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INTRODUGAO:

A agua é uma molécula abundante no planeta Terra e essencial para os seres vivos. No
entanto, apesar de ser muito comum, ela apresenta propriedades fisico-quimicas Unicas, algumas
delas tdo particulares que sdo chamadas de anomalias!?. Muitos estudos tém sido realizados
buscando compreender melhor essas anomalias, muitas das quais estdo associadas a formagéo
de ligagdes de hidrogénio. No caso de solugbes aquosas, observa-se a interferéncia nas interagoes
de hidrogénio das moléculas de agua devido a adi¢cdo de solutos, e consequentemente, ao seu
efeito nessas propriedades.>*

Um desses comportamentos andbmalos da agua € a presenca de uma temperatura de
maxima densidade (TMD) em torno de 4°C (277,15K), que decorre da inversao do coeficiente de
dilatacéo térmica a essa temperatura®®. Essa é uma propriedade importante para diversas areas,
como a havegacgdo e, armazenamento de produtos e ao entendimento de sistemas biologicos.
Estudos anteriores revelam que h& um decréscimo linear da TMD com a adi¢cdo dos aminoacidos
L-triptofano, L-histidina, L-fenilalanina e L-prolina como solutos’.

A fim de reproduzir as condigBes experimentais de forma eficiente e econdmica, tem sido
cada vez mais comum a aplicacdo de métodos computacionais em sistemas de interesse?. Um
desses métodos é a simulacdo de dindmica molecular, que pode ser usado no calculo de
propriedades termodindmicas. O método consiste em representar os atomos e moléculas como
particulas newtonianas. Dessa forma, o0 comportamento dinAmico de um sistema com muitas
particulas é simulado pela integracdo numérica das equacdes de movimento dos objetos
microscopicos no dominio do tempo. A partir dos resultados, aplica-se ferramentas de mecéanica
estatistica para se obter propriedades macroscopicas como pressao, temperatura, energia interna,
volume e densidade®. Os resultados das simulacdes dependem fundamentalmente dos modelos
utilizados para representar as interacfes moleculares, os chamados campos de forca.

No que se refere a agua, existem diversos modelos que sdo empregados de acordo com a
exatiddo fornecida para uma dada propriedade que se deseja estudar. Os modelos para agua
divergem, principalmente, nos valores para os parametros de interacdo e no numero de sitios. No
caso do modelo SPC/E, segue-se a representacao intuitiva da 4gua com trés sitios, um para cada
atomo®. Porém, para o estudo de algumas outras propriedades, a precisdo pode ser aumentada
através da inclusao de sitios virtuais de interacao, que permitem uma melhor distribuicdo de cargas
eletrostaticas, como o modelo TIP4P com quatro sitios®, e TIP5P, com cinco sitios®.
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Neste trabalho, o estudo da TMD das solu¢des de cinco aminoacidos foi realizado através
de simulagbes de dindmica molecular utilizando os modelos SPC/E e TIP4P para a agua. Os
aminodcidos estudados foram prolina, fenilalanina, histidina e triptofano. Teve-se como objetivo,
investigar a aplicabilidade dos métodos de dindmica molecular ao estudo da TMD, assim como
comparar o desempenho dos modelos de agua mencionados.

METODOLOGIA:

As simulacdes foram realizadas usando o pacote de simulacdo GROMACS 2018 e as
configuracdes iniciais foram geradas utilizando o software PACKMOL!. Os sistemas foram
submetidos a uma etapa de minimizacdo de energia e uma etapa de equilibracdo térmica com
geracdo de velocidades. A equilibracao térmica foi realizada no conjunto NVT durante 1 ns utilizando
o termostato de Nosé-Hoover. Em seguida, para 0s casos com agua pura, o sistema foi simulado
no conjunto NPT por 6 ns, enquanto para as solucées de aminoacidos o tempo de simulacao foi de
3 ns, utilizando o termostato de Nosé-Hoover e o barostato de Parrinello-Rahman. O passo de
integragéao foi de 0,5 fs.

As variaveis termodindmicas dos sistemas foram calculadas a partir dos resultados da
simulacdo usando a ferramenta energy do GROMACS. Avaliando o comportamento dinamico da
energia potencial, energia cinética, pressao, volume e temperatura, constatou-se que elas atingiram
médias constantes apds 1 ns. Dessa forma, apenas os 2 ns finais da etapa NPT foram considerados
como produgéo e usados no céalculo da densidade do sistema.

Como a literatura aponta valores de TMD de 241 K e 253 K para os modelos SPC/E e TIP4P,
respectivamente®, as faixas de temperatura para cada um dos modelos foram de 238 K a 245 K
para o SPC/E e de 250 K a 256 K para o TIP4P. A temperatura foir variada de 5 em 5 K e a presséo
foi mantida constante a 1 bar. Para alguns casos, foi necessario realizar simulagdes em
temperaturas adicionais devido ao deslocamento da TMD causado pela presenga do soluto. A
densidade também foi calculada utilizando a ferramenta energy do GROMACS.

Para avaliar o comportamento da TMD em funcdo da molalidade da solugéo, utilizou-se,
para cada sistema, uma determinada quantidade de moléculas de aminoacidos e de solvente.
Devido ao alto custo computacional de simular sistemas com grande nimero de moléculas, foram
simuladas apenas quatro concentracdes, que ndo necessariamente iguais aquelas encontradas na
literatura’. Variaram-se o nimero total de moléculas e a quantidade de aminoacidos de forma que
as concentracdes investigadas respeitassem o limite de solubilidade de cada aminoacido. A
molalidade das solu¢des foi calculada dividindo o nimero de moléculas de soluto pelo produto entre
0 numero de moléculas do solvente e sua massa molecular. Os aminoacidos foram modelados
utilizando o campo de forga OPLS-AA/M*3,

Utilizou-se o software gnuplot para determinar a TMD, aproximando o comportamento dos
resultados de densidade da simulagéo em fung&o da composicao por uma parabola. Com base nos
coeficientes obtidos neste ajuste, a TMD foi calculada como o vértice da pardbola. A diferenca entre
as TMDs da agua pura e das solu¢gfes de aminoacidos (ATMD) para cada composicdo e modelo
de agua foram determinadas e a variagdo da ATMD com o aumento da concentracado foi ajustada
por uma reta.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

Para as simulacdes da agua pura as TMDs obtidas foram 247,41 K para o SPC/E e
255,97 K para o TIP4P. Como esses valores foram diferentes dos valores experimentais
encontrados na literatura, adotou-se a diferenca entre as TMDs das solucdes e do solvente puro
(ATMD) como critério para investigar o efeito dos aminoacidos sobre a variacao desta propriedade
com o aumento da concentragdo e para a comparacao dos diferentes modelos de agua.

Dessa forma, foram realizadas as simula¢des das solu¢des de aminoécidos e aos resultados
foi ajustada uma parabola a fim de calcular a TMD. A Figura 1 exemplifica esses resultados para a
solucéo contendo 0,083 mol.kg? de fenilalanina para ambos os modelos de agua.
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Figura 1: pontos das simulagdes e fung¢do polinomial para a solugéo de fenilalanina com 15 moléculas para os modelos SPC/E e

Como se pode observar, a fungdo quadrética se ajusta bem aos pontos calculados a partir
das simulaces, sendo que os valores de densidade apresentaram valores variaveis de erro. Para
o caso do SPC/E, o ajuste quadratico revela que a TMD esta em 244,49 K, enquanto para o TIP4P,
ele estd em 254,17 K, de forma que € possivel notar que ha uma diferenca entre os valores dos
casos para agua pura e das solugdes de aminoacidos e entre os proprios modelos. Tendéncias
similares foram observados para os demais aminoacidos, exceto para as simulagfes das solucdes
de prolina com molalidade de 2,921 mol.kg™?, que nédo apresentaram um ponto de maximo. Os
resultados de ATMD para os modelos SPC/E e TIP4P sado apresentados nas Tabelas 1 e 2,

TIP4P.

respectivamente.
SPC/E
Prolina Fenilalanina Histidina Triptofano

Molalidade ATMD Molalidade ATMD Molalidade ATMD Molalidade | ATMD
mol.kg* K mol.kg? K mol.kg* K mol.kg? K
0,279 -3,80 0,028 -2,42 0,056 1,43 0,014 0,34
0,561 -16,39 0,055 -2,39 0,111 -1,93 0,028 0,44
0,845 -20,98 0,083 -2,92 0,167 -2,80 0,042 -0,01
2,921 - 0,111 0,054 0,223 -2,14 0,056 -1,55

Tabela 1: Molalidades e diferengas entre as TMDs da dgua pura e das solugdes de aminodcidos para a prolina, fenilalanina,
histidina e triptofano para o modelo SPC/E.

TIP4P
Prolina Fenilalanina Histidina

Molalidade ATMD Molalidade ATMD Molalidade ATMD

mol.kg? K mol.kg? K mol.kg*! K

0,279 -5,85 0,028 -0,44 0,056 -0,43

0,561 -7,84 0,055 -1,64 0,111 -3,39

0,845 -12,72 0,083 -1,80 0,167 -2,80

2,921 - 0,111 -1,41 0,223 -6,04

Tabela 2: Molalidades e diferengas entre as TMDs da dgua pura e das solugdes de aminodcidos para a prolina, fenilalanina e
histidina para o modelo TIP4P.

Nota-se que, de modo geral, 0 modulo da ATMD tende a aumentar com a molalidade dos
aminoacidos para os dois modelos de agua. Os valores dessa variacdo da TMD sao diferentes
guando observado o mesmo aminoacido com o modelo SPC/E e TIP4P, porém, as tendéncias séo
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similares, sendo a prolina 0 que apresenta a maior queda da TMD para ambos os modelos, seguido
pela histidina, fenilalanina e triptofano, que apresenta os maiores valores de ATMD.

Com o0 ajuste do comportamento da ATMD em funcdo da molalidade por uma reta,
obtiveram-se valores dos coeficientes angulares (a) utilizando a TMD da agua pura daquele modelo
como coeficiente linear. Dessa forma, a, em K.kg.mol?, representa a variagdo da ATMD com a
molalidade. Com base nesses valores, comparou-se os resultados de simulacdo com os dados
experimentais da literatura®, avaliando a capacidade dos modelos utilizados em capturar o efeito
causado pela presenca dos aminoacidos. Um valor negativo de a indica que a temperatura de
méxima densidade diminui conforme aumenta a concentracdo do soluto na solugéo. O gréfico da
Figura 2 apresenta um comparativo entre 0s ajustes lineares dos pontos para a histidina
encontrados na literatura e pelos modelos SPC/E e TIP4P.
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- Troncoso 2019 HIS =
1+ SPC/E HIS 1
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Troncoso 2019 HIS

ATMD/ K

-7 1 1 1 I
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Figura 2: ajustes lineares para a varia¢do da temperatura de mdxima densidade para histidina segundo o modelo SPC/E, TIP4P e
experimental.

Analisando as retas, percebe-se uma redugdo do ATMD em funcado da molalidade para
ambos os modelos, 0 que é consistente com o descrito na literatura e que o modelo TIP4P melhor
se aproximou do resultado experimental que o modelo SPC/E. No entanto, é evidente que o erro
associado aos pontos experimentais € menor do que aqueles obtidos por simulagéo, uma vez que
estes apresentaram elevada disperséo.

O comportamento observado para a histidina € similar ao observado para os demais
aminoacidos. Em um comparativo geral, os valores de a para cada modelo e suas respectivas
incertezas foram apresentados na Tabela 3.

a / K.kg.mol*
Aminoécidos Literatura’ SPC/E TIP4P
Prolina -9,85+ 0,08 -19,94 + 4,69 -17,94 £ 2,11
Fenilalanina -13,87 £ 0,14 -25,10 + 14,76 -17,65 £ 2,17
Histidina -15,93 £ 0,05 -6,70 + 8,33 -15,34 £ 4,20
Triptofano -16,4 £ 0,04 1,21 £5,16 -

Tabela 3: Valores dos coeficientes angulares das retas que descrevem a variagdo da TMD com relagdo a concentragdo da solugéo e
seus respectivos erros.

Nota-se que, para todos o0s casos, 0 coeficiente angular das retas é negativo. Esse
comportamento sO ndo é observado para as solucdes de triptofano no modelo SPC/E. No entanto,
a incerteza para esse coeficiente € maior que o valor obtido para ele, 0 que sugere que seriam
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necessarias mais simulagbes em diferentes concentracdes, ou mesmo aumentar o tempo de
simulacdo, para se obter maior confiabilidade no resultado. O mesmo comentério € valido, em
menor grau, para as outras simulagdes, especialmente para os aminoacidos histidina e fenilalanina.
Assim, observa-se um desempenho qualitativo razoavel para as simula¢cdes com o modelo
TIP4P. J& o modelo SPC/E, apesar de também apresentar que a TMD diminui com aumento da
molalidade, observa-se uma menor consisténcia em relagéo aos valores experimentais. No entanto,
nos dois casos, as incertezas sao significativas, o que ndo ocorre com 0s pontos experimentais.
Idealmente, simulacbes mais longas deveriam ser usadas, fornecendo informagbes mais
contundentes sobre o comportamento da TMD Essa questao seré tratada em trabalhos futuros.

CONCLUSOES:

A simulacdo de dindmica molecular mostrou-se capaz de fornecer dados sobre a TMD de
solucBes aquosas de aminoacidos, sendo que o modelo TIP4P apresentou resultados ligeiramente
mais confiaveis. A tendéncia de deslocamento da TMD nas solu¢des de aminoécidos investigadas
apresentou um comportamento qualitativo semelhante aos resultados experimentais encontrados
na literatura, no entanto, os valores de coeficiente angular calculados diferem significativamente.
Esses desvios possivelmente estdo associados a qualidade estatistica dos resultados obtidos por
simulacao e conclusdes definitivas dependem de novos estudos.
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