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Figura 29.  Percentagem de CBF libertada dos LUVs incubados a diferentes 
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RESUMO 
A interação de uma molécula com o organismo tem por base as suas 

características físico-químicas. Foi assim que Lipinski desenvolveu um conjunto de 

regras que permite prever uma das mais importantes características de uma molécula 

candidata a fármaco, a sua absorção. Todas aquelas que não sejam abrangidas por este 

conjunto de regras é previsível que apresentem uma baixa eficiência de absorção, e 

consequentemente não serão bons candidatos a desenvolvimento de novas moléculas 

com atividade biológica. Existem, ainda assim, diversas moléculas que não respeitam as 

regras de Lipinski e são prontamente absorvidas pelo organismo. É com esta exceção 

em mente que são estudadas as espécies aniónicas e zwitteriónica da molécula 

Rifampicina, princípio ativo de um antibiótico de largo espetro que, mesmo sendo uma 

molécula altamente complexa e com elevado peso molecular, é absorvida pelo 

organismo humano e os seus efeitos são vantajosos para o combate de infeções como, 

por exemplo, a tuberculose. 

Para a elucidação do mecanismo de absorção da Rifampicina foram efetuados 

estudos utilizando a técnica de Dinâmica Molecular, o que fornece informação sobre as 

suas interações intramoleculares e as estabelecidas com uma bicamada de POPC. Foram 

realizados dois tipos de simulação, onde as moléculas foram inicialmente colocadas no 

centro da bicamada ou no meio aquoso. Ambos os sistemas foram deixados sem 

qualquer restrição e as corridas foram estendidas até a um máximo de 2 μs. Em adição 

a este tipo de simulações também foram realizadas outro tipo de simulações para o 

cálculo dos perfis de energia livre, através de umbrella sampling.  

A caracterização computacional permitiu definir que a interação da RIF com uma 

bicamada lipídica, como seria de esperar dada a sua complexidade, ocorre através de 

diversas formas. De facto, a maioria das moléculas inseridas em todos os sistemas 

apresenta um comportamento distinto. Ainda assim, a orientação especifica paralela à 

normal da bicamada que o grupo piperazina adota, em função do grau de internalização 

na bicamada, é transversal à maioria dos sistemas. Foi também caracterizada a interação 

entre a Rifampicina e alguns grupos de referência do POPC, onde foi possível distinguir 
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a interação particular com o grupo fosfato, mais bem definida quanto maior o grau de 

protonação da piperazina. 

O cálculo de perfis de energia livre das moléculas tem a si associado a constante 

perturbação da bicamada devido ao método de pulling usado ara a obtenção de 

configurações para o sampling . Quantitativamente os valores são bastante dispares do 

contexto experimental, mas comparativamente entre si é possível distinguir a forma 

aniónica com maior constante de partição para a bicamada e menor barreira energética 

de translocação.  

Experimentalmente, foi caracterizada a permeação através de membranas de 

lipossomas, de uma pequena molécula fluorescente, 6-carboxifluoresceína, na presença 

de diversas concentrações de Rifampicina. Os resultados obtidos indicam que a 

interação do antibiótico com a membrana compromete as propriedades da membrana 

como barreira, conduzindo a um aumento na velocidade de permeação de 6-

carboxifluoresceína. A perturbação da membrana, e consequente aumento da 

permeabilidade de 6-carboxifluoresceína, é tanto maior quanto mais elevada a 

concentração de Rifampicina. 
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ABSTRACT 
A molecule's interaction with the organism is based on its physicochemical 

characteristics. That's how Lipinski developed a set of rules that predict one of the most 

important characteristics of a drug candidate molecule, its absorption. All those that do 

not obey this set of rules are expected to have a low absorption efficiency, and 

consequently will not be good candidates for the development of new molecules with 

biological activity. There are, even so, several molecules that do not respect Lipinski's 

rules and are readily absorbed by the body. It is with this exception in mind that the 

anionic and zwitterionic species of the Rifampicin molecule were studied. Rifampicin is 

the active principle of a broad-spectrum antibiotic that, despite being a highly complex 

molecule with a high molecular weight, is absorbed by the human body and its effects 

are beneficial for combating infections such as tuberculosis. 

To elucidate the mechanism of absorption of Rifampicin, studies were carried 

out using the Molecular Dynamics technique, which provides information about its 

intramolecular interactions and those established with a POPC bilayer. Two types of 

simulation were performed, where the molecules were initially placed in the center of 

the bilayer or in the aqueous medium. Both systems were left unrestricted, and runs 

were extended to a maximum of 2 μs. In addition to this type of simulation, another 

type of simulation was also carried out to calculate the free energy profiles, through 

umbrella sampling. 

Computational characterization allowed us to define that the interaction of RIF 

with a lipid bilayer, as expected given its complexity, occurs in several ways. In fact, most 

molecules inserted in all systems show a different behaviour. Even so, the specific 

orientation parallel to the normal bilayer that the piperazine group adopts, depending 

on the degree of internalization in the bilayer, is common to most systems. The 

interaction between Rifampicin and some POPC reference groups was also 

characterized, where it was possible to distinguish the particular interaction with the 

phosphate group, better defined for higher degrees of piperazine protonation. 

The calculation of free energy profiles of molecules is associated with constant 

perturbation of the bilayer due to the pulling method used to obtain sampling 
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configurations. Quantitatively the values are quite different from the experimental 

context, but compared to each other it is possible to distinguish the anionic form with 

the highest partition constant for the bilayer and the lowest energy translocation 

barrier. 

Experimentally, the permeation through liposome membranes of a small 

fluorescent molecule, 6-carboxyfluorescein, in the presence of different concentrations 

of Rifampicin was characterized. The results obtained indicate that the interaction of 

the antibiotic with the membrane compromises the properties of the membrane as a 

barrier, leading to an increase in the permeation rate of 6-carboxyfluorescein. The 

membrane disturbance, and consequent increase in the permeability of 6-

carboxyfluorescein, is greater the higher the concentration of Rifampicin.
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1. Membranas Biológicas 

As membranas celulares são constituintes indispensáveis de células 

procarióticas e eucarióticas, tendo como principal função definir limites celulares entre 

o ambiente celular e o meio aquoso, entre outras células e dentro da própria célula, 

onde constituem organelos celulares.1 Para além das suas funções estruturais e definir 

os limites celulares, as membranas funcionam como um meio essencial para 

comunicação celular, quer através de proteínas associadas à membrana ou através da 

capacidade de permeação seletiva.   

São constituídas maioritariamente por lípidos, tais como os fosfolípidos, e 

proteínas, que, no seu conjunto determinam as características físico-químicas da 

membrana, principalmente através da sua composição lipídica. A função biológica, em 

conjunto com a fração lipídica e outras moléculas, é o principal papel das proteínas que 

podem revestir mais de metade da superfície membranar. 1,2 

 

1.1. Evolução do modelo de bicamada lipídica  

A formulação do modelo de bicamada lipídica por Gorter e Grendel em 1925 

significou o início da descrição moderna das estruturas da membrana celular.3 Mais 

tarde, com o desenvolvimento de técnicas microscópicas, descobriu-se que a bicamada 

lipídica englobava também uma série de proteínas. Com base nestas descobertas, em 

1972 Singer e Nicolson propuseram o influente modelo de “mosaico fluido”, que 

caracteriza as membranas celulares como um líquido formado por lípidos misturados 

aleatoriamente no qual as proteínas estão incorporadas.4,5 No entanto, misturas de 

moléculas distintas não tendem a se distribuir aleatoriamente num líquido, mas 

mostram preferências por agregados de composição distinta associados a conformações 

energeticamente favoráveis. Assim, enquanto a entropia funciona de acordo a uma 

mistura aleatória, as energias de interação entre diferentes tipos de moléculas vizinhas 

favorecem distribuições não aleatórias. Embora os primeiros modelos de membrana 

assumissem que os lípidos da membrana estavam uniformemente misturados, 

evidências experimentais que foram surgindo sugeriram que os lípidos poderiam 

segregar lateralmente e formar domínios com características estruturais distintas.6–8  
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Para reconciliar estas novas descobertas, em 1976, o modelo de mosaico fluido 

foi estendido por forma a acomodar a possível existência de zonas estáticas ou semi-

estáticas de lípidos menos móveis num mar de lípidos fluidos.9  

Foi já no final do séc. XX que o conceito de lipid rafts foi introduzido, 

descrevendo-as como sendo nano-domínios membranares heterogéneos e dinâmicos 

formados após interações entre proteínas e lípidos.10,11 A hipótese de lipid rafts propõe 

que o agrupamento seletivo de certos lípidos leva à formação de domínios de 

membrana relativamente ordenados que podem incorporar outras proteínas e lípidos. 

O conceito de lipid rafts fornece uma base para a compreensão sobre a forma como as 

membranas realizam diversas funções biológicas: por meio de incorporação seletiva de 

determinadas proteínas em detrimento de outras, as interações proteína-proteína 

podem ser controladas, facilitando a formação de complexos funcionais proteína-

proteína ou proteína-lípido nas membranas. Além disso, as propriedades físicas distintas 

das rafts e de domínios non-raft, como a curvatura da membrana, a espessura 

hidrofóbica e a tensão podem também modular os estados funcionais de certas 

proteínas associadas à membrana. Desta forma, acredita-se que as lipid rafts sejam 

importantes mediadoras de uma série de processos celulares.  

São ainda muitas as questões que permanecem por esclarecer acerca de lipid 

rafts, incluindo o seu tamanho, composição e natureza física. No cerne dessas questões 

estão por exemplo as forças moleculares subjacentes à sua formação e estabilidade, 

cuja caracterização é necessária para uma compreensão mecanística dos princípios da 

organização da membrana e seus efeitos modulatórios sobre a função da membrana e 

proteínas associadas à membrana que estão envolvidas em processos de sinalização 

celular. Essas forças moleculares incluem forças de Van der Waals, interações 

eletrostáticas, solvatação e efeitos estéreos que atuam sobre moléculas localizadas em 

rafts, domínios non-raft ou limites de domínio.2  

No entanto, mesmo depois de mais de duas décadas desde a apresentação da 

hipótese de lipid rafts, ainda é necessário compreender ao nível molecular como as lipid 

rafts se formam e como contribuem para processos de sinalização celular, 

presumivelmente por meio do controlo da função das proteínas de membrana.  
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1.2. Estrutura e organização 

Quando expostos a água, os fosfolípidos organizam-se numa folha de duas camadas 

com uma orientação bem definida, em que as caudas hidrofóbicas apontam para o 

centro da folha, onde a presença de água é essencialmente nula. Este arranjo resulta na 

criação de dois "folhetos" que constituem, cada um, uma monocamada lipídica. 12,13 

Na base do processo de organização da bicamada está um conjunto de interações 

ao quais se dá o nome de efeito hidrofóbico. É devido a este efeito que moléculas 

anfifílicas, como os fosfolípidos, se organizam lado a lado, por modo a que as interações 

entre eles sejam entre zonas com o mesmo perfil polar, i.e., as caudas hidrofóbicas 

tendem a dispor-se lado a lado, diminuindo interações desfavoráveis com a água. 12 

Transversalmente, as regiões em cada extremo da bicamada são as cabeças 

hidrofílicas dos lípidos. Esta porção da membrana está completamente hidratada e tem 

normalmente cerca de 0.8-0.9 nm de espessura. Em bicamadas de fosfolípidos, o grupo 

fosfato está localizado dentro desta região hidratada, aproximadamente a 0.5 nm do 

núcleo hidrofóbico. Em alguns casos, esta região hidratada pode estender-se para lá dos 

0,8 nm, por exemplo, em lípidos com proteínas ou hidratos de carbono associados.14 

Um exemplo comum de tal modificação é o revestimento de lipopolissacarídeos na 

membrana externa da bactéria, que ajuda a reter uma camada de água ao redor da 

bactéria para prevenir a desidratação.15 

Para lá da região hidratada está uma região intermediária, apenas parcialmente 

hidratada, com aproximadamente 0,3 nm de espessura. É nesta zona que a 

concentração de água cai drasticamente, desde concentrações locais de 2 M na zona da 

cabeça polar dos lípidos para quase zero na zona das caudas apolares.16,17 O núcleo 

hidrofóbico da bicamada tem tipicamente 3-4 nm de espessura, mas esse valor varia 

com o comprimento e composição da cadeia. A espessura do núcleo também varia 

significativamente com a temperatura, particularmente perto de uma zona de transição 

de fase.18–20 

 

1.2.1. Comportamento e coexistência de fases 

A uma dada temperatura, uma bicamada lipídica composta por um determinado 

tipo de componente lipídico pode existir numa fase líquida ou de gel (sólida). Todos os 
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lípidos têm uma temperatura característica na qual ocorre transição da fase de gel para 

a fase líquida. Em ambas as fases, o processo de troca de folheto (flip-flopping) por 

moléculas de lípidos é um processo altamente moroso, mas na sua fase líquida um 

determinado lípido poderá trocar de localização com seu vizinho milhões de vezes por 

segundo. Essa troca aleatória de caminhada permite que os lípidos difundam e, 

portanto, possam vaguear pela superfície da membrana. 21 

O comportamento de fase de bicamadas lipídicas é amplamente determinado por 

interações de Van der Waals, atrativas entre lípidos adjacentes. Lípidos com cauda mais 

longa têm maior área de contacto, aumentando a força dessa interação e, 

consequentemente, diminuindo a sua mobilidade.19 

A temperatura de transição também pode ser afetada pelo grau de insaturação das 

caudas. Uma ligação dupla insaturada pode produzir uma torção na cadeia de alcano, 

“interrompendo” de certa forma o empacotamento de lípidos. Essa interrupção cria 

espaço livre adicional dentro da bicamada, que permite flexibilidade adicional nas 

cadeias adjacentes. 19 Um exemplo deste efeito pode ser observado em duas gorduras 

comumente utilizadas, a manteiga e o óleo vegetal, onde a manteiga, que tem uma 

grande percentagem de gorduras saturadas, é sólida à temperatura ambiente, enquanto 

que o óleo vegetal, constituído principalmente por lipidos insaturados, é líquido. 

É também o facto de que lípidos diferentes possam apresentar comportamentos de 

fase diferentes à mesma temperatura que faz com que coexistam diversos domínios em 

fases distintas na mesma membrana. Esta coexistência de diversas fases desempenha 

em zonas espacialmente distantes um papel crítico em fenómenos bioquímicos, como 

o caso de processos de sinalização celular.22 

 

1.2.2. Características químicas da superfície da membrana 

Enquanto que as caudas lipídicas têm um papel importante na modulação do 

comportamento de fase da bicamada, é o grupo principal que determina o perfil químico 

da superfície da bicamada. A maioria das bicamadas naturais são sobretudo compostas 

por fosfolípidos, mas esfingolípidos e esteróis também são componentes importantes, 

que podem estar presentes em concentrações mais baixas.23 Do conjunto de 

fosfolípidos, o grupo principal mais comum é a fosfatidilcolina (PC), presente em 
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fosfolípidos como o 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfocolina (POPC) (Figura 1A), 

responsável por cerca de metade dos fosfolípidos presentes na maioria das células de 

mamíferos.24 PC é um grupo zwitteriónico, tem uma carga negativa no grupo fosfato e 

uma carga positiva na amina, apresentando carga global neutra.  

Outros grupos comuns também presentes em bicamadas associados a vários 

fosfolípidos podem incluir fosfatidiletanolamina (PE) e fosfatidilserina (PS), associados 

ao POPE e POPS, respetivamente (Figura 1B e 1C). Estes grupos alternativos estão muitas 

vezes associadas a funcionalidades biológicas específicas. Um exemplo é a presença de 

PS na face extracelular da membrana dos eritrócitos que consiste num marcador de 

apoptose celular, enquanto o PS nas vesículas da placa de crescimento é necessário para 

a nucleação de cristais de hidroxiapatite e subsequente mineralização óssea.25,26 Ao 

contrário do PC, alguns dos outros grupos principais têm carga global não neutra, 

mediando as interações eletrostáticas de pequenas moléculas com a bicamada. 27 

 

1.3. Permeação através de membrana celular 

O transporte de solutos através da membrana regula a captação e libertação de 

diversas substâncias, existindo diferentes vias para uma molécula passar através de uma 

membrana lipídica. Processos de transporte incluem permeação por difusão passiva e 

Figura 1. Estrutura química de POPC (A), POPE (B) e POPS (C). 
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canais ou bombas de iões ou de outras pequenas moléculas. Pequenos solutos e 

moléculas semelhantes a fármacos também podem permear a matriz lipídica através de 

processos de difusão conduzido por um gradiente de concentração entre as regiões 

aquosas em ambos os lados de uma bicamada.28,29  

Overton descobriu que solutos lipossolúveis penetraram mais rapidamente na 

membrana celular, e adotou o modelo de que o determinante para a permeação do 

soluto através da membrana barreira é sua própria solubilidade na membrana. O 

modelo também assume que a difusão através da região hidrofóbica é o passo limitante 

da velocidade do processo geral, constituído por três etapas30: 

 

i. partição para a região hidrofóbica da membrana; 

ii. difusão através da membrana; 

iii. partição para a fase aquosa do outro lado da membrana 

 

 

1.4. Lipossomas 

Lipossomas são vesículas esféricas que encapsulam no seu interior um núcleo 

aquoso, circundado por, pelo menos, uma camada lipídica. São comumente utilizados 

para encapsular fármacos ou como modelos de membranas celulares, utilizados em 

contexto de investigação. 31 

Existem diversos tipos de lipossomas, incluindo vesículas multilamelares (MLVs), 

estruturalmente pouco definidas e por isso negligenciadas em favor de outros modelos 

mais bem descritos como o caso de vesiculas unilamelares.  

As vesículas unilamelares podem ser usualmente descritas em pequenas vesiculas 

unilamelares (SUV), com diâmetros entre 200 Å e 500 Å, e grandes vesículas 

unilamelares (LUV), com diâmetros que vão desde 500 Å a 500 nm (Figura 2). Existem 

também vesículas unilamelares gigantes (GUV), cujo diâmetro pode ascender até 300  

µm.32  
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Figura 2. Representação dos diversos tipos de lipossomas.33 

 

2. Dinâmica Molecular 

É comum uma descoberta fundamentalmente nova demorar décadas até se 

tornar globalmente difundida. No que toca a avanços ao nível computacional, mais 

especificamente, ao nível de simulação computacional, o caso toma outras proporções.  

Foi após a Segunda Guerra Mundial, no início da década de cinquenta, que os 

computadores se tornaram parcialmente disponíveis para uso não militar, marcando 

assim o início da simulação computacional. Com esta disponibilidade de computação, a 

comunidade científica inevitavelmente começou a sua exploração, como foi o caso de 

Metropolis et al. que começaram por simular um sistema líquido, introduzindo o 

método de Metropolis Monte Carlo (MC).34 A primeira simulação de Dinâmica Molecular 

(MD) veio alguns anos mais tarde, em 1956, com Alder e Wainwright, que estudaram a 

dinâmica de um conjunto de esferas rígidas.35  

É desta forma e acompanhando o contínuo avanço e disponibilidade de 

computadores com poder de computação cada vez superior que se torna acessível 

estudar sistemas químicos e biológicos. Torna-se então possível descrever e 

compreender propriedades microscópicas com o último objetivo de prever 

propriedades macroscópicas, tendo sempre em conta medidas de todo o sistema. No 

contexto de modelação molecular, este facto torna-se mais relevante uma vez que as 
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propriedades de uma única estrutura não tornam possível a extrapolação desta 

informação para uma escala macroscópica.36 

O uso de simulações de MD para obter informação detalhada de sistemas 

biológicos ao nível atómico tem sido cada vez mais considerado como uma técnica 

importante. Também com os contínuos avanços tecnológicos, a técnica de MD tem 

sofrido avanços significativos, desde o seu uso para o estudo de dinâmica de fluidos de 

esferas sólidas e partículas de Lennard-Jones até a um método versátil para a simulação 

de diversos sistemas com maior resolução.37 Na década de 1980, a disponibilidade de 

diversos campos de forças para moléculas de água, proteínas e ácido 

desoxirribonucleico (ADN) e o aparecimento de estudos em sistemas lipídicos tornou os 

métodos de MD ainda mais relevantes, particularmente para estudos biofísicos.38,39 

 

2.1. Fundamentos 

No sentido literal, Dinâmica Molecular é o movimento simultâneo de vários 

núcleos e eletrões que, no seu conjunto, formam uma entidade molecular. Estritamente 

falando, uma descrição completa de tal sistema iria requer a resolução integral da 

equação de Schrödinger dependente do tempo, incluindo todos os graus de liberdade 

eletrónicos e nucleares. Esta, no entanto, é uma tarefa com elevado peso computacional 

e inviável para sistemas com mais de três átomos ou mais que um estado eletrónico. É 

por isso necessário impor algumas aproximações.40,41 

É com a visão de diminuir custos computacionais que se assume que os 

movimentos de graus de liberdade lentos e movimentos de graus de liberdade rápidos 

são separáveis (aproximação de Born-Oppenheimer). No contexto molecular, isto 

significa que a nuvem de eletrões se ajusta instantaneamente a mudanças na 

configuração nuclear e, como consequência, o movimento nuclear evolui sobre uma 

única superfície de energia potencial, associada a um único estado quântico eletrónico. 

Na prática, a maioria das simulações de MD são realizadas com as moléculas no seu 

estado eletrónico fundamental.42 

Sendo o método de MD um método clássico, todos os átomos do sistema são 

considerados através de uma perspetiva clássica, assumindo que a aproximação de 
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Born-Oppenheimer é aplicável e desta forma não se consideram separadamente 

núcleos e eletrões. Cada partícula elementar representa um átomo, ao qual se associa 

uma carga atómica que engloba contribuições nucleares e eletrónicas.43,44 As interações 

atómicas estão categorizadas em dois termos: interações entre átomos ligados 

diretamente por ligações químicas (BI, bonded interactions) e interações entre átomos 

não ligados por ligações químicas (nBI, non-bonded interactions). As últimas 

correspondem normalmente a interações entre um par de átomos que se localizem a 

uma distância menor que um raio específico (cutoff radius).  

 

2.1.1. Interações ligantes 

A expressão para o cálculo das BI inclui todos os termos das ligações, ângulos e 

diedros, dando a energia do sistema tal como descrito na Equação 1. 

 

 

 

 

 

 

 

(1) 

Os termos de ligações, ângulos e diedros impróprios são modelados como osciladores 

harmónicos, onde b é o valor do comprimento da ligação, θ e ϕ são os valores dos 

ângulos de ligação e diedros impróprios, respetivamente, b0, θ0 e ϕ0 são os respetivos 

valores de referência ou de equilíbrio. Para este tipo de aproximação, para além dos 

parâmetros de referência é apenas necessário o valor das constantes de força Kb, Kθ e Kϕ, 

associadas às ligações, ângulos e diedros impróprios, respetivamente. O termo de 

ângulos diedros, também respeitante à torção, é representado como uma expansão do 

cosseno com multiplicidade n e amplitude KФ,n , onde Ф diz respeito ao ângulo e δn à 

fase.45,46  
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2.1.2. Interações não-ligantes 

Relativamente às nBI, estas têm em conta dois tipos de interação: interações de 

Coulomb e de Van der Waals, descritas na Equação 2. As parcelas electroestáticas desta 

componente, coerentes com as interações de Coulomb, são descritas como interações 

entre dois pontos com carga fixa, centrados nos átomos. O tratamento de interações 

electroestáticas é muitas vezes referido como sendo “aditivo”, uma vez que as cargas 

não se afetam mutuamente e todas as interações electroestáticas átomo-átomo podem 

ser simplesmente descritas como a soma total de todas as energias electroestáticas 

correspondentes a cada átomo do sistema.47 A componente de interações de Van der 

Waals entre dois átomos é tipicamente definida como um potencial de Lennard-Jones, 

fornecendo um bom compromisso entre exatidão e custo computacional.45 

 

 

(2) 

Na equação 2, na primeira parcela relativa às interações de Coulomb, qi e qj são duas 

cargas pontuais fixas, centrados nos átomos i e j e r a distância entre estes dois átomos. 

Na parcela que incide sobre as interações de Van der Waals, εij é o mínimo do poço 

potencial, σij a distância inter-atómica na qual o valor de energia potencial é nulo e r a 

distância entre os átomos.45,48 Estas definições estão na base de uma das mais 

importantes aproximações de MD: entre todas as nBI, apenas são consideradas aquelas 

que envolvem pares de átomos, i.e. interações que envolvam três ou mais átomos são 

negligenciadas.49 

Na sua essência, uma simulação de MD é a resolução numérica das equações de 

Newton do movimento para todas as partículas de um sistema em estudo.37, 48,50 A 

aplicação das equações de Newton permite calcular a evolução do sistema molecular, 

ditada pela interação de todos os átomos presentes no sistema.51 De facto, o conjunto 

de equações descritas anteriormente permite o cálculo da energia potencial do sistema, 

V, a partir da soma das duas componentes energéticas EBI e ENB. É com base nessa função 

de energia potencial, também chamado campo de forças, que é resolvida a seguinte 

equação de Newton para todos os N átomos: 

 
 

(3) 
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onde m é a massa, r a posição cartesiana do átomo i e F é a força, calculada como o 

simétrico do gradiente da energia potencial V:  

 
 

(4) 

A força F que atua sobre cada uma das partículas do sistema calculada através do campo 

de forças é posteriormente utilizada para determinar as posições de todas as partículas 

do sistema através da integração da segunda lei de Newton do movimento. Este cálculo 

é feito constantemente durante o decorrer da simulação, em pequenos passos 

temporais na ordem dos fentosegundos (tipicamente 1 a 4 fs).15,17–19 

 MD estuda a evolução temporal das coordenadas e do momento linear de cada 

partícula de um determinado sistema. A esta evolução, o resultado propriamente dito 

de uma simulação de MD, dá-se o nome de trajetória, incluída num ficheiro dado como 

output do software.53 

 

2.1.3. Campos de força e modelo de solvente 

Os campos de forças já descritos anteriormente podem ser categorizados de 

acordo com o nível de descrição. Campos de força do tipo all-atom (AA) têm em conta 

todos os átomos do sistema. Apesar de bastante úteis, uma vez que têm em conta todo 

o sistema, acarretam mais complexidade e por isso maior custo computacional. Assim, 

mais uma vez como forma de compromisso entre exatidão e custo computacional, são 

frequentemente utilizados campos de força onde os grupos CH, CH2 e CH3 são 

considerados como uma única partícula. A estes campos de força dá-se o nome de 

united-atom (UA) e são muito usados para sistemas com elevado número de partículas, 

onde a descrição detalhada de todos os átomos não é necessária.54–56 Existe outro tipo 

de campos de força, designados como coarse-grained (CG), onde, de forma semelhante 

aos UA, considera grupos de átomos em partículas individuais, sendo que, neste caso, 

este efeito é considerado para todo o sistema.57  

Especificamente para a água, o solvente relevante em contexto de sistemas 

biológicos, existem diversos modelos de campos de força disponíveis. Especialmente 

considerando sistemas com misturas  água/lípido, é usado o modelo SPC (Single Point 

Charge).58 
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De forma que os cálculos sejam corretamente executados, o software de 

simulação deverá ter em conta os diversos grupos sobre os quais as respetivas 

contribuições devem atuar. Essa informação está incluída no ficheiro de topologia, 

fornecido ao software pelo utilizador.36   

Considerando os campos de forças disponibilizados, apenas alguns átomos 

presentes em sistemas biológicos, alguns metais e iões estão parametrizados. Todas as 

restantes partículas que sejam introduzidas no sistema como objeto de estudo que não 

sejam inerentes ao campo de forças têm que ser parametrizadas externamente, quer 

pelo utilizador ou por recurso a bases de dados.59,60 Em ambos os casos, a informação 

deve ser criteriosamente verificada previamente a ser utilizada. 

 

2.1.4. Ensembles e Condições de Fronteira Periódicas 

 Simulações de MD sujeitas a métodos de integração padrão usam um ensemble 

onde o número de partículas (N), volume (V) e a energia total (E) são mantidas 

constantes - ensemble NVE. Apesar de bastante usado, este ensemble não traduz 

verdadeiramente condições realísticas. É então útil simular sistemas com condições de 

volume e temperatura (T) constantes – ensemble NVT – ou pressão (P) e temperatura 

constantes – ensemble NPT.36,61,62  

 Com o avanço de poder computacional, já referido anteriormente, aumenta 

também a capacidade de simular sistemas cada vez maiores e mais complexos. Ainda 

assim, independentemente do número de partículas, este número será sempre finito e 

algumas destas partículas estariam inevitavelmente sujeitas a condições com uma 

fronteira não natural, o vácuo. O modo clássico para eliminar estas condições de 

fronteira é a aplicação de condições de fronteira periódicas.  Os átomos do sistema são 

inseridos no interior de uma caixa virtual, que compõe uma célula unitária, rodeada por 

vinte e seis cópias dela mesma, como ilustrado na Figura 3. Assim, o sistema em estudo 

desfaz-se de fronteiras, i.e. partículas que saiam da célula unitária serão substituídas 

pela sua cópia ao entrarem pelo lado oposto.58,63–65  
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 A inclusão de condições de fronteira periódicas substitui o problema de 

fronteiras não naturais por condições de periodicidade artificial. Esta condição não toma 

proporções relevantes no caso de sistemas relativamente grandes, o que já não 

acontece para sistemas mais pequenos onde a periodicidade pode causar interações 

que podem dar origem a artefactos.64 

2.2. Limitações  

 Paralelamente a todos os avanços tecnológicos e vantagens de MD, existem 

ainda assim algumas limitações que podem apresentar-se como condicionantes em 

alguns casos. Para a maioria dos sistemas, este método apesenta dois grandes desafios: 

i) os campos de forças utilizados ainda requerem algum refinamento para melhor 

poderem representar condições realísticas com menos erros associados e ii) simulações 

mais longas na ordem dos microssegundos, com sistemas relativamente pequenos, 

ainda apresentam elevados custos computacionais, podendo demorar até alguns meses 

a serem concluídas.66,67  

A aproximação de Born-Oppenheimer, que interpreta o sistema como um 

sistema de partículas clássicas, para além de ser uma das vantajosas aproximações neste 

método por consideravelmente diminuir o peso computacional dos cálculos, é também 

uma das suas limitações. Esta visão clássica sobre o sistema significa que todos os efeitos 

Figura 3. Representação bidimensional de condições de fronteira periódicas. 66 
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quânticos não serão considerados para o cálculo da energia. A falta da componente 

quântica não é um fator decisivo na maioria dos casos, mas pode sê-lo no ponto de vista 

de sistemas dinâmicos, onde a posição dos eletrões deva ser considerada. Impede, por 

exemplo, que reações que envolvam transferência de eletrões, efeito túnel ou estados 

eletrónicos não fundamentais sejam simulados por técnicas de MD clássicas.67–69 De 

modo a ultrapassar esta limitação é possível introduzir a componente quântica e estudar 

sistemas onde efeitos quânticos são relevantes, processo já implementado em diversas 

técnicas como ab initio MD.70 

 

3. Rifampicina 

A Rifampicina (RIF), ilustrada na Figura 4, foi inicialmente desenvolvida em 1960 e 

foi o primeiro derivado da Rifamicina B, produzida pela bactéria Amycolatopsis 

rifamycinica. É um antibiótico bactericida de largo espetro, utilizado maioritariamente 

para o tratamento da tuberculose.71,72  

 

O seu mecanismo de ação centra-se no impedimento do processo de elongação de 

RNA através da inibição da enzima RNA polimerase das células alvo.73  

A RIF é uma molécula estruturalmente complexa, apresenta um tamanho 

considerável e tem diversos grupos polares, como álcoois e aminas. Ainda assim, contra 

algumas regras amplamente estabelecidas, consegue permear bicamadas lipídicas 

através de um mecanismo que não se conhece inteiramente.  

Figura 4. Estrutura química da RIF e respetiva representação tridimensional. 
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Lipinski prevê que moléculas que não cumpram os quatro parâmetros a seguir 

descritos irão apresentar baixa absorção: menos de 5 grupos dadores de ligações por 

ponte de hidrogénio, menos de 10 grupos aceitantes de ligações por ponte de 

hidrogénio, peso molecular inferior a 500 g/mol e LogP menor que 5.74 Este é um 

conjunto de regras que a molécula RIF parcialmente viola, tendo peso molecular, grupos 

aceitantes e doadores de ligações de hidrogénio para além do estabelecido.75 O logP é 

o parâmetro que está dentro do estabelecido por Lipinski, com o valor de 3.85. 76 

As já mencionadas regras de Lipinski preveem que a RIF tenha associada uma baixa 

permeação através de membranas lipídicas, contra o que ocorre na prática. Juntamente 

com outros fármacos, a RIF faz parte de um grupo de outliers que estão para além das 

regras de LIpinski.75 É por isso relevante o esclarecimento do mecanismo de permeação 

da RIF.  

 

4. Objetivo 

Tendo em conta a complexidade estrutural e as particularidades da molécula RIF, 

sejam estruturais ou relacionadas com a sua capacidade de permeação, o objetivo deste 

estudo recai sobre a caracterização computacional e experimental da interação da RIF 

com modelos simples de membranas biológicas, para que daí possam ser retiradas 

características e propriedades que sejam posteriormente passiveis de ser aplicadas à 

descoberta de novos fármacos, para além das regras de Lipinski.  

Foram realizadas simulações de MD para caracterizar ao nível atómico a interação 

da RIF com uma bicamada lipídica de POPC, assim como o seu perfil energético ao longo 

da coordenada reacional para a permeação (direção normal ao plano da bicamada). Ao 

nível experimental, o efeito da RIF em bicamadas lípicas foi estudado através da 

monitorização da permeação de 6-carboxifluoresceína (CBF) encapsulado em LUVs.
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1. Compostos Químicos 

Todos os compostos químicos para a preparação e desenvolvimento da componente 

experimental deste trabalho estão descritos na Tabela 1. 

 

Tabela 1. Compostos utilizados e respetivas informações. 

Composto Origem M / g mol-1 Pureza 

Na2HPO4 Sigma-Aldrich 141.96 ≥ 99.0 % 

NaCl BioXtra 58.44 ≥ 99.5 % 

NaN3 Fluka 65.01 ≥ 99.5 % 

POPC Avanti 760.08 > 99.0 % 

CBF Sigma-Aldrich 376.32 > 97.0 % 

Rifampicina Sigma-Aldrich 822.94 > 99.7 % 

Metanol Sigma-Aldrich 32.04 99.9 % 

Clorofórmio Sigma-Aldrich 119.38 ≥ 99.0 % 

 

 

2. Preparação de soluções 

A componente experimental tem por base a utilização de solução tampão fosfato 

(Phosphate Buffer Solution, PBS), Na2HPO4 10 mM, NaCl 150 mM, NaN3 0,02% (m/v). A 

solução de PBS foi preparada em água destilada, o pH da solução equilibrado a 7.4 e 

mantida a 4 oC.  

O composto antibiótico Rifampicina foi dissolvido em tampão fosfato para uma 

concentração de stock de 4 mM. 

A 6-carboxifluoresceína (CBF) foi também dissolvida em solução tampão, de modo a 

perfazer uma concentração final de 1 mM. Foi retirada uma alíquota da solução anterior 

para determinar a concentração e verificar que não varia em relação à concentração 

prevista. Para esse fim, a alíquota foi diluída 1000 vezes em PBS e a absorção foi obtida 

através de um espectrofotómetro UV-Visível Spectronic Unicam UV 500, tendo em conta 

a absortividade molar de 83000 cm-1 M-1 77, de acordo com a equação de Beer-Lambert. 

https://www.sigmaaldrich.com/PT/en/product/sigald/s9763?context=product
https://www.sigmaaldrich.com/PT/en/product/sigald/s9763?context=product
https://www.sigmaaldrich.com/PT/en/product/sigald/s9763?context=product
https://www.sigmaaldrich.com/PT/en/product/sigald/s9763?context=product
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As soluções stock de lípidos foram preparadas através dissolução do composto em 

pó numa mistura azeotrópica de clorofórmio:metanol 87.4:12.6 (v/v) para a 

concentração de 66 mM e mantidas a -20oC.  

 

3. Espectroscopia de Fluorescência 

A luminescência é a emissão de luz por parte de uma substância e ocorre a partir de 

estados eletronicamente excitados. É formalmente dividida em duas categorias - 

fluorescência e fosforescência - dependendo da natureza do estado excitado. Ocorre 

fluorescência quando o estado excitado é singleto e fosforescência quando o estado 

excitado é tripleto.  

Na fluorescência, a espécie é primeiro excitada, ao absorver um fotão, do seu estado 

eletrónico fundamental para um dos vários estados vibracionais no estado eletrónico 

excitado. As colisões com diversas moléculas fazem com que a espécie excitada perca 

energia vibracional até atingir o estado vibracional de menor energia, ainda no estado 

eletrónico excitado. A espécie excitada decai para um dos vários níveis vibracionais do 

estado eletrónico fundamental novamente, emitindo um fotão no processo. Este 

processo é frequentemente visualizado através de um diagrama de Jablonski, ilustrado 

na Figura 5.78 

 

 

Figura 5. Esquema típico do diagrama de Jablonski (adapatado de 
78

). 

 

Uma característica importante da fluorescência é a alta sensibilidade à sua deteção. 

Esta característica foi usada em 1877 para demonstrar que os rios Danúbio e Reno 

estavam conectados por correntes subterrâneas.79 Essa conexão foi demonstrada 
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colocando fluoresceína (Figura 6A) no Danúbio. Cerca de sessenta horas depois, a sua 

fluorescência verde característica apareceu num pequeno rio que conduzia ao Reno.  

Ainda hoje a fluoresceína é utilizada como marcador para localizar indivíduos 

perdidos no mar. Alguns dos derivados da fluoresceína, como a 6-carboxifluoresceína 

(CBF) (Figura 6B), são utilizados em contexto bioquímico para, por exemplo, detetar lise 

de lipossomas.78,80 A CBF é também utilizada neste trabalho como marcador 

fluorescente para medir possíveis efeitos da RIF na integridade de uma bicamada 

lipídica.   

 

4. Preparação de LUVs por extrusão 

O protocolo aqui exposto tem por base o método de extrusão proposto por Samelo 

et al..81 Inicia-se com a preparação de uma solução aquosa de POPC em mistura 

azeotrópica de clorofórmio:metanol preparada anteriormente, retirando o volume 

necessário para perfazer a concentração final pretendida. Este volume é colocado num 

tubo de vidro e deixado em repouso por aproximadamente 30 minutos, com mistura 

ocasional com recurso a vortex. Findos os 30 minutos, o tubo é aquecido e o solvente é 

evaporado sob um fluxo de azoto com agitação constante em vortex. O filme obtido é 

deixado em repouso num exsicador sob vácuo à temperatura ambiente pelo menos 

durante 4 horas e não mais que 16 horas.  

O filme de POPC é então colocado em banho quente a 40 oC (mínimo de 10 oC acima 

da temperatura de transição de fase para aumentar a fluidez do lípido e facilitar a sua 

A B 

Figura 6. Estrutura química da fluoresceína (A) e 6-carboxifluoresceína (B). 
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hidratação) durante cerca de 5 minutos e é depois hidratado e agitado suavemente com 

a solução de CBF, previamente aquecida à mesma temperatura que o banho. O tubo 

com o filme hidratado é deixado no banho por cerca de 30 minutos, ou até o filme ter 

sido todo suspendido. Durante este período a mistura é agitada ocasionalmente em 

vortex.  

Enquanto o filme é suspenso é introduzida uma pequena quantidade de tampão no 

interior de tubos de plástico (Falcons) e procede-se à sua limpeza. Os tubos com o 

tampão são congelados em azoto líquido, posteriormente descongelados e o tampão no 

interior é descartado. Este procedimento é repetido por três vezes, sendo necessário 

para remover ftalatos e outras pequenas moléculas do plástico, para que não 

contaminem os lipossomas.  

Após limpeza, procede-se à transferência da solução de lipossomas (que nesta fase 

se tratam ainda de vesículas multilamelares) para os tubos previamente limpos. A 

solução de lipossomas é congelada em azoto líquido e colocada no banho a 40 oC, 

permitindo o seu descongelamento. A este processo dá-se o nome de freeze and thaw 

e é importante para que na solução final estejam apenas presentes vesículas 

unilamelares, quebrando vesículas grandes e consequentemente aumentando o volume 

de solução aquosa entre camadas lipídicas. Estas alterações facilitam a obtenção de 

vesiculas unilamelares quando os MLVs são sujeitos ao processo de extrusão.  

O extrusor (Lipex Biomembranes) é preparado com dois filtros de policarbonato com 

poros de 100 nm (Whatman Nucleopore) e posteriormente é passada pelo extrusor uma 

pequena quantidade de tampão, de modo a verificar a correta montagem do sistema.  

Após o descongelamento completo da solução de lipossomas, esta é agitada e 

passada pelo extrusor. A solução é depois novamente sujeita ao processo de freeze and 

thaw e posterior extrusão mais duas vezes, sempre com agitamento após extrusão. 

Depois das duas repetições, a solução é passada pelo extrusor mais dez vezes, com 

agitação entre passagens. No total, a solução de lipossomas é passada pelo extrusor 

treze vezes, para assegurar que todos as vesículas apresentam um tamanho coerente. 
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5. Ensaio de permeação 

5.1. Cromatografia de exclusão – separação de CBF livre 

A solução de lipossomas, que provém do procedimento descrito na secção anterior, 

para além dos LUVs com a CBF encapsulada no seu interior tem ainda CBF livre no meio 

aquoso externo. No contexto de estudos de permeação é francamente importante que 

a análise recaia apenas na permeação do soluto em estudo, na direção pretendida, 

tendo em conta o gradiente de concentração. Neste caso em particular o soluto é a CBF 

e a direção de permeação do interior do lipossoma para o meio externo. Assim, há que 

separar toda a CBF não encapsulada dos lipossomas com CBF encapsulada.  

Para este efeito utilizou-se cromatografia de exclusão com colunas HiTrap Desalting 

5 ml (GE Healthcare) com fase estacionária G-25 superfine, em que partículas de 

pequenas dimensões têm maior tempo de retenção na coluna, permitindo a sua 

separação de partículas maiores.82 

Foram colocadas duas colunas Hitrap Desalting 5 ml em série, perfazendo 10 ml no 

total. As duas colunas são condicionadas com solução tampão fazendo atravessar o 

volume correspondente a dez vezes o volume total das colunas, ou seja, 100 ml.  

Uma vez equilibradas com tampão é adicionado 1 ml da solução de LUVs com CBF 

às colunas e procede-se à passagem de mais eluente até que toda a amostra seja eluída 

e posteriormente recolhida. A fração de interesse e que inclui os LUVs com CBF 

encapsulada, é recolhida assim que a solução que sai da coluna e apresenta coloração 

esbranquiçada, devida à presença de LUVs.  

 

5.2. Incubação dos LUVs com Rifampicina 

Para estudar a interação da Rifampicina com bicamadas lipídicas e consequentes 

efeitos foram realizados ensaios de permeação de CBF encapsulada previamente na 

presença de diversas concentrações do antibiótico no meio aquoso.  

A solução obtida após a cromatografia descrita anteriormente foi diluída para 16 ml 

com tampão fosfato e posteriormente dividida em quatro condições experimentais 

dissintas. A três das quatro condições foi adicionada uma determinada quantidade de 

RIF para perfazer concentrações específicas:  
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o Condição A – 0 µM RIF 

o Condição B – 12 µM RIF 

o Condição C – 24 µM RIF 

o Condição D– 40 µM RIF  

o Condição E – 80 µM RIF 

A condição A tem efeito como controlo, medindo-se apenas a permeação da CBF em 

condições padrão, na ausência de RIF.  

De cada uma das frações foram retiradas doze alíquotas colocadas em banho a 37 

oC durante toda a duração do ensaio, retirando uma alíquota de cada condição a cada 

tempo previamente definido.  

 

5.3. Fracionamento das alíquotas 

Concluído o processo de incubação para cada alíquota, é necessária a separação da 

CBF no meio aquoso - que permeou a membrana lipídica - da CBF que permanece no 

interior do lipossoma. Para tal é necessário submeter novamente as amostras a um 

método de separação cromatográfico, semelhante ao exposto na secção V.I., com a 

exceção do tipo de colunas utilizado. 

 

5.3.1. Otimização do fracionamento 

A separação das alíquotas com recurso a colunas cromatográficas foi otimizada de 

modo que seja possível separar a amostra em duas frações distintas de LUVs e CBF livre, 

com a finalidade de calcular a quantidade de CBF que permeou durante o período de 

incubação com o antibiótico. O processo foi otimizado em termos de adição de eluente 

e velocidade de centrifugação para duas colunas distintas: colunas Zeba Spin Desalting 

Columns 7K MWCO de 2 ml (Thermo Scientific) e Zeba Spin Desalting Columns 7K MWCO 

de 0.5 ml (Thermo Scientific). Ambas as colunas têm uma fase estacionária com limite 

de exclusão de 7 kDa. 
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Colunas Zeba Spin Desalting 2ml 

O protocolo disponibilizado pelo fornecedor para uso com este tipo de colunas estava 

prescrito para uso com trocas de tampão em estudos com proteínas. Não estava, 

portanto, de acordo com o objetivo deste trabalho, sendo necessário otimizar o 

protocolo para o objetivo de separar LUVs de CBF livre.  

A primeira iteração na otimização do protocolo consistiu na mudança de volume de 

amostra e eluente adicionado à coluna, assim com a velocidade a que era feita a 

centrifugação. O protocolo obtido nesta fase é o seguinte:  

o Condicionamento da coluna com 1 ml de tampão fosfato. Centrifugar 

durante 6 min a 10 g. Repetir duas vezes. 

o Aplicar 600 µl de amostra na coluna. Centrifugar durante 3 minutos a 10 

g. Recolher para o tubo da Fração 1. 

o Aplicar 300 µl de tampão. Centrifugar durante 2 minutos a 10 g. Recolher 

para o tubo da Fração 1. 

o Aplicar 300 µl de tampão. Centrifugar durante 2 minutos a 10 g. Recolher 

para o tubo da Fração 2. 

o Aplicar 900 µl de tampão. Centrifugar durante 5 minutos a 10 g. Recolher 

para o tubo da Fração 3. 

o Aplicar 900 µl de tampão. Centrifugar durante 5 minutos a 10 g. Recolher 

para o tubo da Fração 4. 

o Aplicar 900 µl de tampão. Centrifugar durante 5 minutos a 10 g. Recolher 

para o tubo da Fração 5. 

o Aplicar 300 µl de tampão. Centrifugar durante 2 minutos a 10 g. Recolher 

para o tubo da Fração 6. 

o Aplicar 300 µl de tampão. Centrifugar durante 2 minutos a 10 g. Recolher 

para o tubo da Fração 7. 

Com base neste protocolo foi preparada uma solução de LUVs com CBF encapsulada 

e foi adicionada 5% (v/v) de CBF. Após separação e obtenção de todas as frações de 

ambas as alíquotas, foram retirados 150 µl de cada fração, adicionado Triton X-100 a 

uma concentração final de 1% (v/v), e analisada a fluorescência com recurso a um leitor 

de placas SpectraMax iD5 (Molecular Devices). Através da análise dos valores de 
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fluorescência da CBF (Ex=460 nm, Em=520 nm) é possível criar o perfil de separação 

descrito na    Figura 7. 

Figura 7. Perfil de separação de amostras com LUVs e 5% CBF livre (v/v). No gráfico estão descritos 

valores de Intensidade de fluorescência de CBF em função do volume de eluição (μl). 
  

Com este protocolo foi possível a obtenção de um intervalo de eluição entre a 

passagem de 1200 µl e 2100 µl pela coluna (correspondentes às frações 3 e 4, 

respetivamente), em que não há saída de LUVs com CBF encapsulado nem CBF livre. No 

entanto, a repetição deste protocolo de separação não conduzia a resultados 

fidedignos, uma vez que as colunas não mantinham um comportamento de separação 

estável entre separações de amostras distintas. Desta forma, este protocolo foi 

considerado impraticável e uma nova iteração foi realizada como tentativa de obter 

perfis de separação estáveis e reproduzíveis: 

o Condicionamento da coluna com 1 ml de tampão fosfato. Centrifugar 

durante 6 minutos a 10 g. Repetir duas vezes. 

o Aplicar 50 µl de amostra na coluna. Centrifugar durante 1 minutos a 10 

g. Recolher para o tubo da Fração 1. 

o Aplicar 300 µl de tampão. Centrifugar durante 2 minutos a 10 g. Recolher 

para o tubo da Fração 1. 

o Aplicar 600 µl de tampão. Centrifugar durante 3 minutos a 10 g. Recolher 

para o tubo da Fração 2. 
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o Aplicar 300 µl de tampão. Centrifugar durante 2 min a 10 g. Recolher para 

o tubo da Fração 3. 

o Aplicar 300 µl de tampão. Centrifugar durante 2 minutos a 10 g. Recolher 

para o tubo da Fração 4. 

o Aplicar 1000 µl de tampão. Centrifugar durante 6 minutos a 10 g. 

Recolher para o tubo da Fração 5. 

o Aplicar 1000 µl de tampão. Centrifugar durante 6 minutos a 10 g. 

Recolher para o tubo da Fração 6. 

Por forma a assegurar a separação eficiente das amostras foi comparada uma 

alíquota de uma amostra de LUVs apenas com CBF encapsulada, com uma alíquota de 

CBF, ambas sujeitas ao processo descrito acima.  

Após a realização do procedimento pós-separação já descrito acima é possível criar 

o perfil de separação descrito na Figura 8A para os LUVs com CBF encapsulada e Figura 

8B para a CBF livre.  

Na Figura 8A é possível observar dois picos de fluorescência mais intensa, após 

passagem de 400 µL e 700 µL, correspondentes às Frações 1 e 2, respetivamente. Estes 

máximos de fluorescência são relativos aos LUVs com CBF encapsulada. A CBF, como 

tem maior tempo de retenção, sai da coluna com a adição de um volume maior de 

eluente, após a passagem de 1300 µl e 2300 µl (frações 5 e 6, respetivamente), como é 

visível na Figura 8B . Existe entre a saída dos LUVs com CBF encapsulada e a saída de CBF 

uma fração de intervalo em que não é detetada CBF encapsulada nem CBF livre, 

enfatizando a eficácia da separação destas colunas.  

De facto, a separação aparentava ser eficaz nas condições da segunda iteração do 

protocolo, mas quando analisadas todas as amostras do estudo de permeação as 

colunas apresentavam comportamentos díspares, dando origem a frações distintas 

daquelas obtidas do processo de otimização. A variação na capacidade de separação das 

colunas tem por base o facto de que as suas características variaram ao longo do ensaio. 

Após centrifugações sucessivas, a compactação da resina aumentava, dando origem a 

separações distintas para cada coluna. É possível observar essa variação quando, por 

exemplo, se compara o máximo de deteção de CBF livre entre os dois protocolos: na 

primeira iteração ocorre após a passagem de cerca de 3000 µl, enquanto na segunda 
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ocorre após a passagem de apenas 1300 µl. Este método, com estas colunas foi, por 

estes motivos, descartado como método de separação de LUVs com CBF encapsulada 

de CBF livre. 

 

Colunas Zeba Spin Desalting 0.5 ml 

Sendo que o processo de separação com as colunas de 2 ml não conduz a resultados 

fidedignos, foi necessário desenvolver outro método de separação. Para este efeito, 

foram utilizadas as colunas Zeba Spin Desalting 0,5 ml, cujo protocolo de separação 

também foi otimizado de forma a servir o objetivo deste trabalho. O protocolo 

otimizado é o seguinte: 

o Condicionamento da coluna com 120 µl de tampão fosfato. Centrifugar 

durante 2 minutos a 1500 g. Repetir duas vezes. 

Figura 8. Perfil de Separação de amostras com LUVs com CBF encapsulado (A) e CBF livre (B). No gráfico 
estão descritos valores de Intensidade de fluorescência de CBF em função do volume de eluição (μl). 
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o Aplicar 120 µl de amostra na coluna. Centrifugar durante 2 minutos a 

1500 g. Recolher para o tudo da Fração 1. 

o Aplicar 70 µl de tampão. Centrifugar durante 2 minutos a 1500 g. 

Recolher para o tubo da Fração 2. 

o Aplicar 200 µl de tampão. Centrifugar durante 2 minutos a 1500 g. 

Recolher para o tubo da Fração 3. 

o Aplicar 200 µl de tampão. Centrifugar durante 2 minutos a 1500 g. 

Recolher para o tubo da Fração 4. 

o Aplicar 200 µl de tampão. Centrifugar durante 2 minutos a 1500 g. 

Recolher para o tubo da Fração 5. 

o Aplicar 200 µl de tampão. Centrifugar durante 2 minutos a 1500 g. 

Recolher para o tubo da Fração 6. 

De forma a obter um perfil de separação fidedigno, foi usado uma solução com uma 

mistura de LUVs com CBF encapsulada e CBF livre. A aplicação desta solução na coluna 

e consequente separação conduziu ao perfil de separação da Figura 9. 

 

 

A análise do perfil de separação demonstra que existem duas zonas distintas, a 

primeira associada à fração 1, na qual estão incluídos os LUVs com CBF encapsulada, a 

segunda associada às frações 3, 4, 5 e 6 onde está incluída a CBF livre. Existem entre 

Figura 9. Perfil de Separação de uma amostra de LUVs com CBF encapsulada e CBF livre. No gráfico estão 
descritos valores de Intensidade de fluorescência de CBF em função do volume de eluição (μl). 
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estas duas zonas a fração 2, uma fração de intervalo que não contém CBF, quer 

encapsulada quer livre.  

Este perfil, à semelhança do observado na Figura 8 para as colunas de 2 ml é o ideal 

para a separação de CBF livre dos LUVS com CBF encapsulada. Contrariamente ao 

ocorrido com as colunas de 2 ml, as amostras separadas com estas colunas e com o 

protocolo aqui descrito conduziram a resultados concordantes entre si, afirmando o 

comportamento idêntico de todas as colunas em todas as utilizações. Os resultados 

apresentados neste trabalho foram obtidos através de cromatografia de exclusão com 

colunas Zeba Spin Desalting 0.5 ml. 

A avaliação da fluorescência da CBF encapsulada foi feita após a adição de Triton X-

100 a uma concentração final de 1% (v/v), suficiente para que os LUVs sejam 

desintegrados e não ocorra perda de sinal da CBF por extinção de fluorescência devido 

à sua elevada concentração local quando encapsulada nos LUVs. 

 

6. Dinâmica Molecular 

Foram feitas simulações de dinâmica molecular para a molecular de Rifampicina em 

dois estados de ionização, zwitterião e anião, ilustrados na Figura 10. 

Figura 10. Estrutura química da forma aniónica da RIF (esquerda) e da forma zwitteriónica (direita). 

A topologia para ambas formas iónicas foi obtida através da plataforma ATB59 para 

o campo de forças GROMOS 54A7.83 Os parâmetros de cargas parciais foram obtidos 

por métodos de mecânica quântica ab initio usando o software Gamess-US.84 O modelo 

de água SPC foi utilizado em todas as simulações.85 As bicamadas de POPC foram 

geradas a partir da plataforma CHARMM-GUI.86. As simulações foram executadas sob 

um tempo de integração de 2 fs. Para todos os sistemas contactos desfavoráveis foram 
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previamente removidos por minimização de energia pelo método de steepest descent. 

A temperatura foi estabilizada através de equilibração com ensemble isotérmico-

isocórico e a pressão com ensemble isotérmico-isobárico. Para ambos os processos de 

equilibração foi utilizado 1 fs como passo de integração, durante 100 ps. O controlo de 

temperatura foi feito para o solvente e iões, POPC e RIF. Todas as simulações foram 

feitas sob constante número de partículas, pressão (1 bar) e temperatura (298 K) em 

condições de fronteira periódica. O controlo de pressão e temperatura foi mantido com 

os algoritmos Nosé-Hoover87 e Parrinello-Rahman88, respetivamente, com constantes 

de acoplamento de 0.5 ps e 2.0 ps, respetivamente. Os comprimentos de todas as 

ligações foram constrangidos aos valores de referência através do algoritmo LINCS89. 

Interações de Van der Waals e de Coulomb de curto alcance foram ambas consideradas 

com cut-off de 1 nm, enquanto que para interações eletrostáticas de longo alcance foi 

aplicado o método Particle Mesh Ewald (PME)90.   

 

6.1. Simulações unrestrained 

As simulações unrestrained foram executadas no software GROMACS versão 2019.4, 

num sistema de 200 moléculas de POPC hidratado com 50 moléculas de água por lípido. 

As análises destas simulações foram realizadas no software GROMACS 2019.4 e as 

ferramentas disponibilizadas pelo mesmo software.  

Foram realizadas duas simulações distintas para cada uma das espécies iónicas, uma 

em que foram colocadas duas moléculas de RIF em cada lado da bicamada lipídica, no 

meio aquoso (direção water to center, WC), outra em que duas moléculas de RIF foram 

puxadas (método pulling) para o centro da bicamada a uma velocidade de 0,0001 nm/ps 

e sob uma força de potencial harmónico de 500 kJ mol-1 nm-2. Após o pulling o potencial 

harmónico que atuava sobre as moléculas foi removido e estas passaram a movimentar-

se livremente, em direção à interface com o meio aquoso (direção center to water, CW). 

Os sistemas unrestrained WC foram simulados até 2 µs e o unrestrained CW até 1 µs.  
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6.2. Umbrella sampling e cálculo de PMF  

A energia livre do sistema (ΔG), em função da coordenada reacional z (definida como 

a distância entre os centros de massa da rifampicina e da bicamada de POPC) é derivada 

do Potencial de Força Médio (Potential of Mean Force, PMF), extraído de uma série de 

simulações de umbrella sampling. Simula-se uma série de corridas de dinâmica 

molecular, cada uma correspondendo a um local em que a molécula de interesse é 

harmonicamente restringida a distâncias fixas do centro da bicamada, com intervalos 

de 0.1 nm até a uma distância máxima de 4 nm. Esta restrição permite que a molécula 

faça uma amostragem do espaço configuracional para o cálculo de forças nesse 

intervalo.46 Para este caso, essas configurações foram obtidas a partir do pulling de uma 

molécula de RIF para o centro da bicamada, processo após o qual foi adicionada outra 

molécula no meio aquoso seguido de pulling de ambas as moléculas na mesma direção, 

de modo a que RIF agora inserida na água percorra em direção ao centro da bicamada 

e a RIF já inserida no centro da bicamada em direção ao meio aquoso. Foram depois 

extraídas configurações do sistema a cada 0.1 nm 

Cada uma destas configurações dá origem a uma janela de amostragem, simulada 

independentemente durante 120 ns. As simulações de umbrella sampling foram 

executadas no software GROMACS versão 2019.3 num sistema de 200 moléculas de 

POPC hidratado com 80 moléculas de água por lípido. As análises foram feitas na 

totalidade na versão 2019.4 do software GROMACS com recurso à ferramenta de 

Weighted Histogram Analysis Method  (WHAM).91 
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1. Dinâmica Molecular 

1.1. Posições Atómicas 

Na Figura 11 estão representados grupos de referência para a análise da orientação 

e interações da RIF ao longo desta secção. 

Figura 11. Estrutura da RIF com grupos de referência destacados. Representado a vermelho está a 

piperazina, a verde os anéis aromáticos e a azul a cadeia. 

 A primeira análise e a mais simples de interpretar é a variação do centro de massa 

(Center of Mass, COM) das moléculas inseridas no sistema em função do tempo de 

simulação, exibida nas Figuras 12A-D.  

A partir da variação é possível afirmar que os COM de todas as moléculas de RIF, em 

todas as formas de ionização caracterizadas, tendem a aproximar-se da interface da 

bicamada. Este comportamento acontece tanto quando a RIF é colocada inicialmente 

no meio aquoso (gráficos A e C) como quando o é no interior da bicamada lipídica, por 

recurso a método de pulling (gráficos B e D). Observam-se, no entanto, pequenas 

diferenças entre as duas espécies iónicas e entre as localizações iniciais do COM da RIF. 

Por vezes a localização transversal do COM indica que a RIF está menos internalizada 

que o fósforo do POPC, como é o caso do zwitterião inicialmente colocado no meio 

aquoso (Zw-WC), enquanto que no sistema em que o anião partiu do centro da 

bicamada (An-CW), o COM indica que se mantém em posições mais internalizadas. A 

variabilidade pode também ser observado dentro do mesmo sistema, quando moléculas 

que estão sujeitas às mesmas condições apresentam comportamento distinto (Figura 

12A). De facto, a posição do COM pode ser idêntica entre moléculas do mesmo sistema, 
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mas a posição de cada uma individualmente é distinta, como é ilustrado nos snapshots 

retirados no final de cada uma das simulações, apresentados na Figura 13. 

As configurações adotadas no final da simulação, aparentam indicar que algumas das 

moléculas apresentam comportamentos semelhantes. O grupo piperazina do anião 

proveniente do meio aquoso (An-WC, gráfico B) e do zwitterião proveniente do centro 

da bicamada (Zw-CW, gráfico C) estão alinhados com o centro da bicamada, bem 

internalizados para lá dos grupos fosfato do POPC. Comparando a origem das moléculas, 

sistemas em que as moléculas tenham sido inicialmente colocadas no meio aquoso, 

apresentam uma posição geralmente mais externa à bicamada, quando comparado com 

sistemas em que as moléculas partem do centro da membrana. Associado à análise da 

variação dos COM e como forma de compreender detalhes quantitativos relativos à 

forma como as moléculas se posicionam em relação a alguns grupos referência da 

bicamada, é calculado o perfil de densidade. Neste cálculo são descartados os primeiros 

500 ns de cada simulação para efeitos de equilibração, para os diferentes componentes 

do sistema, como descrito na Figura 14.  

 

 

Figura 12. Posição transversal do centro de massa das moléculas de RIF em função do tempo de simulação. 
Para cada simulação, as diferentes curvas dizem respeito a moléculas distintas. A linhas a cinzento 
representam a posições médias dos átomos de fósforo em cada uma das monocamadas. A e B dizem respeito 
à espécie aniónica, C e D à espécie zwitteriónica. A e C dizem respeito a simulações para o caso WC, B e D 
para o caso  CW. 
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Figura 13. Snapshots finais das simulações unrestrained da espécie aniónica (A e B) e da espécie 
zwitteriónica (C e D). A e C são snapshots para o caso CW, B e D para o caso WC. As moléculas de RIF estão 
representadas com linhas mais grossas, a água a ciano, as caudas do POPC a cinza e os pontos vermelhos 
representam átomos de fósforo. 

Figura 14. Perfis de densidade da espécie aniónica (A e B) e da espécie zwitteriónica (C e D). A e C são 
relativos ao caso CW, C e D para o caso WC. A vermelho está representada a densidade das moléculas de 
RIF, a azul escuro da água, a azul claro e a verde o do fosfato e do azoto do POPC, respetivamente. Para 
efeitos de visualização a densidade das moléculas de RIF foi multiplicada por um fator de 5. Os valores 
apresentados têm em conta o descarte dos 500 ns iniciais.   
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Os perfis de densidade confirmam a análise da variação dos COM e dos snapshots. A 

RIF tende a localizar-se na interface lípido/água, por vezes internalizando para lá da zona 

do grupo fosfato do POPC, evidente para o caso An-WC (Figura 13A) e o Zw-CW (Figura 

13D).  

O perfil de densidade é útil para sondar as zonas preferenciais de localização global 

das moléculas. Para investigar a configuração que a molécula tende a adquirir, as 

informações dadas pelos perfis de densidade não são suficientes. Para isso foram 

considerados dois átomos, N2 e N6, ambos constituintes da piperazina, e C12, um dos 

carbonos que inicia a cadeia (Figura 15). Foi analisada a variação temporal da posição 

transversal z destes átomos, e da posição relativa ao átomo N2 em função da 

internalização do grupo piperazina. Esta última avaliada pela distância do N2 ao centro 

da bicamada. Esta informação está apresentada na Figura 16 para todos os sistemas.  

 

 

Figura 15. Estrutura da RIF com identificação de átomos de referência. 
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Figura 16. Variação da distância transversal entre átomos de referência em função da distância de N2 ao 
centro da bicamada. A-D retratam a distribuição do anião, E-H do zwitterião. A coluna da esquerda diz 
respeito às simulações WC e a esquerda às CW. As cores representam as diferentes moléculas, sendo 
vermelho, verde, azul-escuro e azul claro associadas a molécula número 1, 2 3, 4, respetivamente. Os 
valores apresentados têm em conta toda a duração da simulação. 
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 A análise mais específica da orientação das moléculas de RIF, mais 

especificamente da piperazina, revela uma tendência difundida por todos os sistemas, 

tanto quando considerada a diferença da posição transversal <z> do N2-N6 como de N2-

C12.  Com a diminuição da distância do átomo N2 ao centro da bicamada, consequência 

direta da internalização da piperazina, existe uma clara propensão para este grupo se 

alinhar com a normal da bicamada (correspondendo a um aumento da distância 

transversal N2-N6 e N2-C12). É comum observar-se dentro do mesmo sistema graus de 

internalização distintos entre as várias moléculas, por vezes sem sobreposição entre si. 

Esta variabilidade nos resultados pode estar associada a uma falta de mobilidade 

rotacional da molécula. 

Moléculas menos internalizadas e, por isso, com um <dz>N2-Centro bicamada maior, 

apresentam <dz> menores para ambos os eixos N2-N6 e N2-C12 (indicando que a 

piperazina se encontra perpendicular ao eixo z) podendo mesmo apresentar valores 

negativos (indicando uma orientação anti-paralela em relação à normal da membrana, 

ou seja que a piperazina está numa posição mais externa que a cadeia da RIF). Com a 

diminuição da diferença de <z> entre estes grupos de referência, a tendência é o 

aumento de <dz>N2-N6 e <dz>N2-C12, indicando uma tendência para alinhamento paralelo 

entre a piperazina eo eixo normal à bicamada. De uma forma geral, este 

comportamento é observado para todas as moléculas em todas as condições estudadas, 

embora para cada molécula só se verifique uma pequena região do espaço possível de 

localização e orientação do grupo piperazina.   

 

1.2. Funções de Distribuição Radial 

Uma Função de Distribuição Radial (Radial Distribuition Function, RDF) define a 

probabilidade relativa g(r) de encontrar uma partícula em função da sua distância r a 

outra partícula de referência. É particularmente útil para determinar interações 

específicas entre partículas.  

Na Figura 17 estão descritas as RDF para o átomo de fósforo e azoto do POPC em 

torno do grupo piperazina da RIF.  
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 A partir dos RDF é possível desenvolver várias conclusões. Comparando a 

interação das várias moléculas de RIF com o fosfato do POPC (gráficos A, B, E e F), 

observa-se que apesar de existir alguma variabilidade entre as moléculas de cada 

condição, a interação é mais forte para o caso da piperazina da espécie zwitteriónica (E 

e F). Este resultado era esperado pois na espécie zwitteriónica a piperazina está 

protonada no azoto N6 apresentando uma carga positiva que interage 

Figura 17. RDF do grupo piperazina do anião (A-D) e do zwitterião (E-H) em torno do átomo de fósforo do 
POPC (A e B, E e F) e me torno do azoto (C e D, G e H). A coluna da esquerda diz respeito às simulações WC e 
a esquerda às CW. As cores representam as diferentes moléculas, sendo vermelho, verde, azul-escuro e azul 
claro associadas a molécula número 1, 2 3, 4, respetivamente. Os valores apresentados têm em conta o 
descarte dos 500 ns iniciais. 
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electrostaticamente com a carga negativa do grupo fosfato. Para além disso devido à 

protonação do azoto da piperazina pode estabelecer ligações de hidrogénio com os 

oxigénios do fosfato. Este efeito é generalizado para todas as moléculas da espécie 

zwitteriónica, à exceção de moléculas mais internalizadas, como é o caso da molécula 

número 1 da espécie zwitteriónica (Figura 17E e F).  

O perfil de interação da espécie aniónica é semelhante ao da espécie zwitteriónica, 

apenas com menor amplitude e menor definição.  De facto, o perfil de interação da 

piperazina da forma aniónica torna-se inclusivamente superior e mais bem definido em 

interações com o azoto do POPC, quando comparado com o zwitterião, sugerindo maior 

grau de interação entre estes dois grupos. Esta diferença deve-se à protonação da 

piperazina do zwitterião, que torna a interação com o fosfato do POPC desfavorável, 

sendo o fosfato um grupo com carga negativa.  

Transversal a todos os sistemas é também a interação entre os anéis aromáticos e 

os átomos de fósforo e azoto do POPC, mais pronunciada para a espécie aniónica, onde 

a interação é mais bem definida para distâncias menores (ilustrado na Figura 18 para os 

sistemas WC). Este perfil sugere uma interação eletrostática entre os anéis aromáticos 

da RIF e os átomos de fósforo e azoto do lípido. 

Figura 18. RDF dos anéis aromáticos do anião (A, B) e do zwitterião (C, D) em torno do fósforo (A, C) e do 
azoto (B, D) do POPC. As cores representam as moléculas inseridas no sistema, sendo vermelho, verde, 
azul-escuro e azul claro associadas a molécula número 1, 2 3, 4, respetivamente. Os dados apresentados 
dizem respeito ao sistema WC. Os valores apresentados têm em conta o descarte dos 500 ns iniciais. 
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1.3. Ligações de Hidrogénio 

Ambas as formas iónicas da RIF têm diversos grupos capazes de participar em 

ligações por ponte de hidrogénio. A diferença entre as duas espécies iónicas está na 

piperazina, que está protonada na espécie zwitteriónica e por isso capaz de estabelecer 

este tipo de ligações como dadora. Em dinâmica molecular as ligações de hidrogénio são 

facilmente monitorizadas, sendo considerado um grupo de três átomos dador-H-

aceitante cada vez que a distância entre dador e aceitante seja menor que 0,35 nm e o 

ângulo H-dador-aceitante seja menor que 30o. Para a análise incluída nesta secção 

foram considerados diversos átomos, estando os mais relevantes e aqui mencionados 

identificados na Figura 19.  

 

 

Figura 19. Estrutura da RIF com a identificação de átomos de referência para estabelecimento de 
ligações de hidrogénio. 

 

Na Figura 20 estão descritos os números médios de ligações de hidrogénio entre 

grupos dadores e aceitantes entre a mesma molécula de RIF (intramoleculares) e entre 

a água e grupos aceitantes das diferentes moléculas de RIF. 
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O nível de interação intramolecular é distinto entre espécies iónicas, com o anião a 

formar constantemente cerca de uma ligação de hidrogénio intramolecular, enquanto 

o seu contraposto zwitteriónico apresenta valores médios mais baixos para toda a 

simulação, indicando menos ligações deste tipo.  

É bastante comum verificar a interação entre os átomos O25/H26/O18, 

N72/H73/N8 e O14/H15/O18, todos eles associados ao fecho de anéis de seis membros. 

Para além da formação de anéis de 6 membros existe ainda a possibilidade do fecho de 

um anel de sete membros, através dos átomos O25/H26/O28. Tendo em conta a 

Figura 20. Número médio de ligações de hidrogénio intramoleculares da RIF e entre a água e grupos 
aceitantes da RIF nas simulações WC (A) e CW (B). As barras de erro correspondem ao desvio padrão. 
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estrutura tridimensional da RIF, estes dois tipos de anéis aparentam ser bastante 

prováveis, estando os intervenientes estruturalmente próximos, sem que seja 

necessária uma elevada mudança de conformação. Esta suposição torna-se menos 

presumível quando se verifica a existência de ligações de hidrogénio entre átomos 

distantes, como os átomos O59/H60/O71, um grupo onde o dador e o aceitante estão 

estruturalmente distantes e onde, à partida, não se ponderava que houvesse a 

possibilidade de formação deste tipo de interações. Existe também a formação de uma 

outra estrutura pouco intuitiva, um anel de oito membros envolvendo os átomos 

O14/H15/O71. 

Face a todos estas interações e contrariamente ao que se poderia inicialmente 

calcular, a molécula de RIF, mais consideravelmente para o anião, estabelece diversas 

interações que implicam uma mudança de conformação aparentemente não imediata, 

sendo então a molécula de RIF provida de alguma flexibilidade estrutural de modo a 

acomodar tais conformações. A consequente alteração necessária para acomodar estas 

duas interações está ilustrada na Figura 21, onde é evidente a mudança de configuração 

e consequente direção dos átomos envolventes de modo a acomodarem a interação. 

  

Figura 21. Estrutura da RIF com conformação adequada para a ocorrência de interações de hidrogénio 
(linha tracejado) entre os átomos identificados.  
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Relativamente às ligações de hidrogénio entre a água e os grupos aceitantes da 

RIF é clara a distinção entre moléculas mais internalizadas e menos internalizadas. 

Moléculas com maior nível de internalização, como é o caso das moléculas número 4 do 

sistema An-WC ou Zw-WC, têm associados a elas menor número de ligações de 

hidrogénio com a água, o que seria expectável tendo em conta a baixa concentração de 

água na região interna da bicamada. 

Na Figura 22 estão indicados os valores relativos à formação de ligações de 

hidrogénio entre diversos grupos da molécula de RIF, o grupo fosfato e o éster do POPC.  

Em consonância com os perfis de interação dados pelos RDF, ambas as espécies 

iónicas conservam uma interação especifica entre os anéis aromáticos e o grupo fosfato 

do POPC, transversal para todos os sistemas e todas as moléculas, mais ou menos 

internalizadas.  Esta interação, ainda que com menor intensidade ao longo de todos os 

sistemas, também é visível entre a cadeia da RIF e o fosfato do POPC.  

 Sendo o zwitterião protonado no azoto, este pode estabelecer ligações de 

hidrogénio com átomos aceitantes. No entanto, durante o período de simulação, para 

os dois sistemas, esta espécie não estabelece ligações de hidrogénio significativas com 

nenhum dos grupos do lípido, sugerindo que o perfil de interação bastante particular 

Figura 22. Ligações de 
hidrogénio entre diversos 
grupos da molécula de RIF, o 
grupo fosfato e éster do POPC. 
O painel A diz respeito ao caso 
WC e o B ao CW.  As barras de 
erro correspondem ao desvio 
padrão. 
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observado nos RDF não tem contribuições por ligações de hidrogénio, mas sim por 

interações electroestáticas, sendo, ainda assim, bastante mais pronunciado para a 

espécie zwitteriónica que para a aniónica. Na origem da fraca interação poderão estar 

impedimentos estereoquímicos - tratando-se de uma amina terciária protonada, a 

aproximação de um grupo aceitante, com orientação favorável, é desfavorecida.  

 

1.4. Potenciais de Força Média 

O cálculo de PMF para este sistema implicou a realização de quarenta e uma 

simulações de sampling independentes. Na Figura 23 estão ilustrados snapshots 

representativos da configuração inicial do sistema pós-pulling e na Figura 24, 

configurações finais pós-sampling, em que é possível observar o percurso transversal 

das moléculas tanto do meio aquoso para o centro da bicamada (sentido WC) como do 

centro da bicamada para o meio aquoso (sentido CW). 

 É visível que a integridade da bicamada varia entre os sistemas. Quando uma 

molécula de RIF atravessa a bicamada através do processo de pulling a membrana é 

colocada sobre um stress não natural que acaba por perturbar o sistema de tal modo 

que quando a molécula de RIF passa para lá da zona típica da cabeça polar do POPC, 

olípido é arrastado com ela. Este arrastamento de lípidos por parte das moléculas de 

RIF  

é consistente em ambas as espécies iónicas e, particularmente para o caso de moléculas 

grandes e estruturalmente complexas como é o caso da RIF, pode dar origem a 

resultados não reais. As moléculas em questão permanecem em interação com a 

bicamada mesmo para valores de z em que não deveriam estar caso esta não tivesse 

seriamente perturbada, como acontece na Figura 23C e F e Figura 24C e F, em que a 

molécula a z = 4 nm atravessou a bicamada, levando consigo lípidos agarrados, assim 

como moléculas que são puxadas para dentro levam consigo lípidos agarrados para 

zonas internas. Estas interações presumivelmente permanecem durante toda a corrida, 

levando a enormes perturbações na bicamada e a distorções dos perfis de energia livre 

que se poderiam calcular.  
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Após o sampling de todas as configurações é possível calcular o PMF. Para avaliar a sua 

convergência foram considerados vários métodos de análise, já relatados por Filipe et 

al..92 Na Figura 25 estão os perfis de PMF quando considerados intervalos de 20 ns até 

um máximo de 120 ns. 

 

  

 

 

  

Figura 23. Snapshots das configurações iniciais, pós-pulling, para o anião (A, B, C) e zwitterião (D, E, F). A 
e D dizem respeito às configurações de moléculas 1 e 2 a 4 e a 0 nm do centro da bicamada, 
respetivamente, B e E a ambas as moléculas a 2 nm do centro da bicamada, C e F às moléculas 1 e 2 a 0 e 
a 4 nm do centro da bicamada, respetivamente. As moléculas de RIF estão representadas com linhas mais 
grossas, a água a ciano, as caudas do POPC a cinza e os pontos vermelhos representam átomos de fósforo. 
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Figura 24. Snapshots das configurações finais, pós-sampling, para o anião (A, B, C) e zwitterião (D, E, F). 
A e D dizem respeito às configurações de moléculas 1 e 2 a 4 e a 0 nm do centro da bicamada, 
respetivamente, B e E a ambas as moléculas a 2 nm do centro da bicamada, C e F às moléculas 1 e 2 a 0 
e a 4 nm do centro da bicamada, respetivamente. As moléculas de RIF estão representadas com linhas 
mais grossas, a água a ciano, as caudas do POPC a cinza e os pontos vermelhos representam átomos de 
fósforo. 
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A consideração de intervalos sucessivamente mais tardios para o cálculo de PMF 

está relacionado com o aumento de tempo de equilibração, i.e., um PMF calculado 

tendo em conta o intervalo 20-40 ns é análogo a um PMF com 20 ns de equilibração e 

calculado usando 20 ns de amostragem. O avanço do intervalo de simulação utilizado 

para o cálculo dos PMF indica uma tendência sistemática da subida da curva para o caso 

CW e de descida para o caso WC. Esta continua variação demonstra que o cálculo não 

Figura 25. PMF da especie aniónica (A e B) e zwitteriónica (C e D) para intervalos crescentes de 20 ns até 
ao máximo de 120 ns. A e C dizem respeito a simulações CW, B e D a simulações WC. As setas vermelhas 
indicam a tendência de evolução. 
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converge para 120 ns, sendo necessário mais tempo para que o perfil de PMF estabilize. 

Poderá, em último caso, ser necessário uma extensão de tal forma grande que se torna 

impraticável fazê-lo. 

Para as simulações CW, o PMF não tende para 0 quando a molécula está no meio 

aquoso. Esta falta de patamarização ao nível aquoso está associada ao efeito de 

disrupção que o método de pulling tem na bicamada. Como referido atrás, moléculas 

que tenham sido puxadas do centro da bicamada para o meio aquoso arrastam lípidos 

com elas, o que tem impacto direto no cálculo de energia, evidente quando comparados 

os casos CW e WC para valores da barreira energética de translocação (ΔGt = ΔGt(0) – 

min(ΔG)) e desorção ΔGd = ΔGt(4.0 nm) – min(ΔG) = - min(ΔG), representados na Figura 

26 a partir dos PMF da Fig. 24, respeitantes a diferentes secções (cada uma de 20 ns de 

duração) das simulações de 120 ns. A diferença entre os casos pode atingir valores de 

40 kJ/mol em intervalos de simulação mais avançados, onde já se tem em conta que 

houve um passo de equilibração considerável. 

Figura 26. Valores de ΔG para o processo de translocação (A, B) e dessorção (C, D) calculados tendo 
em conta intervalos de 20 ns, para simulações CW (laranja) e WC (azul). A e B dizem respeito à 
espécie aniónica e C e D à zwitteriónica. 
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 Considerando os últimos 20 ns de simulação para efeito de cálculo de PMF, é 

possível caracterizar ainda mais a diferença entre CW e WC (Figura 27). 

  Os valores de barreiras de translocação apresentados na Tabela 2 são mais uma 

vez indicativos da variação do comportamento entre sistemas. Ainda assim, os 

resultados indicam uma barreira para a translocação significativa. O valor de 46 kJ/mol 

para a barreira de translocação do An-CW vai de acordo com evidências experimentais 

obtidas por Kramer et al. que indicam valores de permeação na escala do sub-segundo.75 

No entanto, o valor da barreira de energia para a translocação obtida em algumas das 

simulações é muito superior, sugerindo uma permeação através da membrana muito 

mais lenta. 

Tabela 2. Valores de ΔG de translocação e dessorção. 

  
ΔGt 

(kJ/mol) 
ΔGa  

(kJ/mol) 

An 
CW 46 98 

WC 49 55 

Zw 
CW 46 98 

WC 108 55 

 

1.5. Constantes de partição 

 O coeficiente de partição (Kp) é uma propriedade útil para determinar de que 

forma uma substância se distribui entre fases distintas. Para o caso da distribuição da 

Figura 27. PMF calculado tendo em conta os últimos 20 ns de simulação para simulações CW (vermelho) e WC (preto). 
A diz respeito ao anião e B ao zwitterião. ΔGt e ΔGd indicam as barreiras energéticas para o processo de translocação 
e dessorção, respetivamente. 
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RIF entre o meio aquoso e o fosfolípido POPC, esta propriedade pode ser calculada em 

função da coordenada de reação z, tendo em conta os valores energéticos obtidos dos 

PMF, através da equação 5: 

 

Onde a e b delimitam a janela de sampling, ΔG denota a energia livre, R a constante 

dos gases ideais (0.008314 kJ mol-1 K-1) e T a temperatura. Os valores obtidos a partir 

da integração da equação aos diferentes sistemas estão descritos na Tabela 3.  

Tabela 3. Valores de Kp calculados. 

   Kp 
 

An 
CW 2.15 x 1020  

WC 2.34 x 107  

Zw 
CW 8.05 x 1018  

WC 9.74 x 106  

 

Num estudo publicado por Samelo et al. através de titulação isotérmica de 

calorimetria (Isothermal Titration Calorimetry, ITC) foi obtida a constante de partição de 

RIF para POPC de 1.9 x 103. Quando comparados os valores calculados com o valor 

experimental, a diferença pode chegar a variações mais de dez ordens de grandeza. De 

facto, valores de Kp na ordem de 1020 são excessivos, assim como os de ΔG, onde se 

sobrestima a diferença de energia livre entre a água e a membrana. 

Embora o cálculo de este tipo de constantes para este sistema possa não 

conduzir a resultados realísticos, a sua comparação entre si pode ser informativa. 

Nomeadamente, quando avaliadas as razões de Kp obtidas para o mesmo sistema entre 

a espécie aniónica e zwitteriónica, é possível observar que a razão para o caso WC é de 

cerca de 2.4 e para o caso CW de 27. Pode-se racionalizar esta razão com a maior 

partição da espécie aniónica é maior para ambos os processos de cálculo de PMF, CW e 

WC.  

 

 

(5) 
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Na Figura 28 é possível verificar que a menor energia de translocação para a 

espécie aniónica é consistente entre os dois processos de cálculo. Possivelmente 

causada pelas características químicas do anião, não estando este protonado no grupo 

piperazina, diminuindo consequentemente a sua energia em zonas mais internas da 

membrana.  

  

 

Figura 28. Comparação entre PMF calculados tendo em conta a direção WC (preto) e CW (vermelho) para 
o anião (linha) e zwitterião (tracejado). Cálculo tendo em conta os últimos 20 ns de simulação. 

 

2. Caracterização Experimental: Ensaio de Permeação 

O ensaio de permeação tem como principal objetivo a caracterização da interação 

da RIF com a membrana. Deste modo, os LUVs com CBF encapsulada foram sujeitos a 

um período de incubação com diferentes concentrações de RIF e foi avaliada a 

permeabilização da CBF. A percentagem de CBF libertada em função do tempo de 

incubação foi adaptada por ajuste monoexponencial e os resultados podem ser 

observados na Figura 29.  
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Figura 29.  Percentagem de CBF libertada dos LUVs incubados a diferentes concentrações de RIF, em 
função do tempo de incubação. Os dados apresentados (pontos) foram adaptados a um ajuste 
monoexponencial (linhas). 
  

Os resultados indicam que a RIF tem efeito na cinética da permeação da CBF. O 

aumento da concentração de RIF é acompanhado pelo aumento da velocidade de 

permeação da CBF através de bicamadas lipídicas. Na Tabela 6 estão os valores obtidos 

para a constante de velocidade de permeação da CBF para as diferentes concentrações 

de RIF.  

Tabela 4. Constante de velocidade de permeação para as várias concentrações de RIF. 

[RIF] (µM) k (h-1) Desvio Padrão 

0 0.004 0.001 

12 0.006 0.001 

 0.010 0.002 

40 0.091 0.010 

80 0.860 0.064 
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 De facto, através dos resultados acima mostrados é possível observar a variação 

da permeabilidade da CBF com o aumento de concentração de RIF. Na ausência de RIF, 

a CBF é consideravelmente menos permeável, como é visível na Figura 29, onde após 50 

horas, LUVs incubados na ausência de RIF libertaram menos de 20% da CBF encapsulada, 

enquanto que LUVs incubados a 40 µM ou 80 µM de RIF já libertaram 100%. Quando 

comparadas as condições onde houve incubação com antibiótico, a variação é mais 

notória para concentrações mais elevados, onde 80 µM produziu um aumento de mais 

de 215 vezes na constante de velocidade de permeação.  

Com esta breve caracterização experimental da cinética de permeação da CBF é 

possível concluir que a introdução de RIF no sistema conduz a uma manifesta 

perturbação na membrana, de tal modo que a cinética de uma molécula 

comparativamente mais pequena como a CBF, pode aumentar até mais de 200 vezes 

quando as membranas são incubadas com RIF. O aumento da permeabilidade da CBF 

poderá estar relacionado com o efeito de perturbação que a RIF tem sobre a membrana, 

corroborado por dinâmica molecular onde a perturbação é claramente visível (Figura 23 

e 24). Ainda que a perturbação possa ser artefacto do processo de pulling, é expectável 

que a RIF, sendo uma molécula complexa, interaja com a membrana de tal forma que 

esta seja perturbada, por um período de tempo suficiente para a permeação de 

moléculas mais pequenas, como a CBF. 

Kramer et al. desenvolveu estudos de permeação através do uso de uma sonda 

fluorescente sensível a alterações de pH, medidas através do método Stopped-Flow.75 

Os resultados obtidos por este método indicam uma velocidade de permeação na escala 

temporal de sub-segundo, associada ao rápido equilíbrio da RIF com ambos os lados da 

membrana. 
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O objetivo primordial do presente estudo é caracterizar o mecanismo de 

permeação do antibiótico Rifampicina, que, mesmo considerando toda a sua 

complexidade estrutural e presença de grupos polares, consegue permear membranas 

biológicas e exercer o seu efeito ao nível do lúmen celular.  

Através da análise das simulações de dinâmica molecular é possível afirmar 

através de simulações unrestrained as moléculas de RIF tendem a localizar-se na 

interface entre o lípido e o meio aquoso. Mais especificamente, o seu grupo piperazina 

é aquele cuja orientação é mais bem caracterizado. A partir do meio aquoso, este grupo 

tende a aproximar-se da bicamada e a alinhar-se anti paralelamente com a seu eixo 

normal, apontando para o seu interior. Esta posição é invertida quando a molécula está 

mais internalizada, situação na qual a piperazina alinha-se novamente com a normal da 

bicamada, mas desta vez paralelamente. Assim, tendo em conta todas as moléculas 

individuais torna-se ainda mais evidente que cada molécula apresenta comportamentos 

distintos, dependendo do grau de internalização e de interações que faz com átomos de 

lípido. São estas interações que são a razão pela qual as moléculas não fazem a 

amostragem de todos os possíveis estados de internalização. Uma molécula poderá 

estabelecer uma interação tão forte com um átomo, fixando-se numa região especifica 

do espaço configuracional, na qual permanece durante todo, ou quase todo, o tempo 

de simulação. Não é aconselhável, portanto, considerar todas as moléculas como um 

único grupo de análise e ter em conta o seu centro de massa apenas como ponto de 

partida para análises mais especificas.  

Os perfis de interação das moléculas em torno do fosfato do POPC indicam uma 

interação especifica entre a piperazina e átomo do lípido. Para o caso do anião, a 

intensidade do perfil de interação é menor. Isto poderia dever-se, em análise inicial, 

devido ao facto de que esta espécie iónica não é capaz de estabelecer interações de 

hidrogénio através da piperazina, dada a falta de grupos dadores. De facto, o perfil de 

interação para a espécie zwitteriónica, já ela detentora de um grupo dador, é muito mais 

intenso, mas através da análise de ligações de hidrogénio verificou-se que esta espécie 

não estabelece interações de hidrogénio com o fosforo do POPC consideráveis. Pode-se 

então concluir que, ainda que mais forte para o caso do zwitterião, a interação entre 

piperazina e fosfato é feita essencialmente por contribuições eletrostáticas. O facto de 
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ser mais intenso para a espécie zwitteriónica é possivelmente devido ao caracter 

catiónico da piperazina, resultante da protonação do azoto.  

A análise de interações de hidrogénio apresenta também uma tendência que 

varia com o grau de internalização das moléculas, especificamente entre a água e os 

grupos aceitantes da RIF. Com o aumento do nível de internalização da molécula de RIF, 

o número de interações estabelecidas por pontes de hidrogénio diminui. Este 

acontecimento é expectável, sendo que com a internalização das moléculas a polaridade 

do ambiente diminui. O estabelecimento de ligações de hidrogénio intramoleculares é 

comum às duas espécies iónicas, mas mais frequente para a espécie aniónica. Existe a 

possibilidade de vários tipos de interações, como o caso típico de fecho de anéis de seis 

e sete membros. Menos imediata é a formação de ligações de hidrogénio que dão 

origem à criação de anéis de oito membros e em casos extremos pode haver interação 

entre átomos estruturalmente distantes, associadas a mudanças de configuração.  

O cálculo de energias livres através das funções de potencial médio, para o caso 

da RIF, tem associado diversos pontos problemáticos. O primeiro é encontrado na 

criação das configurações ao longo da coordenada de reação, feita através do pulling 

das moléculas para o centro da bicamada. Este método, quando usado para este tipo de 

moléculas estruturalmente complexas pode perturbar o sistema de tal forma que as 

configurações obtidas dão origem a disparidades relevantes entre si. Este problema é 

observável quando comparados os casos CW e WC, que dão origem a perfis de energia 

notavelmente diferentes. Possivelmente associado a este facto, os PMF não convergem 

em tempo útil, variando com o aumento do tempo de simulação. Ainda assim, com a 

análise das constantes de partição calculadas através dos PMF, é possível observar uma 

tendência para que a espécie aniónica tenha a si associada uma constante de partição 

maior, com uma menor barreira de translocação para posições mais internas da 

membrana. Esta diferença, possivelmente associada ao grau de protonação do grupo 

piperazina, corrobora mais uma vez o comportamento por vezes díspar entre as duas 

espécies iónicas, transversal a todas as análises. 

Para este tipo de cálculos e particularmente para este tipo de moléculas, a 

conclusão fundamental é que o método de pulling não é o mais adequado para a criação 

da configuração para o cálculo de PMF. É aconselhável o uso de outros métodos onde o 
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sistema não seja perturbado com a intensidade aqui observada, de modo a dar origem 

a resultados realistas. 

Experimentalmente, foi seguida a permeação da CBF ao longo do tempo na 

presença de várias concentrações RIF. Este ensaio de permeabilidade indicou que a RIF 

interage com a membrana de tal forma que provoca a libertação de CBF para o meio 

aquoso. Esta interação pode conduzir ao aumento da constante de velocidade de 

permeação da CBF até 200 vezes, para o caso de concentrações de RIF mais elevados e 

quando comparada com a ausência de RIF. 

Com este estudo e através deste método, foi possível constatar que a RIF 

interage com a membrana de tal forma que é eficiente a aumentar a velocidade de 

permeação da CBF. O aumento poderá ocorrer através da perturbação da membrana 

lipídica, por forma a que a CBF difunda através dela em direção ao meio aquoso. Por 

métodos computacionais foi possível visualizar o nível de perturbação que uma 

molécula complexa como a RIF pode ter sobre uma membrana.  

Por fim, o presente trabalho conduziu a diversas conclusões, quer seja pela 

elucidação de algumas interações e conformações importantes que esta molécula 

estabelece ao permear membranas biológicas, ou pelo facto de que posteriormente 

serão necessários outros métodos de sampling para o cálculo de perfis energéticos de 

moléculas estruturalmente complexas. Os ensaios de permeação deram origem a 

informações relevantes, nomeadamente a interação e consequente perturbação que a 

RIF produz na membrana.  

Sendo a perturbação da membrana um ponto fulcral do presente estudo, seria 

importante a sua caracterização a nível físico por técnicas de anisotropia, para além da 

continuação dos ensaios de permeação, com a possibilidade do seu aprimoramento. Na 

vertente computacional, poderá ser vantajoso a aplicação de outras técnicas 

computacionais para a obtenção de perfis de energia, como Metadynamics, Free Energy 

Perturbation (FEP) ou Absolute Binding Free Energy (ABFE).66,93,94     
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