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RESUMO

Neste trabalho, investigou-se o efeito do liquido i6nico biocompativel
colinio-aspartato sobre a estabilidade estrutural de uma fita de DNA em diferentes
condi¢des de temperatura, utilizando simula¢des de dindmica molecular com o
pacote GROMACS. Para isso, foram analisados parametros estruturais e
interativos, incluindo o desvio quadratico médio (RMSD), o raio de giro (Ryg), o
numero de ligagdes de hidrogénio e as distancias maximas e minimas entre pares
de residuos da biomolécula. Os resultados mostraram que, em temperaturas
moderadas (298K e 370K), a presenga do liquido i6nico ndo comprometeu a
integridade da dupla hélice, mantendo interagdes essenciais como as ligagdes de
Watson-Crick. Entretanto, em condic¢des extremas (470K), observaram-se maiores
flutuagdes conformacionais, reduc¢ao na persisténcia de ligagdes de hidrogénio e
variacdo significativa nas distdncias entre residuos, indicando aumento da
flexibilidade estrutural. Esses achados sugerem que o liquido i6nico colinio-
aspartato atua de forma dual: preserva a estabilidade do DNA em condigdes
brandas, mas em temperaturas elevadas modula sua resposta conformacional,
favorecendo rearranjos locais. Os resultados contribuem para a compreensao do
papel de liquidos idnicos derivados de biomoléculas em sistemas bioldgicos,
destacando seu potencial em aplicagdes biotecnologicas e no armazenamento de

material genético.

Palavras-chave: Dinamica molecular, DNA, Liquidos i6nicos, Colinio-aspartato,

Estabilidade estrutural



ABSTRACT

In this work, the effect of the biocompatible ionic liquid choline aspartate on
the structural stability of a DNA strand under different temperature conditions was
investigated using molecular dynamics simulations with the GROMACS package.
Structural and interactive parameters were analyzed, including the root mean
square deviation (RMSD), radius of gyration (Rg), number of hydrogen bonds,
and the maximum and minimum distances between DNA residue pairs. The results
showed that, at moderate temperatures (298K and 370K), the presence of the ionic
liquid did not compromise the integrity of the double helix, preserving essential
interactions such as Watson-Crick hydrogen bonds. However, under extreme
conditions (470K), greater conformational fluctuations, reduced persistence of
hydrogen bonds, and significant variations in residue distances were observed,
indicating increased structural flexibility. These findings suggest that choline
aspartate acts in a dual manner: it preserves DNA stability under mild conditions,
but at elevated temperatures it modulates its conformational response, favoring
local rearrangements. The results contribute to a better understanding of the role
of biomolecule-derived ionic liquids in biological systems, highlighting their

potential in biotechnological applications and genetic material storage.

Keywords: Molecular dynamics, DNA, Ionic liquids, Choline aspartate,
Structural stability.
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1. INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, os liquidos idnicos (ILs) tém despertado grande
interesse na comunidade cientifica como alternativas promissoras frente a
solventes organicos convencionais e até mesmo a agua. Isso se deve as suas
propriedades fisico-quimicas vantajosas, como baixa toxicidade, pressao de vapor
praticamente nula, alta estabilidade térmica e quimica, além de elevada
condutividade elétrica (HE et al., 2006; HUDDLESTON et al., 2001; WELTON,
1999). Gracas a essas caracteristicas, os liquidos i6nicos t€ém sido aplicados em
diversas areas da quimica e engenharia, incluindo sintese organica (ZHOU;
ANTONIETTI, 2003), catalise (OLIVIER et al., 2010, WASSERSCHEID;
KEIM, 2000), processos de separacdo (ANDERSON et al., 2002; BLANCHARD;
BRENNECKE, 2000), eletroquimica (FUKUMOTO; YOSHIZAWA; OHNO,
2005; (LEONE et al., 2000) e adsorcao de gases (SISTLA; KHANNA, 2014),
demonstrando sua versatilidade como meio reacional e funcional.

Os liquidos i6nicos (ILs) sao compostos formados exclusivamente por ions
e, em geral, apresentam cations organicos assimétricos contendo nitrogénio ou
fosforo em sua estrutura (TRUJILLO-RODRIGUEZ et al., 2019). O primeiro
liquido 16nico descrito na literatura foi o nitrato de etilamonio, reportado por Paul
Walden em 1914 (MORTON; HAMER, 2017). Duas décadas apds essa
descoberta, em 1934, foi registrada a primeira patente envolvendo ILs, a qual
relatava sua utilizacdo na dissolugdo de celulose com um sal a base de amonio.
Esse marco representou um avango significativo para a época, contribuindo para
o aumento do interesse cientifico na area (PLECHKOVA; SEDDON, 2008).
Assim, esses estudos apresentam uma visdo abrangente sobre a evolugdo historica
dos liquidos i6nicos, desde suas primeiras aplicagdes até sua consolidacdo no
cenario industrial contemporaneo, incluindo o surgimento de grandes
fornecedores comerciais de ILs.

A baixa citotoxicidade e a capacidade de biodegradag¢do observadas em
muitos ILs fazem deles excelentes candidatos para aplicagdes que envolvem
biomoléculas. Diversos estudos, tanto experimentais quanto tedricos, relatam que
os ILs podem afetar diretamente propriedades importantes como a estabilidade, a

atividade e o



comportamento estrutural de moléculas bioldgicas, incluindo DNA, proteinas e
enzimas (PILLAI et al., 2018; RESLAN et al., 2018; HAQUE et al., 2017). Essas
caracteristicas tornam os ILs compostos altamente versateis, com potencial de
aplicacdo em areas como a saude no desenvolvimento de farmacos e sistemas de
liberacao controlada até pesquisas computacionais, como simulagdes de dindmica
molecular voltadas ao entendimento de interagdes intermoleculares e
propriedades fisico-quimicas de sistemas biologicos.

Além disso, os liquidos 16nicos podem ser classificados em diferentes tipos
conforme a sua composi¢ao idnica e propriedades, tais como liquidos i6nicos
proéticos, aproticos e derivados de biomoléculas (Tabela 1). Os liquidos i6nicos
proticos (PILs) resultam da transferéncia de prdtons entre acidos e bases,
apresentando sintese simples e boa condutividade protonica (SKARPALEZOS et
al., 2021). Ja os liquidos i0nicos apréticos (AlLs) sdo formados por cations
organicos volumosos e anions estaveis, com baixa volatilidade e ampla janela
eletroquimica, garantindo alta estabilidade fisico-quimica (M. S. S. ESPERANCA
et al., 2009).

Por fim, os liquidos i6nicos derivados de biomoléculas (Bio-ILs) obtidos a
partir de colina, aminoacidos, agucares ou acidos graxos oferecem maior
biocompatibilidade e biodegradabilidade, sendo promissores para aplicagdes em
sistemas bioldgicos (DHATTARWAL; KASHYAP, 2023) (GOUVEIA et al.,
2014). As propriedades dos ILs podem ser ajustadas por modifica¢des estruturais
no cation como variacdo do nucleo, comprimento e ramificacdo das cadeias
alquilicas ou inser¢ao de grupos funcionais e na escolha do anion, que pode ser
organico ou inorganico, com diferentes polaridades e estabilidade térmica.

Dessa forma, a combinagdo estratégica de cations e anions, ou até a mistura
de liquidos 10nicos distintos, permite o desenvolvimento de materiais sob medida
para diversas aplicagdes, desde processos cataliticos e separagdes até
biotecnologia (WELTON, 2018) (KAUR; KUMAR; SINGLA, 2022). Para
entender melhor as diferentes caracteristicas e aplicagdes dos liquidos i0nicos, ¢
importante analisar como suas estruturas quimicas influenciam suas propriedades
fisico-quimicas e seu desempenho em processos industriais e biotecnoldgicos.
Enquanto liquidos i0nicos derivados de biomoléculas apresentam maior

biocompatibilidade e biodegradabilidade, muitos liquidos i6nicos tradicionais,



especialmente os aproticos com cations volumosos e anions sintéticos, podem
apresentar toxicidade e baixa biodegradabilidade, o que limita seu uso em
sistemas biologicos e ambientais sensiveis. Essa distingdo refor¢a a importancia
do desenvolvimento racional de liquidos ionicos adaptados as necessidades
especificas, equilibrando eficiéncia tecnoldgica com aspectos ambientais e de

seguranga.



Tipo de Liquido Ionico

Tabela 1.1. Classificagao, tipos e ajustes estruturais de ILs.

Origem/Estrutura

Exemplos

Possiveis Ajustes Estruturais

Proético (PIL)

Aprético (AIL)

Derivado de Biomoléculas

(Bio-IL)

Transferéncia de prétons
entre 4acido e base de

Bronsted—Lowry

Cation organicos
volumosos + anions
estaveis

Componentes naturais

como colina, aminoacidos,

acucares, acidos graxos

Etilamoénio nitrato; sais de

amonio com
organicos
[Bmim][BF.],

[Bmim][PFs],

acidos

liquidos

16nicos de fosfonio

[Ch][Asp],

colina lactato

Fonte: Autor, 2025.

[Ch][Glu],

Alterar 4cido/base para ajustar acidez,

condutividade e estabilidade

Mudar nucleo do cation (imidazolio, piridinio,
fosfonio, amonio), comprimento de cadeia
alquilica, funcionaliza¢do do cation/anion

Escolher diferentes anions de biomoléculas,
modificar grupos funcionais para melhorar

solubilidade e compatibilidade



Embora os liquidos ionicos apresentem propriedades fisico-quimicas que os
tornam atrativos para uma ampla gama de aplicagdes, nem todos esses compostos sao
ambientalmente seguros ou compativeis com sistemas biologicos. Uma parcela
significativa dos liquidos i6nicos atualmente disponiveis ¢ formada por combinagdes de
cations e anions que conferem alta estabilidade e desempenho, mas que também
resultam em toxicidade elevada e baixa biodegradabilidade. Esses liquidos i6nicos,
classificados como nao biocompativeis, podem apresentar riscos ambientais e
biologicos significativos, sendo fundamental compreender suas limitagdes e impactos
antes de sua aplicagdo em contextos sensiveis, especialmente em processos que
envolvem organismos vivos ou sistemas naturais.

Apesar das inimeras aplica¢des industriais e cientificas dos liquidos i6nicos (ILs),
seu uso em larga escala levanta preocupagdes ambientais e toxicoldgicas. Muitos ILs
convencionais apresentam baixa biodegradabilidade e podem permanecer no ambiente
por longos periodos, acumulando-se em ecossistemas sensiveis. Pesquisas indicam que
a composicdo ionica exerce papel fundamental na toxicidade, podendo afetar desde
microrganismos até organismos de niveis troficos superiores, comprometendo fungdes
ecologicas essenciais (PETKOVIC etal., 2011; ZHU et al., 2016).

A presenga de ILs em ambientes aquaticos pode desencadear diferentes mecanismos
de impacto, incluindo mortalidade de organismos, alteracdo de taxas populacionais,
modificacdo de interagdes entre espécies € mudangas nos ciclos biogeoquimicos. Além
disso, alguns ILs demonstraram potencial de bioacumulacao, atingindo niveis troficos
mais altos e ampliando seus efeitos ao longo da cadeia alimentar (PHAM et al., 2010;
PETKOVIC et al., 2011). Esses efeitos podem ser intensificados quando os ILs sio
liberados de forma continua ou acidental em ambientes naturais.

Estudos in vitro e in vivo demonstram que a toxicidade dos ILs varia conforme a
estrutura do cation e do anion, bem como o comprimento € a natureza das cadeias
laterais. Cations imidazdlicos com cadeias longas, por exemplo, tendem a apresentar
maior toxicidade em organismos aquaticos, enquanto alguns anions fluorados sdo
particularmente persistentes no ambiente (ZHU et al., 2016). Essa variabilidade reforga
a importancia de compreender a relagdo estrutura-atividade para prever e mitigar riscos

ambientais.



Devido a essas propriedades adversas, a aplicagdo de ILs tradicionais em contextos
que envolvem contato direto com biomoléculas, como proteinas, DNA e enzimas, pode
ser restrita. A instabilidade de alguns biopolimeros na presenca de ILs altamente
hidrofébicos ou com forte carater disruptivo compromete sua viabilidade em sistemas
biotecnoldgicos sensiveis. Nessas situagdes, a escolha inadequada da composicao idnica
pode levar a desnaturagdo, perda de funcdo e até degradagdo das biomoléculas-alvo
(PETKOVIC et al., 2011).

Diante desses desafios, cresce o interesse pelo desenvolvimento de ILs mais seguros
e ambientalmente sustentaveis. Estratégias incluem a substitui¢do de cations e anions
convencionais por ions derivados de biomoléculas, o encurtamento de cadeias alquilicas
e a eliminacdo de anions fluorados persistentes. Essas modificagdes visam equilibrar
desempenho técnico e compatibilidade ambiental, reduzindo a toxicidade sem
comprometer as propriedades fisico-quimicas desejadas (ZHU et al., 2016; PHAM et
al., 2010).

Nesse cenario de crescente interesse por aplicagdes mais sustentaveis e
compativeis com sistemas vivos, uma nova classe de liquidos idnicos tem sido
desenvolvida com foco na sustentabilidade e na biocompatibilidade. Sdo os chamados
liquidos i6nicos biocompativeis (Bio-ILs), obtidos a partir de compostos naturais ou de
moléculas reconhecidas por sua baixa toxicidade, como principios ativos farmacéuticos.
Devido a possibilidade de ajuste de suas propriedades fisico-quimicas conforme a
aplicacdo desejada, esses materiais vém se destacando como alternativas promissoras
em diferentes areas cientificas (TZANI et al., 2022).

Dessa forma, um dos liquidos i6nicos que apresenta as propriedades desejadas sao
aqueles a base de colinio (ChILs), composto essencial no metabolismo humano e
integrante da vitamina B4. Esses liquidos idnicos sdo comumente formados pela
combinagdo do colinio com anions provenientes de aminoacidos, acidos organicos ou
metabolitos naturais, como aspartato, glutamato e lactato (SINDHU; KUMAR;
VENKATESU, 2022), sendo o colinio e o anion correspondente representados na Figura

1.1.



Figura 1.1. Representagao tridimensional dos ions colinio (a) e aspartato (b).

Fonte: Autor, 2025.

O colinio é um nutriente essencial que desempenha papel fundamental em diversos
processos biologicos. Ele atua como precursor da acetilcolina, um neurotransmissor
essencial para fungdes cognitivas e musculares, e participa na sintese de fosfolipidios,
como a fosfatidilcolina, que compdem as membranas celulares. Além disso, esta
envolvido no metabolismo de lipidios e na metilagdo de biomoléculas, sendo crucial
para a integridade estrutural e funcional das células (ZEISEL; DA COSTA, 2009). Sua
ocorréncia natural no organismo e baixa toxicidade fazem dele um candidato ideal para
a formulacao de liquidos i6nicos com potencial biocompativel.

Quimicamente, o colinio é um céation quaternario de amonio [CsHsNOJ",
caracterizado por uma cabegca polar carregada positivamente e uma cadeia etilica curta
ligada a um grupo hidroxila. Essa estrutura confere ao colinio alta solubilidade em agua
e boa capacidade de interagdo por ligagdes de hidrogénio, especialmente com anions de
origem bioldgica. Além disso, sua estabilidade quimica e térmica permite sua aplicagdo
em diferentes condi¢des experimentais, sem degradacdo significativa (SINDHU;
KUMAR; VENKATESU, 2022). Essas propriedades também contribuem para reduzir
os impactos ambientais associados aos liquidos 10nicos tradicionais.

Os liquidos i6nicos a base de colinio (ChlLs) sdo geralmente obtidos pela
combinagdo do cation colinio com anions derivados de biomoléculas, como
aminoacidos (aspartato, glutamato), é4cidos organicos (acetato, lactato) e outros
metabolitos naturais. Essa escolha de anions visa ndo apenas aumentar a
biocompatibilidade do composto, mas também fornecer funcionalidades quimicas
especificas, como grupos carboxilato capazes de interagir seletivamente com
biomoléculas. Dependendo da escolha do anion, ¢ possivel ajustar parametros como
hidrofobicidade, viscosidade e capacidade de solvatagdo, tornando os ChILs adaptaveis

a diferentes aplicagoes (VENTURA et al., 2017).



Uma das principais vantagens dos ChILs ¢ sua capacidade de estabilizar
biomoléculas, como proteinas e acidos nucleicos, em condigdes que normalmente
promoveriam sua desnaturagdo. Estudos indicam que certos ChlLs podem proteger a
estrutura do DNA contra efeitos adversos de variacdes de temperatura, pH e forca
i0nica, além de reduzir processos de agregacdo e degradagao (SINDHU; KUMAR;
VENKATESU, 2022).

No contexto deste trabalho, o uso de colinio combinado com o aspartato, representa
uma abordagem estratégica para o estudo das interacdes entre liquidos i6nicos e
biomoléculas, especificamente o DNA. A escolha desse par ionico busca unir a
estabilidade quimica e a baixa toxicidade do colinio com a capacidade do aspartato de
estabelecer multiplas interacdes eletrostaticas e de hidrogénio. Essa combinagdo cria
um microambiente potencialmente mais estavel e menos agressivo para a fita de DNA,
possibilitando investigar, por meio de dindmica molecular, os efeitos estruturais ¢ de

estabilidade decorrentes dessa interagao.

OBJETIVOS

Avaliar, por meio de simulagdes de dinamica molecular, o efeito do liquido i6nico

biocompativel [Ch][Asp] sobre a estabilidade estrutural e conformacional de uma fita

de DNA em diferentes condi¢des de temperatura, visando compreender seu potencial
modulador em sistemas biologicos e suas possiveis aplicagdes em biotecnologia.
Para alcancar esses propdsitos os objetivos especificos foram:

1. Construir um sistema [Ch][Asp] que interaja com o DNA e outro sistema apenas
com agua afim de simular os efeitos interativos dos liquidos idnicos em
temperaturas variadas.

2. Avaliar propriedades estruturais do [Ch][Asp], e o perfil interativo para cada um dos

sistemas montados.



3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Dinamica Molecular classica

A dinamica molecular (DM) classica ¢ uma técnica baseada nos principios da
mecanica estatistica, utilizada para explorar o espago de fase por meio da evolugdo
temporal dos sistemas simulados. Essa evolucao ¢ obtida pela resolu¢ao numérica das
equagoes de movimento da mecanica classica. A metodologia faz uso de ensembles
termodinamicos, que permitem a estimativa de propriedades macroscopicas e o
acompanhamento de fendmenos microscopicos ao longo do tempo.

Para garantir a confiabilidade dos resultados obtidos por DM, ¢ fundamental que a
simulagdo seja suficientemente longa para permitir que o sistema atinja, em média, o
estado mais provavel ou que multiplas réplicas independentes sejam executadas. Ambas
as abordagens tém como objetivo garantir uma amostragem representativa do espaco de
fase, assumindo que o sistema seja de carater uniforme e que a distribuigdo estatistica
se mantenha constante ao longo das trajetorias simuladas (TUCKERMAN, 2010).

A utilizagdo da dinamica molecular classica se baseia na aproximagao de Born-
Oppenheimer, que permite separar o movimento dos nucleos ¢ dos elétrons. Essa
aproximacao considera que os elétrons respondem instantaneamente as mudancgas nas
posicdes nucleares, permitindo que os dtomos sejam tratados como particulas com
massa (m;), carga parcial (q;) e raio de van der Waals (0;) (ALLEN; TILDESLEY, 2017;
BORN; OPPENHEIMER, 1927).

A modelagem das intera¢des moleculares dentro de uma simulagao por DM ¢ feita
por meio de campos de forga, que sdo conjuntos de fungdes matematicas e parametros
ajustados para reproduzir propriedades experimentais. A energia potencial total (Vyorar)
de um sistema ¢ descrita pela soma de contribuicdes de interacdes ligadas como os
potenciais de estiramento (V;;;) de ligagdes, angulos de flexdo (V,y¢) € torcdes (Vrogr)

e interagdes ndo-ligadas e eletrostaticas (Vg grr) € dispersivo/repulsivo (Vbisp) (BAYLY
REP

et al., 1995; MACKERELL; BANAVALI; FOLOPPE, 2000). No presente trabalho, foi
utilizado o campo de forca OPLS-AA (Optimized Potentials for Liquid Simulations all-
atom), (JORGENSEN; MAXWELL; TIRADO-RIVES, 1996), dado por

VroraL = 2ie1 Vi + Vang + Vror + VeLerr + Voise (3.1.1)

REP



Em que,

Vi = Zi,j=1§Kr (rij — L) (3.1.2)
N 1 0
VanG = Zi,j=1EKr(eijk — eijk)z, (3.1.3)

Vror = Z%\,Ij,k,lzl[cl(l + cos(d)) + Cx(1 — cos(2¢)) +
C3(1 — cos(39))], (3.1.4)

N
1 qiq;
VELETR = Z fij ——— ) (3.1.5)
= 4TE ) €, 1;
Vbisp = Z defi (( vtz _ (28 ”) ) (3.1.6)
REP =1

O processo de amostragem na Dindmica Molecular classica (DM) comega com a
atribui¢do de velocidades iniciais aos atomos que compdem o sistema. Caso a estrutura
inicial tenha sido gerada previamente em outra simulagado, essas velocidades ja estarao
definidas; do contrario, os valores iniciais sdo ajustados ao longo da etapa de
equilibragdo termodinamica.

Durante a equilibracdo, as condi¢cdes de temperatura e pressao sao aplicadas ao
sistema, e as velocidades dos atomos sdo atribuidas de forma aleatoria conforme a
distribuicdo de Maxwell-Boltzmann. Essa distribui¢do garante que os atomos
apresentem valores de velocidade compativeis com a temperatura do sistema, descrita

pela fungao:

p(vi) = (an;lc;T)

N W

miv; 317
exp 2k T (3.1.7)
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Em seguida, utiliza-se um algoritmo integrador para atualizar continuamente as
posicdes e velocidades das particulas. Esses novos valores sdo calculados a partir das
informacdes de posicao, velocidade e forcas do passo anterior, seguindo as leis da

mecanica classica. Assim, o movimento dos dtomos pode ser descrito pelas equagdes:

a .
F; = %, (3.1.8)

P;(t + At) = P;(t — At) + F;(t)At, (3.1.9)
r(t+At) = 7(6) + - (¢ + ADAL,  (3.1.10)

a—— 3.1.11)

- _l
ari

Ao final do processo de simulagdo, sdo obtidos todos os valores relacionados as
forcas que atuam sobre cada &tomo, bem como as energias potencial e cinética, a pressao
e a temperatura do sistema. Esses parametros sdo calculados continuamente ao longo
do tempo de simulac¢do até que o periodo estipulado seja concluido. A partir desses
dados, ¢ possivel aplicar diferentes ferramentas de analise, permitindo avaliar
propriedades especificas de interesse associadas ao comportamento do sistema

modelado.

3.2 Desvio quadratico médio (RMSD)

O desvio quadratico médio (RMSD, do inglés Root Mean Square Deviation) é uma
das principais métricas utilizadas para avaliar a estabilidade estrutural e a variagdo
conformacional de sistemas simulados por dinamica molecular. Esse parametro
compara a posicao de cada atomo 7;(t) em um dado instante t com a posigao inicial do
mesmo atomo 7;(t,) , de forma a quantificar o grau de desvio estrutural ao longo da

simulacdo. A expressao matematica que descreve o calculo do RMSD ¢ dada por:

N
RMSD(t1, to) = [1— > my|ri(t1) — ri(to) 2 |3
S mi=1
i=1

(3.2.1)
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3.3 Raio de giro (Ry)

Outro parametro importante para a caracterizacdo estrutural ¢ o raio de giro (Ryg),
que fornece uma medida da compactacao do sistema em relagdo ao seu centro de massa.
Esse calculo considera a distribui¢ao espacial dos atomos em torno do centro de massa,
permitindo verificar se a molécula ou complexo estudado apresenta maior ou menor

grau de compactacao durante a simulagao. O raio de giro ¢ calculado pela equagao:

N
Rg= Nl zmilri(t)_rcm(t)lz ;
S mji=1
i=1

(3.3.1)

em que 7., representa a posicdo do centro de massa do sistema. Alteracdes
significativas no valor de R; ao longo da simula¢do podem indicar processos como
enovelamento, expansdo ou instabilidades estruturais, fornecendo informacdes

relevantes sobre a conformacao do sistema estudado.

3.4 Ligacao de Hidrogénio

As ligacdes de hidrogénio representam interagdes intermoleculares de grande
importancia para a estabilidade e dindmica de sistemas quimicos e bioldgicos. Em
termos gerais, uma ligacdo de hidrogénio ocorre quando um atomo de hidrogénio,
covalentemente ligado a um 4tomo eletronegativo (como oxigénio ou nitrogénio),
interage com o par de elétrons livres de outro &tomo eletronegativo. Essa caracteristica
confere a esse tipo de interagdo um carater direcional, o que a torna mais estavel e
relevante em comparagdo com interacoes de van der Waals (JEFFREY, 1997).

Na dinamica molecular, as ligagdes de hidrogénio podem ser monitoradas ao longo
da simulagdo, permitindo avaliar como elas se formam e se rompem em func¢do do
tempo. Essa andlise fornece informagdes importantes sobre a estabilidade

conformacional do sistema, além de auxiliar na interpretagdo de fenomenos como

12



solubilidade, difusdo e organizacdo estrutural (FRENKEL; SMIT, 2002; MARX;
HUTTER, 2009).

Assim como ocorre com parametros como RMSD ou raio de giro, a anélise de
ligacdes de hidrogénio também esta ligada ao comportamento dindmico do sistema. Ao
longo da trajetdria, € possivel calcular o numero médio de ligagdes presentes, o tempo
de vida médio dessas interagdes e até fungdes de autocorrelacdo que indicam sua
persisténcia. Dessa forma, entende-se que essas ligagdes nao sdao fixas, mas sim

transitorias, desempenhando papel fundamental na organizacao do sistema simulado.
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4. METODOLOGIA

Todos os sistemas analisados neste trabalho foram modelados e simulados
seguindo um protocolo computacional padronizado, composto por quatro etapas
principais. Foram preparados dois conjuntos de sistemas: um contendo a fita de DNA
PDB ID: 1CGC (HEINEMANN; ALINGS; BANSAL, 1992) em solucao aquosa com o
par i6nico [Ch][Asp] e outro contendo apenas a fita de DNA em agua, sem a presenga
de liquidos ionicos. Essa diferenciacdo permitiu avaliar os efeitos estruturais e
dindmicos associados a presenca do liquido i6nico no meio. Na primeira etapa, foram
obtidas as estruturas iniciais € 0s parametros mecanico-moleculares dos pares i0nicos
formados por [Ch][Asp], além da molécula de agua, utilizada como solvente. Os
parametros foram gerados com o auxilio de ferramentas especificas de parametrizagao,
como o LigParGen (DODDA et al., 2017). Na segunda etapa, foram construidas as
configuragdes iniciais dos sistemas simulados, compostos pela fita de DNA, moléculas
de 4gua e, nos sistemas com liquido i6nico, também pelos pares i6nicos. A montagem
considerou critérios sistematicos quanto a propor¢ao entre as espécies quimicas e a
proximidade entre os componentes, sendo a distribuicdo espacial final das moléculas
realizada de forma aleatdria. A quantidade de ions adicionada aos sistemas foi definida
com base em uma concentragdo de 25% de [Ch][Asp] ao valor total de 4gua no sistema,
valor comumente utilizado em simulagdes com liquidos i6nicos e biomoléculas
(KHAVANI et al., 2022). Na terceira etapa, os arquivos obtidos nas etapas anteriores
foram convertidos para o formato compativel com o sofiware GROMACS, utilizado
para a realizacdo das simulagdes de dindmica molecular cldssica. Cada sistema foi
submetido a uma etapa de minimizacao de energia, seguida por processos de equilibrio
termodinamico em ensembles NVT e NPT. Posteriormente, foi realizada a etapa de
producao da simulagdo. Na quarta e Ultima etapa, os sistemas foram analisados com
foco nas interacdes entre os componentes, bem como em possiveis alteracdes
estruturais, no perfil de agregacdo, calculado a partir do desvio quadratico médio
(RMSD) ao longo da trajetéria e raio de giro (Rg). As andlises foram conduzidas em
intervalos regulares de tempo e os resultados foram avaliados com base nos graficos
formados a partir das simulagdes. Todas as etapas dos sistemas estdo representadas na

Figura 4.1.
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Figura 4.1. Etapas, objetivos e software servers utilizados no trabalho.

LigPargen
Parametrizagdo — Modelagem
l Packmol
Analises
(GROMACS, — Amostragem
VMD) GROMACS

Fonte: Autor, 2025.

4.1 Etapa 1 - Parametrizacio

As estruturas iniciais € 0s parametros mecanico-moleculares do par i06nico
[Ch][Asp] foram obtidos por meio do web server LigParGen, baseado no campo de
forca OPLS/CM1A (DODDA et al., 2017). A escolha dessa ferramenta se deve a sua
integragdo com o campo de for¢a OPLS all-atom (JORGENSEN; MAXWELL;
TIRADO-RIVES, 1996), amplamente utilizado para descrever sistemas contendo
moléculas organicas, ions e biomoléculas (ndo sei oq esta errado). Além disso, o
LigParGen oferece praticidade e gera arquivos compativeis com o software
GROMACS, facilitando a etapa de preparacao dos sistemas.

As moléculas foram submetidas ao servidor utilizando suas representagcdes no
formato SMILES, conforme descrito abaixo:
e Colinio: C[N+](C)(C)CCO
e Aspartato: NC(CC(=0)[O-])C(=0)[O-]

O DNA foi modelado conforme pH fisiologico (7,4), ja os ions, foram modelados
por suas protonagdes, colinio como cation [CsHisNO]" e o aspartato como anion

[C4HsNO4] representados pela Figura 4.1.1.
Figura 4.1.1. Formula estrutural do colinio (a) e aspartato (b).
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Fonte: Autor, 2025.

Além dos ions e do solvente, todos os sistemas simulados continham uma fita de
DNA de cadeia dupla, posicionada no centro da caixa de simulagdo. Essa fita foi
incluida com o objetivo de avaliar as interagdes entre os componentes do sistema e a
biomolécula, simulando um ambiente molecular onde ha a interagdo entre as moléculas.
A estrutura da fita foi gerada a partir de uma sequéncia modelo e convertida para o
formato adequado ao GROMACS. Dois tipos de sistemas foram preparados (um sem
IL apenas dgua e DNA e o outro com IL a fita de DNA e agua).

Os parametros gerados foram incorporados a topologia dos sistemas e utilizados
nas etapas posteriores de minimizagdo de energia, equilibrios termodinadmicos e
producdo. Como todas as moléculas envolvidas foram devidamente parametrizadas,
apenas foi necessario recorrer a bases de dados como o Protein Data Bank para a

extra¢dao de coordenadas tridimensionais.

4.2 [Etapa 2 — Modelagem

Ap0s a obtengdo das coordenadas tridimensionais de cada componente do sistema
ions, moléculas de 4gua e fita de DNA, os sistemas foram montados utilizando o pacote
PACKMOL (MARTINEZ et al., 2009). A construgio no PACKMOL ¢ baseada em um
protocolo definido pelo usuério e otimizada para evitar interagdes intermoleculares
repulsivas de curto alcance, garantindo uma distribuicao inicial fisicamente viavel. Vale
ressaltar que, nesta etapa, os pardmetros mecanico-moleculares obtidos na Etapa 1 nao
sd0 necessarios, uma vez que o objetivo € apenas gerar uma configuracdo espacial
inicial dos componentes.

Durante a montagem dos sistemas, foi adotada uma tolerancia minima de 2,0 A
entre atomos pertencentes a moléculas diferentes, valor adequado para sistemas cuja

densidade se aproxima da 4gua (MARTINEZ et al., 2009). A quantidade de moléculas
16



de solvente foi escolhida de modo a preencher completamente o volume da caixa de
simulagdo, garantindo espago suficiente para a distribuicdo dos componentes. Esse
cuidado também teve como objetivo evitar que a fita de DNA se aproximasse
excessivamente das bordas da caixa, o que poderia leva-la a interagir com suas proprias
imagens geradas pelas condigdes periodicas de contorno, introduzindo assim interagdes
artificiais que ndo ocorrem fisicamente no sistema real.

Em relacao aos ions, a quantidade adicionada foi definida de modo a manter uma
propor¢ao constante entre os grupos funcionais do par idnico e a fita de DNA,
assegurando a comparabilidade entre os sistemas simulados. A distribui¢do inicial das
moléculas na caixa de simulacdo foi realizada de forma aleatéria e aproximadamente
isotropica, garantindo uma solvatacdo homogénea ao redor da fita de DNA.

Para representar o solvente, foi adotado o modelo de dgua TIP3P (Transferable
Intermolecular Potential with 3 Points), conforme proposto por (Jorgensen et al., 1983),
amplamente utilizado em simula¢des moleculares pela boa reproducao das propriedades

estruturais e energéticas da dgua liquida.

4.3 Etapa 3 — Amostragem

Na Etapa 3, os arquivos de topologia e as coordenadas espaciais dos sistemas
foram organizados no softiware GROMACS (ABRAHAM et al., 2015), versao 2019.4,
utilizado para a realizacdo das simulacdes de dindmica molecular. O campo de forga
adotado para descrever as interagdes entre os componentes ions (colinio e aspartato),
moléculas de agua e fita de DNA foi o OPLS all-atom, escolhido pela sua ampla
aplicacdo em sistemas contendo compostos organicos, ions e biomoléculas.

Todos os sistemas foram inseridos em uma caixa de simulacao ctbica com arestas
de 8 nm, tamanho suficiente para acomodar todos os componentes sem causar
proximidade excessiva com as bordas da caixa ou suas imagens periddicas. Como os
ions colinio [CsHisNO]" e aspartato [C4HsNOs] estdo presentes em proporgdes
equivalentes, o sistema final se manteve eletricamente neutro, ndo havendo necessidade
de adicionar contra ions.

As condigdes de simulagdo consideraram um pH igual a 7, representando um
ambiente fisiologico. O numero total de 4tomos em cada sistema variou entre

aproximadamente 30646 para os sistemas sem liquidos i6nicos e 37486 para os sistemas
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com liquidos i6nicos, a depender da quantidade especifica de solvente e da fita de DNA
em cada simulagao.

Com o sistema devidamente montado, foi realizada a etapa de minimizacao de
energia, com o objetivo de corrigir eventuais sobreposi¢gdes ou interagdes atdmicas nao
realistas que possam ter surgido durante a constru¢ao inicial. Essa etapa visa garantir a
estabilidade estrutural antes do inicio das simulagdes dindmicas. A minimizagao
energética foi conduzida até que os critérios de convergéncia fossem atingidos, sendo
eles: forca maxima inferior a 1000 kJ-mol'-nm™! e energia potencial total negativa. Para
isso, foi adotado um passo de minimizagdo de 0,01 nm. Esse processo assegura que o
sistema se encontre em um estado fisicamente viavel, com baixos niveis de tensdo
molecular, antes da aplicagdo das condi¢des termodinamicas da simulagao.

Apds a minimizagdo de energia, os sistemas passaram por um processo de
equilibragdo termodinamica, com o objetivo de estabilizar os valores de temperatura e
pressdo antes da etapa de produgdo. Esse processo foi conduzido em duas fases distintas,
sob os ensembles NVT e NPT, respectivamente. Na primeira fase, foi aplicado um
protocolo de annealing simulado, conduzido sob condi¢des isocdricas e isotérmicas
(NVT). O aumento de temperatura foi realizado de forma linear ao longo de 0,1 ns,
partindo de 0 K até 298K, para ambos os sistemas (com e sem IL). Em duas simulacdes
adicionais, foi realizado o mesmo procedimento com temperatura final de 370K e 470K,
mantendo os parametros de tempo. Em todas as simulacdes, foi adotada uma constante
de acoplamento térmico de 0,1 ps, garantindo um ajuste progressivo da temperatura até
o equilibrio térmico ser atingido. O controle de temperatura foi realizado por meio do
método velocity-rescaling (BUSSI; DONADIO; PARRINELLO, 2007), o qual permite,
assumindo a ergodicidade do sistema, amostrar corretamente o ensemble NVT,
resultando em flutuagdes térmicas reduzidas e na adequada distribuicdo da energia
cinética entre as particulas. Esse método de controle foi mantido também nas fases
subsequentes, incluindo a produgao final das simulac¢des. Na segunda fase, os sistemas
foram submetidos ao equilibrio de pressdo sob o ensemble NPT, durante 1 ns, com a
compressibilidade isotérmica ajustada em 4,5 < 10~° bar! e a constante de acoplamento
barostatico definida como 2 ps. A pressao alvo foi fixada em 1 bar e aplicada de forma
isotropica utilizando o método Parrinello-Rahman (NOSE; KLEIN, 1983;
PARRINELLO; RAHMAN, 1981), assegurando a estabilizacdo volumétrica do sistema

nas condigdes desejadas.
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Por fim, iniciou-se o processo de producdo na qual a amostragem final do espago
de fase dos sistemas foi feita no mesmo ensemble anterior, em 50 ns, totalizando 300 ns
em todos os sistemas. Todos os sistemas compartilham das mesmas configuragdes pos
equilibragdo assim como, os métodos de manutencdo da temperatura e pressao

utilizados anteriormente.

4.4 [Etapa 4 — Analises

A investigacdo dos efeitos causados pela presenca dos liquidos idnicos foi
conduzida por meio de andlises estruturais e interativas aplicadas as trajetorias obtidas
durante a simulagdo da produc¢ao. O objetivo principal foi avaliar as possiveis alteragdes
na conformagdo da fita de DNA, bem como o comportamento das interagdes entre os
ions (quando presentes) e a biomolécula ao longo do tempo. Para isso, foram calculados
o desvio quadratico médio (RMSD) e o raio de giro (Rg) da cadeia principal da fita de
DNA, como forma de monitorar a estabilidade conformacional das estruturas
simuladas. Também foram analisadas as distancias maximas e minimas entre pares de
residuos do DNA, permitindo observar variagcdes estruturais locais e possiveis
alteragdes no empacotamento da molécula. Além disso, foi avaliado o numero de
ligagdes de hidrogénio formadas entre a fita de DNA e os ions colinio e aspartato (nos
sistemas com liquido 16nico), o nimero médio de interagcdes ao longo da simulacdo e o
nimero maximo simultaneo de ligagdes. Essas métricas forneceram informacdes sobre
a persisténcia das interagdes entre os componentes do sistema.

Todas as andlises foram realizadas com o auxilio do pacote GROMACS,
responsavel pelo processamento das trajetorias simuladas, e do software VMD (Visual
Molecular Dynamics) (HUMPHREY; DALKE; SCHULTEN, 1996), utilizado para

visualizacdo, inspecao qualitativa das estruturas e confirmacao das regides de interacao.
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S.

RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Desvio quadratico médio (RMSD)

O desvio quadratico médio (RMSD) foi utilizado para avaliar a estabilidade
estrutural do DNA ao longo das simulagdes, comparando os sistemas em agua pura e
em mistura de [Ch][Asp] com agua representados pelas Figuras 5.1.1 ¢ 5.1.2. O RMSD
¢ uma métrica amplamente empregada em dindmica molecular para quantificar
variag0es conformacionais em relagdo a estrutura inicial. Valores estaveis e proximos a
zero indicam maior preservagdo da estrutura nativa, enquanto aumentos significativos

refletem maior dissimilaridade ou maior diferenca estrutural da sua forma inicial.

Figura 5.1.1. RMSD do sistema DNA/[Ch][Asp] em 298K, 370K e 470K.
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Fonte: Autor, 2025.

No sistema contendo ChlILs, observa-se que a 298K o DNA manteve-se estavel,
com valores proximos de 0,2 nm, sugerindo que a presen¢a do liquido i6nico ndo
comprometeu a conformagdo nativa em condigdes proximas a fisiologica. A 370K, o
RMSD aumentou moderadamente para cerca de 0,4 — 0,5 nm, indicando maior
flexibilidade da dupla hélice. Ja a 470K, houve um aumento progressivo do RMSD,
atingindo valores em torno de 1,3 nm, o que uma variagdo conformacional da estrutura

inicial. Esse comportamento pode estar relacionado a interagdo direta do cation colina
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com os sulcos do DNA, alterando a camada de solvatagdo ¢ favorecendo uma maior

mobilidade estrutural em temperaturas elevadas (DIPAK KUMAR SAHOO et al.,
2018).

Figura 5.1.2. RMSD do sistema DNA/agua em 298K, 370K e 470K.
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Fonte: Autor, 2025.

Por outro lado, no sistema em agua pura, a 298K os valores de RMSD também
permaneceram proximos de 0,2 nm, confirmando a estabilidade estrutural. Em 370K,
os resultados foram semelhantes aos obtidos no liquido i6nico, com RMSD médio em
torno de 0,4 — 0,5 nm. No entanto, em 470K, embora o RMSD tenha alcancado
aproximadamente 1,1 nm, o valor se estabilizou ao longo do tempo de simulagao,
sugerindo que o DNA em 4gua sofre uma mobilidade estrutural em relacdo a sua

estrutura inicial, mas atinge um estado conformacional relativamente equilibrado. Esse
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comportamento corrobora com que a presenca de liquidos i6nicos pode aumentar o
dinamismo conformacional em comparacdo com a agua, especialmente sob condi¢des
de estresse térmico (K. JUMBRI et al., 2014; TATEISHI-KARIMATA; SUGIMOTO,
2014).

De maneira geral, esses resultados estdo de acordo com estudos prévios que
destacam o efeito dual dos liquidos i6nicos sobre biomoléculas, podendo tanto
estabilizar quanto aumentar sua flexibilidade, dependendo da composi¢ao ionica e do
teor de agua (SHUKLA; MIKKOLA, 2020; TATEISHI-KARIMATA; SUGIMOTO,
2014; RUSSO; BODO, 2024). No caso do colinio-aspartato, trata-se de um liquido
ionico de carater biocompativel, mas que, em temperaturas elevadas, promoveu maior
mobilidade estrutural do DNA em comparagdo ao solvente puramente aquoso. Esse
comportamento evidencia a importancia de se considerar as caracteristicas especificas
do cation e do anion no estudo de liquidos i6nicos aplicados a sistemas biologicos.

Além da andlise numérica do RMSD, ¢ importante considerar os aspectos
moleculares que explicam as diferencas entre os dois sistemas. O cétion colinio tende a
interagir eletrostaticamente com os grupos fosfato do DNA, enquanto o anion aspartato
pode competir por ligagdes de hidrogénio com a 4gua e com a propria biomolécula. Essa
dupla interacdo modifica a rede de solvatagdo natural do DNA, tornando a estrutura
mais suscetivel a rearranjos conformacionais em condi¢des de alta temperatura. Em
temperaturas ambientes, a presenca de agua ainda predomina na estabilizagdo da dupla
hélice, garantindo valores de RMSD baixos. Entretanto, em 470K, a competi¢ao entre
ions e moléculas de agua nos sitios de ligacdo promove maior mobilidade estrutural, o
que se reflete no aumento continuo do RMSD observado. Esses resultados reforcam o
carater dual dos Bio-ILs. Em situagdes moderadas, eles podem atuar como meios
alternativos para estabilizagdo de acidos nucleicos, mas em condig¢des extremas podem

favorecer maior dinamismo e reorganizagao estrutural.

5.2 Raio de giro (Ry)
O raio de giro (Ry) foi utilizado para observar a compactacao do sistema, ou seja,
a distribuicdo média das distancias dos atomos em relacdo ao centro de massa da
molécula, onde, valores de Ry mais elevados indicam uma conformag¢do mais

expandida, enquanto valores menores refletem estados mais compactos. Os resultados
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obtidos de Ry sdo  mostrados nas  Figuras  5.2.1 e 522

Figura 5.2.1. Raio de giro (R,) do sistema DNA/[Ch][Asp] em 298K, 370K e 470K.
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Fonte: Autor, 2025.

No sistema em que o DNA estd imerso em solu¢do aquosa contendo o liquido i6nico
[Ch][Asp] representado pela Figura 5.2.1, observa-se que a 298K o raio de giro
permanece estavel em torno de 1.2 nm, sugerindo manutencao da estrutura nativa em
condi¢des proximas a temperatura ambiente. No entanto, ao elevar a temperatura para
370K e 470K, ha flutuacdes mais pronunciadas, com tendéncia a expansdao da molécula,
especialmente na simulagdo em 470K. Esse comportamento estd em acordo com
observacdes de (K. JUMBRI et al., 2014), que reportaram a importancia da camada de
solvatacdo na preservagdo da conformag¢dao do DNA em ILs. A perda parcial dessa
camada em altas temperaturas pode permitir interagdes mais diretas entre [Ch][Asp] e
os grupos fosfato do DNA, permitindo maior flexibilidade e expansdo da molécula,

refletida pelo aumento do Rg.
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Figura 5.2.2. Raio de giro (R;) do sistema DNA/agua em 298K, 370K e 470K.
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Fonte: Autor, 2025.

No sistema controle, em que o DNA est4 apenas em solucdo aquosa representado
pela Figura 5.2.2, os resultados mostram um comportamento distinto. A 298K o raio de
giro manteve-se proximo a 1.2 nm, sem grandes flutuacdes, confirmando a estabilidade
da dupla-hélice em condicdes fisiologicas. Em 370K houve um leve aumento no R,
mas ainda dentro de um padrdo de estabilidade estrutural. J& em 470K, o Rg diminui de
forma significativa para valores proximos a 1.0 nm, indicando uma compactagdo
estrutural da molécula. Esse resultado pode ser comparado aos achados de (DINIS;
SOUSA; FREIRE, 2020), que observaram que a auséncia de interagdes especificas com
ILs permite que o DNA mantenha ou até compacte sua estrutura em resposta a estresses
térmicos, sem expansao excessiva.

A comparagdo entre os dois sistemas simulados evidenciou que a presenga do
liquido i6nico [Ch][Asp] influencia diretamente a conformag¢dao do DNA. Observou-se

que, em agua pura, o aumento da temperatura levou a uma tendéncia de compactacdo,
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indicada pela redu¢do do raio de giro (Rg). Ja na presenga do liquido i6nico, verificou-
se 0 comportamento oposto, caracterizado por uma leve expansdo da estrutura. Esse
resultado pode estar relacionado as interagdes eletrostaticas entre o cation colinio e os
grupos fosfato da cadeia, bem como as ligagdes de hidrogénio adicionais formadas pelo
anion aspartato, que competem com a rede de solvatacdo natural da 4gua. Dessa forma,
os achados sugerem que, nesse sistema especifico, o liquido idnico ndo apenas
contribuiu para a manutengdo da estabilidade em condigdes moderadas, mas também
modulou a resposta conformacional do DNA em temperaturas mais elevadas. Essa
interpretacdo reforga a ideia de que liquidos i6nicos derivados de biomoléculas podem
apresentar comportamento diferenciado frente a condi¢des extremas, o que abre espaco

para estudos mais aprofundados em biotecnologia e armazenamento de biomoléculas.

5.3 Ligacdes de Hidrogénio

As Figuras 5.3.1 e 5.3.2 apresentam a evolugcdo do niimero de ligagdes de
hidrogénio ao longo de 50 ns de simulag@o nos sistemas contendo DNA em solucdo
aquosa pura e em solu¢do com o liquido i6nico colinio-aspartato. Observa-se que, em
ambos os sistemas, o numero de ligagdes de hidrogénio sofreu uma redugdo
significativa ao longo da trajetoria, decaindo de aproximadamente 30 para 5 ligagdes
no CHILs e de 30 para 10 no sistema de agua pura. Esse comportamento indica, que a
conformagdo da dupla hélice do DNA adquiriu uma maior mobilidade em relagdo a sua
conformac¢do inicialmente, possivelmente devido as condi¢des de simulagdo, como a
temperatura elevada e as interagdes

com o liquido i6nico.
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Figura 5.3.1. Ligagdes de hidrogénio do sistema DNA/[Ch][Asp] em 298K, 370K e 470K.
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Fonte: Autor, 2025.

Figura 5.3.2. Ligagdes de hidrogénio do sistema DNA/agua em 298K, 370K e 470K.
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Nas Figuras 5.3.1 e 5.3.2, observa-se que nas temperaturas de 298K e 370K ha
manuten¢do de um numero relativamente elevado de ligagdes de hidrogénio, embora o
sistema com IL apresente flutuacdes mais pronunciadas. Essa constancia parcial de
ligagdes e hidrogénio em temperaturas moderadas sugere que determinados elementos
estruturais do DNA, como as ligacdes de Watson-Crick, permanecem preservados
mesmo na presenca do IL, o que estd em concordancia com estudos que mostram que
liquidos 16nicos capazes de doar ou aceitar ligagdes de hidrogénio podem favorecer a
preservacao dessas interagdes, especialmente quando os ions se posicionam nos sulcos
da molécula (SARKAR; RAJDEV; SINGH, 2020).

Ja em 470K, a queda acentuada no niumero de ligagdes de hidrogénio no sistema
com [Ch][Asp] indica que o balanceamento entre interagdes moleculares estd sendo
perturbado significativamente. Isso € compativel com literatura que observa que acima
de certa temperatura os efeitos estabilizantes dos ILs sdo vencidos pela energia térmica,
levando a quebra de interagcdes menos estaveis. Além disso, a propor¢cdo de dgua no
sistema modula a persisténcia dessas interagcdes: em condig¢des altamente hidratadas, os

ions permanecem mais solvatados e, portanto, competem menos com as moléculas de
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agua pelos sitios de ligacdo; ja em condi¢des de menor solvatagdo, os ions interagem
mais fortemente com as bases nitrogenadas do DNA, alterando o equilibrio estrutural
(CHEN; ZENG; CHEN, 2022).

Com base nos resultados, observa-se que o [Ch][Asp] pode promover uma maior
interagdo relativa com o DNA em temperaturas moderadas, mantendo parte das ligacdes
de hidrogénio. No entanto, em condi¢des de alta temperatura, essas interagcdes tornam-
se menos numerosas € menos persistentes, como evidenciado pela queda significativa
de 30 para 5 ligagdes de hidrogénio ao longo da simulagdo com ChILs. Esses dados
indicam que o efeito estabilizador do liquido i6nico nao ¢ absoluto, sendo fortemente
influenciado pela estrutura quimica dos ions, pelo grau de hidratacdo do sistema e pela
temperatura. Assim, os liquidos i6nicos podem atuar como moduladores da estabilidade
do DNA, mas seu beneficio depende do contexto fisico-quimico especifico do sistema

estudado.

5.4 Distancias maximas e minimas entre residuos do DNA
A andlise das distdncias maximas ¢ minimas entre pares de residuos do DNA
(Tabelas 5.4.1 e 5.4.2) permite compreender como a estrutura da dupla hélice responde
ao aumento da temperatura e a presenca do liquido idnico [Ch][Asp]. Esses parametros
fornecem indicios de compactacdo, expansdo e rearranjos locais da biomolécula,
complementando os resultados obtidos para RMSD, raio de giro e ligacdes de

hidrogénio.
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Tabela 5.4.1 Distancia maxima entre os pares de residuos do DNA.

Distancia maxima entre residuos / nm

298 K 370 K 470 K
Pares de residuos IL W IL W IL W
1:20 2.84675 2.31472 3.89185 3.73381 4.65007 4.93301
2:19 2.35203  2.34772 292268 297021 3.99831 3.90551
3:18 2.39579  2.37067 238802 2.72180 3.90750 4.12037
4:17 2.38954 2.38783 2.39995 2.38967 3.10014 3.45834
5:16 2.38391 2.36378 2.35728 236512 3.34811  2.73069
6:15 236877 2.36865 2.36091 237854 3.86979 2.65703
7:14 2.38661 2.37822 241782 239656 4.68944 3.22818
8:13 2.38987 2.38117 239304 239110 4.68393  3.94604
9:12 2.39075 2.35784  2.83207 290464 4.52486  3.99555
10: 11 2.27450  2.32928  3.92845 3.82526 4.73405 4.16461
Fonte: Autor, 2025.
Tabela 5.4.2 Distancia minima entre os pares de residuos do DNA.
Distancia minima entre residuos / nm
298 K 370 K 470 K
Pares de residuos IL w IL w IL \%4
1:20 0.151463 0.157270 0.158698 0.152043 0.159753 0.156378
2:19 0.156164 0.157483 0.151825 0.145172 0.156732 0.171216
3:18 0.153704 0.150927 0.154159 0.153447 0.150960 0.140534
4:17 0.158145 0.157766 0.140360 0.150712 0.151582 0.147235
5:16 0.149963 0.155480 0.151291 0.154101 0.151911 0.136345
6:15 0.154136 0.147777 0.154519 0.150735 0.143377 0.150539
7:14 0.152634 0.157572 0.153717 0.151225 0.140136 0.154619
8:13 0.156796 0.149060 0.150884 0.154101 0.151796 0.160290
9:12 0.154434 0.146568 0.153065 0.147611 0.161165 0.140143
10: 11 0.158332 0.156486 0.152922 0.144139 0.155409 0.161165

Fonte: Autor, 2025.
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Em 298K, os valores das distancias maximas foram proximos entre os dois
sistemas, com diferengas pequenas em pares como o 1:20 (IL = 2,84 nm; agua = 2,31
nm) e 2:19 (IL = 2,35 nm; 4agua = 2,34 nm), sugerindo que em condi¢cdes moderadas a
integridade estrutural da hélice se mantém tanto em agua quanto na presen¢a do IL. No
entanto, ja em 370K observa-se maior variagdo, como no par 1:20, que aumentou para
3,89 nm no IL e 3,73 nm em agua, e no par 10:11, que passou de 2,27 nm para 3,92 nm
no IL. Em 470K, as diferencas se tornam ainda mais acentuadas: o par 1:20 atingiu 4,65
nm no IL e 4,93 nm em 4gua, enquanto o par 7:14 mostrou maior distensdo no IL (4,68
nm) do que em agua (3,22 nm). Esses resultados mostram que a presenca do [Ch][Asp]
indicam oscilagdes mais intensas em determinadas regides do DNA, especialmente em
altas temperaturas, promovendo maior flexibilidade estrutural.

No caso das distancias minimas, os valores se mostraram mais estaveis, com
pequenas diferencas em 298K, como no par 1:20 (IL = 0,151 nm; dgua = 0,157 nm).
Porém, em 370 K e 470K surgem indicios de rearranjos locais. Por exemplo, no par
4:17, a distancia minima reduziu de 0,158 nm (IL, 298 K) para 0,140 nm (IL, 370K),
enquanto em agua manteve-se em torno de 0,157 nm. Esse encurtamento pode estar
associado a formagdo de interagdes adicionais pelo anion aspartato, que competem com
as moléculas de 4gua nos sitios de interagdo proximos ao DNA. Outro exemplo € o par
2:19, que em 470 K atingiu 0,156 nm no IL e 0,171 nm em agua, sugerindo uma
aproximagao relativa no sistema com liquido idnico em comparagao ao aquoso.

Esses resultados mostram que o liquido i6nico [Ch][Asp] exerce um papel
modulador na conformacdo do DNA. Em temperaturas mais baixas, seu efeito ¢
minimo, mas em condi¢des mais severas ele favorece tanto alongamentos (aumento das
distancias maximas) quanto aproximacoes locais (reducdo das distdncias minimas). O
cation colinio pode interagir eletrostaticamente com os grupos fosfato do backbone do
DNA, enquanto o anion aspartato pode formar pontes de hidrogénio com as bases ou
com moléculas de dgua, desestabilizando parcialmente a rede de solvatagdo natural.

Na literatura, resultados semelhantes ja foram observados, (SARKAR; RAJDEV;
SINGH, 2020) os quais demonstraram que liquidos 10nicos podem se inserir nos sulcos
do DNA, alterando a rede de interacdes de hidrogénio e modulando a estabilidade local.
Estudos reportaram que a proporcdo entre IL e dgua influencia diretamente o padrao de

ligagdes de hidrogénio e, consequentemente, a organizagao estrutural da biomolécula

30



(CHEN; ZENG; CHEN, 2022). Por sua vez, foi destacado que ILs podem estabilizar o
DNA em condi¢des moderadas, mas em altas temperaturas o efeito estabilizante ¢é
superado pela energia térmica, resultando em maior variabilidade estrutural (ZHAO,
2014), exatamente o que foi observado neste trabalho.

Dessa forma, os dados das tabelas confirmam que o [Ch][Asp], embora mantenha
a estabilidade conformacional em 298K, promove maior heterogeneidade estrutural em

temperaturas elevadas.

CONCLUSAO

As simulag¢des de dinamica molecular realizadas neste trabalho permitiram avaliar
o efeito do liquido i6nico colinio-aspartato (ChILs) sobre a estabilidade e a conformagao
de uma fita de DNA frente a diferentes temperaturas (298, 370 e 470K). A partir das
analises de RMSD, raio de giro (Rg), numero de ligagdes de hidrogénio e distancias
maximas/minimas entre pares de residuos, foi observado que: (i) em condigdes
moderadas (298-370K) a presenca do ChlLs ndo comprometeu a integridade global da
hélice em muitas interagdes chave (ii) em alta temperatura (470K) a mistura ChlLs/agua
promoveu uma maior heterogeneidade conformacional em compara¢do com o sistema
controle em dgua pura, manifestada por maiores oscilagdes nas distancias entre residuos,
aumento do RMSD e redugdo do niimero de ligagdes de hidrogénio; (iii) esse
comportamento dual indica que os efeitos do liquido 16nico sdo condicionais a
temperatura, a hidrata¢do do sistema e as interagdes especificas cations/anions ¢ DNA.

Recomenda-se, para estudos futuros, a realizacdo de réplicas adicionais a 470K,
analise RMSF por residuo, RDF colina—P (fosfato), contagem de ions proéximos ao
backbone e simulagdes com diferentes fragdes IL:agua, de modo a solidificar as
conclusdes e delimitar as janelas de operacdo em que o ChILs atua como agente

estabilizante.
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