encontrados mais estaveis em
acetona em respeito ao diclorometano. As colaboragbes com grupos de pesquisa
experimentais confirmaram esta tendéncia, assim como permitiram identificar um
complexo supramolecular guest@host formado por uma molécula de dgua dentro da
rede de pares i6nicos, quando dissolvidos em cloroférmio. A interacao da dgua via
ligacoes hidrogénio com o anion e cation claramente interfere com a reatividade do
fluido. A agua confinada neste ambiente age como catalisador de reacoes de troca

H/D com o hidrogénio 4cido na posi¢ao C2.

Através das informagoes estruturais obtidas por andalise atomistica foi possi-
vel desenvolver uma primeira tentativa de modelo coarse-grained de ILs para poder
analisar as interagoes dos mesmos com as membranas biologicas, a luz da toxicidade
descoberta recentemente. O modelo CG, embora nao seja definitivo e ainda esta
em fase de desenvolvimento em colaboragdo com os seus criadores, apresentou re-

sultados satisfatérios no caso de pares ionicos, liquidos i6nicos puros e inseridos na
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membrana plasmatica. Os resultados obtidos até o momento refletem parcialmente
as caracteristicas de interagao cation-anion encontradas nas simulacoes atomisticas
de pares idnicos; as proprias simulacoes estao sendo usadas também para aprimo-
rar os parametros de interacao entre os beads e desenvolver uma melhor versao do
modelo Martini v. 3.0. No caso de liquidos i6nicos puros, os sistemas CG refletem
corretamente parametros tais como densidades e interagoes canalizadas por fungoes

de distribuicao radial.

No caso de simulagoes de cation imidazélicos com membranas bioldgicas,
em um primeiro momento foi demonstrada a validade da simulagao atomistica da
membrana e foi detalhada a andlise estrutural (area por lipidio, pardmetro de ordem,
distribuicdo angular, espessura) assim como as propriedades fisicas (coeficiente de
difusdo, energia de associa¢ao) da bicamada antes e depois da insercao dos cations
estudados. A partir dessas andlises, os modelos CG desenvolvidos foram testados e
avaliados, uma vez que nao existem sistemas similares na literatura. Os resultados se
demonstraram em boa concordancia com os sistemas atomisticos, embora deixando
bastante espaco para futuras melhorias e consideragoes. De forma geral, o modelo
coarse-grained apresentado pode constituir um primeiro passo na evolucao do estudo

de interacoes de liquidos ionicos da familia imidazélica com membranas plasméaticas.
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7 Perspectivas Futuras

A partir dos resultados obtidos até o momento, espera-se que num futuro
proximo se possa obter uma versao 3.0 do modelo Martini aprimorada, podendo
assim reavaliar as interagoes dos liquidos i6nicos em condigoes de dilui¢ao infinita
ou puros. Para esses fins, espera-se concluir e testar um modelo CG polarizavel, po-
dendo assim expor a capacidade de ligagoes hidrogénio apresentada pelo hidrogénio

na posi¢do C2 do anel imidazdlico.

Consequentemente, devem ser desenvolvidas simulagoes mais extensas com a
bicamada fosfolipidica, a fim de avaliar as mudancas nas propriedades fisico-quimicas
e dindmicas da membrana apoés inser¢ao dos ILs. Em primeiro lugar devera ser adi-
cionado mais de um cation imidazélico no sistema com a membrana, ja que nao foi
possivel perceber mudancas definitivas nas propriedades tais como tilt angle, area
per lipidio, e difusao devido somente a presenga de um tnico cation organico. Su-
cessivamente, deverd ser usado um modelo de membrana biolégica mais complexo,
apresentando diferentes lipidios e principalmente moléculas de colesterol, a fim de
gerar resultados comparaveis com eventuais experimentos. Além disso, o ambiente
de solvatagao da membrana, no momento definido unicamente por dgua, devera ser
aprimorado inserindo uma concentracao fisiolégica de ions, representados por ca.
0,15 M de Na™ e Cl~. Por fim, seria interessante inserir como contra-fon aniénico
uma molécula organica, também de interesse farmacéutico-bioldgico, como o salici-
lato, para poder perceber se hé interagdo em forma de pares de contato entre os dois

ions e se isso afeta a difusao dos mesmos através da membrana plasmaética.
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A Estruturas dos cations imidazolicos analisados

A.1 Cation 1,3 dimetil imidazdlio

atomo carga
N1 0,157
C2 -0,063
N3 0,157
C4 -0,197
H,
/QK C5 -0,197
HiC X —M3 | w6 o0
’ N - N 13

1 3 H7 0,259
5 4 H8 05259

H H
8 7 C9 -0,322
H10 0,170
1,3-dimetil im. Hil 0,170
(13im) s Ll
C13 '0a322
H14 0,170
H15 0,170
H16 0,170

Figura 43: Distribuicao de cargas do cation 1,3 dimetil imidazoélio obtida através de

calculo RESP ab initio.
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A.2 Cation 1,3,4 trimetil imidazélio

atomo carga
N1 0,197
C2 -0,118
N3 0,098
C4 0,256
Cs -0,392
H 2
H . 6 0,285
}\ C7 -0,298
7 N o N 11
L : H9 0,162
H10 0,162
Ho
C11 -0,389
s CH,
15 H12 0,185
1,3,4-trimetil im. H13 0,185
. H14 0,185
(134im)
C15 -0,443
H16 0,166
H17 0,166
H18 0,166
H19 0,265

Figura 44: Distribuicao de cargas do cation 1,3,4 dimetil imidazoélio obtida através

de calculo RESP ab initio.
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A.3 Cation 1,3,4,5 tetrametil imidazdlio

atomo carga

C1 0,115

N2 0,028

C3 -0,053

H4 0,256

C5 0,115

N6 0,028

H, C7 -0,296

. H8 0,164
H3C7\N$N/%H3 HY 0,164
>:< H10 0,164
. c11 20,296

H3C15 190H3 H12 0,164
1,3,4,5-tetrametil im. H13 0,164
(1345im ) Hi4 -0,164

C15 -0,448

H16 0,169

H17 0,169

H18 0,169

C19 -0,448

H20 0,169

H21 0,169

H22 0,169

Figura 45: Distribuicdo de cargas do cation 1,3,4,5 tetrametil imidazélio obtida

através de calculo RESP ab initio.
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A.4 Cation 1,2,3 trimetil imidazélio

atomo carga
N1 0,088
C2 0,293
N3 0,088
C4 -0,232
C5 -0,232
j:\H3 H6 0,271
; H7 0,271
3C\N N/CHs . -
= H9 0,164
5 -
H7 H 6 H10 0,164
1,2,3-trimetil im. H11 0,164
(123im) C12 -0,310
H13 0,164
H14 0,164
H15 0,164
C16 -0,424
H17 0,171
H18 0,171
H19 0,171

Figura 46: Distribuicao de cargas do cation 1,2,3 trimetil imidazolio obtida através

de calculo RESP ab initio.
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A.5 Cation 1,2,3,4 tetrametil imidazdlio

atomo carga
N1 0,087
2 0,267
N3 -0,004
C4 0,241
C5 0,411
H6 0,293
sCHa C7 0,237
5 HS 0,145
H3C— //g _—-CHs H9 0,145
7 N i N 11
; i H10 0,145
HH C11 -0,384
" 190H3 H12 0,173
H13 0,173
1,2,3,4-tetrametil im. H14 -0,173
C15 -0,373
(1234im)
H16 0,159
H17 0,159
H18 0,159
C19 -0,435
H20 0,163
H21 0,163
H22 0,163

Figura 47: Distribuicdo de cargas do cation 1,2,3,4 tetrametil imidazélio obtida

através de calculo RESP ab initio.
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A.6 Cation 1,2,3,4,5 pentametil imidazdlio

atomo carga
C1 0,082
N2 -0,053
C3 0,259
C4 0,082
N5 -0,053
C6 -0,203
H7 0,138
HS 0,138
H9 0,138

22CH3
)\ C10 -0,203

3
H H11 0,138
G

7, * s H12 0,138
>—< H13 0,138

1 4
H5C CH C14 0,412

318 w3
H15 0,160
1,2,3,4,5-pentametil im. H16 0,160
. H17 0,160
(12345im)

C18 -0,412
H19 0,160
H20 0,160
H21 0,160
C22 -0,289
H23 0,137
H24 0,137
H25 0,137

Figura 48: Distribuicao de cargas do céation 1,2,3,4,5 pentametil imidazélio obtida

através de calculo RESP ab initio.
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A.7 1-butil-2,3-dimetil imidazdlio

25C H3
H,C ;
3 12
NN
s 212 1 3
18
5 4
H H
(1b23im)
1-n-butil-2,3-diimetil im.

atomo carga atomo carga
N1 0,054 C15 -0,029
C2 0,404 H16 0,037
N3 0,018 H17 0,037
C4 -0,234 C18 0,148
C5 -0,243 H19 0,004
H6 0,280 H20 0,004
H7 0,272 C21 -0,321
C8 -0,239 H22 0,090
H9 0,145 H23 0,090
H10 0,145 H24 0,09
H11 0,145 C25 -0,658
C12 -0,138 H26 0,225
H13 -0,122 H27 0,225
H14 -0,122 H28 0,225

Figura 49: Distribuicao de cargas do cation 1-butil-2,3-dimetil imidazolio obtida

através de calculo RESP ab initio.
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A.8 Anion imidazolato

H6 atomo carga

2 N1 -0,705
NN 2 0,431
1 3 N3 -0,705
e — 3 C4 -0,048
H, H, C5 -0,048
imidazolato H6 -0,035
H7 0,055

(IMD) C8 0,055

Figura 50: Distribuicdo de cargas do anion imidazolato obtida através de calculo

RESP ab initio.
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B Mapeamento coarse-grained dos cations e mem-

brana fosfolipidica

B.1 Estrutura dos cations imidazdlicos

HyC
hexadecil- dodecil- octil- butil-
HIM DIM om BIM

octil-
oM

hexadecil-
HIM

butil-

DIM BIM

CH,

H,C )\ CHs
2 \N /;\f;l/

5 3

H H
Imidazdlio - AA

Imidazdlio - CG

Figura 51: Estrutura e mapeamento coarse-grained dos cations 1-hexadecil-3-metil

Im.(HIM), 1-dodecil-3-metil Im. (DIM), 1-octil-3-metil Im. (OIM) e 1-n-butil-3-

metil Im.

compoem o anel imidazdlico: TQz e SC6.
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(BIM). A carga positiva é distribuida unicamente entre as beads que



Tabela 7: Distribuicao de cargas no mapeamento coarse-grained dos cation inseridos
na membrana. Cada particula representa a soma das cargas dos atomos envolvidos,

calculada ab initio para o cation 1,3-dimetil imidazolio.

particula carga
TQz 0,407
TQz 0,407
SC6 0,186
SC3 0,0
SC1 0,0
SC1 0,0
SC1 0,0
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B.2 Estrutura do fosfolipidio 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-

3-fosfocolina (POPC)

a)
Oleoil (O

\/\/\/\/z\/\/\/\)J\O '
Colina
\/\/\/\/\/\/\/\H/O\/k/ojp/o\/\N“/
Palmitoil o Glicerol & I\

ZO 0-3

Gr. Fosfato

b)

Figura 52: Esquema do fosfolipidio POPC usado neste estudo a) atomistico e b)
mapeamento CG. Na estrutura atomistica sao evidenciados os oxigénios de interagao
preferencial com o anel imidazélico. 1: carbonila do acido graxo; 2-3: oxigénios
livre do grupo fosfato. No mapeamento CG sao evidenciados os tipos de particulas

utilizadas. A particula QO apresenta carga +1; a particula Qa apresenta carga -1.
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