1 2

UNIVERSIDADE b

COIMBRA

Rui Miguel Simodes Santos

INTERACAO DO ANTIBIOTICO RIFAMPICINA

COM MEMBRANAS LIPIDICAS
CARACTERIZACAO EXPERIMENTAL E SIMULACOES
DE DINAMICA MOLECULAR

Dissertacdao no ambito do Mestrado em Quimica Medicinal
orientada pelo Professor Doutor Luis Miguel Santos Loura e pela
Professora Doutora Maria Joao Pedrosa Ferreira Moreno Silvestre
e apresentada ao Departamento de Quimica da Universidade de
Coimbra

Outubro de 2021






Rui Miguel Simodes Santos

INTERACAO DO ANTIBIOTICO RIFAMPICINA

CcOM MEMBRANAS LIPIDICAS
CARACTERIZACAO EXPERIMENTAL E SIMULACOES
DE DINAMICA MOLECULAR

Dissertacdao no ambito do Mestrado em Quimica Medicinal
orientada pelo Professor Doutor Luis Miguel Santos Loura e pela
Professora Doutora Maria Joao Pedrosa Ferreira Moreno Silvestre
e apresentada ao Departamento de Quimica da Universidade de
Coimbra

Outubro de 2021






“I am the master of my failure...

If I never fail how will | ever learn”
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Figura 29. Percentagem de CBF libertada dos LUVs incubados a diferentes
concentragdes de RIF, em fungdao do tempo de incuba¢do. Os dados apresentados

(pontos) foram adaptados a um ajuste monoexponencial (linhas). ........cccccceevveeeenenn. 59
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RESUMO

A interacdo de uma molécula com o organismo tem por base as suas
caracteristicas fisico-quimicas. Foi assim que Lipinski desenvolveu um conjunto de
regras que permite prever uma das mais importantes caracteristicas de uma molécula
candidata a fdrmaco, a sua absorg¢do. Todas aquelas que ndo sejam abrangidas por este
conjunto de regras é previsivel que apresentem uma baixa eficiéncia de absorcdo, e
consequentemente ndo serdo bons candidatos a desenvolvimento de novas moléculas
com atividade bioldgica. Existem, ainda assim, diversas moléculas que nao respeitam as
regras de Lipinski e s3o prontamente absorvidas pelo organismo. E com esta excecdo
em mente que sdo estudadas as espécies anidnicas e zwitterionica da molécula
Rifampicina, principio ativo de um antibidtico de largo espetro que, mesmo sendo uma
molécula altamente complexa e com elevado peso molecular, é absorvida pelo
organismo humano e os seus efeitos sdo vantajosos para o combate de infecées como,
por exemplo, a tuberculose.

Para a elucidacdo do mecanismo de absorcdo da Rifampicina foram efetuados
estudos utilizando a técnica de Dinamica Molecular, o que fornece informacao sobre as
suas interagdes intramoleculares e as estabelecidas com uma bicamada de POPC. Foram
realizados dois tipos de simulacdo, onde as moléculas foram inicialmente colocadas no
centro da bicamada ou no meio aquoso. Ambos os sistemas foram deixados sem
gualquer restricdo e as corridas foram estendidas até a um maximo de 2 us. Em adicdo
a este tipo de simula¢des também foram realizadas outro tipo de simulacdes para o
calculo dos perfis de energia livre, através de umbrella sampling.

A caracterizacdao computacional permitiu definir que a interacao da RIF com uma
bicamada lipidica, 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 orientacao especifica paralela a
normal da bicamada que o grupo piperazina adota, em funcdo do grau de internalizacdo
na bicamada, é transversal a maioria dos sistemas. Foi também caracterizada a interagao

entre a Rifampicina e alguns grupos de referéncia do POPC, onde foi possivel distinguir
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a interacdo particular com o grupo fosfato, mais bem definida quanto maior o grau de
protonac¢ao da piperazina.

O célculo de perfis de energia livre das moléculas tem a si associado a constante
perturbacdo da bicamada devido ao método de pulling usado ara a obtencdo de
configuragdes para o sampling . Quantitativamente os valores sao bastante dispares do
contexto experimental, mas comparativamente entre si é possivel distinguir a forma
aniénica com maior constante de particdo para a bicamada e menor barreira energética
de translocagao.

Experimentalmente, foi caracterizada a permeacdo através de membranas de
lipossomas, de uma pequena molécula fluorescente, 6-carboxifluoresceina, na presenca
de diversas concentracdes de Rifampicina. Os resultados obtidos indicam que a
interacdo do antibiético com a membrana compromete as propriedades da membrana
como barreira, conduzindo a um aumento na velocidade de permeagdo de 6-
carboxifluoresceina. A perturbacdo da membrana, e consequente aumento da
permeabilidade de 6-carboxifluoresceina, é tanto maior quanto mais elevada a

concentragdo 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 agueous medium. Both systems were left unrestricted, and runs
were extended to a maximum of 2 ps. 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

XXi



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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Capitulo I - Introdugao

1. Membranas Bioldgicas

As membranas celulares s3do constituintes indispensaveis de células
procaridticas e eucariéticas, tendo como principal funcao definir limites celulares entre
o ambiente celular e 0 meio aquoso, entre outras células e dentro da prépria célula,
onde constituem organelos celulares.! Para além das suas func¢des estruturais e definir
os limites celulares, as membranas funcionam como um meio essencial para
comunicacdo celular, quer através de proteinas associadas a membrana ou através da
capacidade de permeacao seletiva.

S3do constituidas maioritariamente por lipidos, tais como os fosfolipidos, e
proteinas, que, no seu conjunto determinam as caracteristicas fisico-quimicas da
membrana, principalmente através da sua composicdo lipidica. A funcao bioldgica, em
conjunto com a fracgdo lipidica e outras moléculas, é o principal papel das proteinas que

podem revestir mais de metade da superficie membranar. 12

1.1. Evolug¢ao do modelo de bicamada lipidica

A formulacdo do modelo de bicamada lipidica por Gorter e Grendel em 1925
significou o inicio da descricio moderna das estruturas da membrana celular.3 Mais
tarde, com o desenvolvimento de técnicas microscdpicas, descobriu-se que a bicamada
lipidica englobava também uma série de proteinas. Com base nestas descobertas, em
1972 Singer e Nicolson propuseram o influente modelo de “mosaico fluido”, que
caracteriza as membranas celulares como um liquido formado por lipidos misturados
aleatoriamente no qual as proteinas estdo incorporadas.*> No entanto, misturas de
moléculas distintas ndo tendem a se distribuir aleatoriamente num liquido, mas
mostram preferéncias por agregados de composicao distinta associados a conformacdes
energeticamente favordveis. Assim, enquanto a entropia funciona de acordo a uma
mistura aleatdria, as energias de interacao entre diferentes tipos de moléculas vizinhas
favorecem distribuices ndo aleatdrias. Embora os primeiros modelos de membrana
assumissem que os lipidos da membrana estavam uniformemente misturados,
evidéncias experimentais que foram surgindo sugeriram que os lipidos poderiam

segregar lateralmente e formar dominios com caracteristicas estruturais distintas.t®
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Para reconciliar estas novas descobertas, em 1976, o modelo de mosaico fluido
foi estendido por forma a acomodar a possivel existéncia de zonas estaticas ou semi-
estaticas de lipidos menos mdveis num mar de lipidos fluidos.®

Foi ja no final do séc. XX que o conceito de lipid rafts foi introduzido,
descrevendo-as como sendo nano-dominios membranares heterogéneos e dindmicos
formados apds interacdes entre proteinas e lipidos.!%1! A hipétese de lipid rafts propde
que o agrupamento seletivo de certos lipidos leva a formacdo de dominios de
membrana relativamente ordenados que podem incorporar outras proteinas e lipidos.
O conceito de lipid rafts fornece uma base para a compreensao sobre a forma como as
membranas realizam diversas funcdes bioldgicas: por meio de incorporacao seletiva de
determinadas proteinas em detrimento de outras, as interacGes proteina-proteina
podem ser controladas, facilitando a formacdo de complexos funcionais proteina-
proteina ou proteina-lipido nas membranas. Além disso, as propriedades fisicas distintas
das rafts e de dominios non-raft, como a curvatura da membrana, a espessura
hidrofébica e a tensdo podem também modular os estados funcionais de certas
proteinas associadas a membrana. Desta forma, acredita-se que as lipid rafts sejam
importantes mediadoras de uma série de processos celulares.

Sao ainda muitas as questdes que permanecem por esclarecer acerca de lipid
rafts, incluindo o seu tamanho, composicao e natureza fisica. No cerne dessas questdes
estao por exemplo as forgas moleculares subjacentes a sua formacao e estabilidade,
cuja caracterizacdo € necessdria para uma compreensdo mecanistica dos principios da
organizacdao da membrana e seus efeitos modulatérios sobre a funcdo da membrana e
proteinas associadas a membrana que estdo envolvidas em processos de sinalizacdo
celular. Essas forgcas moleculares incluem forcas de Van der Waals, interacdes
eletrostaticas, solvatacao e efeitos estéreos que atuam sobre moléculas localizadas em
rafts, dominios non-raft ou limites de dominio.2

No entanto, mesmo depois de mais de duas décadas desde a apresentacdo da
hipotese de lipid rafts, ainda é necessario compreender ao nivel molecular como as lipid
rafts se formam e como contribuem para processos de sinalizacdo celular,

presumivelmente por meio do controlo da func¢do das proteinas de membrana.
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1.2. Estrutura e organizacao

Quando expostos a agua, os fosfolipidos organizam-se numa folha de duas camadas
com uma orientacdao bem definida, em que as caudas hidrofébicas apontam para o
centro da folha, onde a presenca de agua é essencialmente nula. Este arranjo resulta na
criacdo de dois "folhetos" que constituem, cada um, uma monocamada lipidica. 123

Na base do processo de organizacdo da bicamada esta um conjunto de interacdes
ao quais se d4 o nome de efeito hidrofébico. E devido a este efeito que moléculas
anfifilicas, como os fosfolipidos, se organizam lado a lado, por modo a que as interacdes
entre eles sejam entre zonas com o mesmo perfil polar, i.e., as caudas hidrofébicas
tendem a dispor-se lado a lado, diminuindo interacdes desfavoraveis com a dgua.

Transversalmente, as regides em cada extremo da bicamada sdo as cabecas
hidrofilicas dos lipidos. Esta por¢do da membrana estd completamente hidratada e tem
normalmente cerca de 0.8-0.9 nm de espessura. Em bicamadas de fosfolipidos, o grupo
fosfato esta localizado dentro desta regido hidratada, aproximadamente a 0.5 nm do
nucleo hidrofébico. Em alguns casos, esta regido hidratada pode estender-se para |la dos
0,8 nm, por exemplo, em lipidos com proteinas ou hidratos de carbono associados.
Um exemplo comum de tal modificacdo é o revestimento de lipopolissacarideos na
membrana externa da bactéria, que ajuda a reter uma camada de agua ao redor da
bactéria para prevenir a desidratacdo.!”

Para |3 da regido hidratada estd uma regido intermedidria, apenas parcialmente
hidratada, com aproximadamente 0,3 nm de espessura. E nesta zona que a
concentracdo de agua cai drasticamente, desde concentragdes locais de 2 M na zona da
cabeca polar dos lipidos para quase zero na zona das caudas apolares.’®'’ O nucleo
hidrofdobico da bicamada tem tipicamente 3-4 nm de espessura, mas esse valor varia
com o comprimento e composicdo da cadeia. A espessura do nucleo também varia
significativamente com a temperatura, particularmente perto de uma zona de transicdo

de fase.1820

1.2.1. Comportamento e coexisténcia de fases

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

tipo de componente lipidico pode existir numa fase liquida ou de gel (sélida). Todos os

5
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lipidos tém uma temperatura caracteristica na qual ocorre transicao da fase de gel para
a fase liquida. Em ambas as fases, o processo de troca de folheto (flip-flopping) por
moléculas de lipidos é um processo altamente moroso, mas na sua fase liquida um
determinado lipido podera trocar de localizagdo com seu vizinho milhGes de vezes por
segundo. Essa troca aleatéria de caminhada permite que os lipidos difundam e,
portanto, possam vaguear pela superficie da membrana. %!

O comportamento de fase de bicamadas lipidicas é amplamente determinado por
interacGes de Van der Waals, atrativas entre lipidos adjacentes. Lipidos com cauda mais
longa tém maior drea de contacto, aumentando a forca dessa interacdo e,
consequentemente, diminuindo a sua mobilidade.®

A temperatura de transicdo também pode ser afetada pelo grau de insaturagdo das
caudas. Uma ligacdo dupla insaturada pode produzir uma tor¢do na cadeia de alcano,
“interrompendo” de certa forma o empacotamento de lipidos. Essa interrupc¢do cria
espaco livre adicional dentro da bicamada, que permite flexibilidade adicional nas
cadeias adjacentes. ° Um exemplo deste efeito pode ser observado em duas gorduras
comumente utilizadas, a manteiga e o 6leo vegetal, onde a manteiga, que tem uma
grande percentagem de gorduras saturadas, é sélida a temperatura ambiente, enquanto
gue o dleo vegetal, constituido principalmente por lipidos insaturados, é liquido.

E também o facto de que lipidos diferentes possam apresentar comportamentos de
fase diferentes a mesma temperatura que faz com que coexistam diversos dominios em
fases distintas na mesma membrana. Esta coexisténcia de diversas fases desempenha
em zonas espacialmente distantes um papel critico em fendmenos bioquimicos, como

o caso de processos de sinalizac3o celular.?

1.2.2. Caracteristicas quimicas da superficie da membrana

Enquanto que as caudas lipidicas tém um papel importante na modulacdo do
comportamento de fase da bicamada, é o grupo principal que determina o perfil quimico
da superficie da bicamada. A maioria das bicamadas naturais sdo sobretudo compostas
por fosfolipidos, mas esfingolipidos e esterdis também sdao componentes importantes,
que podem estar presentes em concentracdes mais baixas.?> Do conjunto de

fosfolipidos, o grupo principal mais comum é a fosfatidilcolina (PC), presente em

6
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fosfolipidos como o 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfocolina (POPC) (Figura 1A),
responsavel por cerca de metade dos fosfolipidos presentes na maioria das células de
mamiferos.?* PC é um grupo zwitteridnico, 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 varios
fosfolipidos podem incluir fosfatidiletanolamina (PE) e fosfatidilserina (PS), associados
ao POPE e POPS, respetivamente (Figura 1B e 1C). Estes grupos alternativos estdo muitas
vezes associadas a funcionalidades bioldgicas especificas. Um exemplo é a presenca de
PS na face extracelular da membrana dos eritrécitos que consiste num marcador de
apoptose celular, enquanto o PS nas vesiculas da placa de crescimento é necessario para
a nucleacdo de cristais de hidroxiapatite e subsequente mineralizacdo dssea.?>?® Ao
contrdrio do PC, alguns dos outros grupos principais tém carga global ndo neutra,

mediando as intera¢des eletrostaticas de pequenas moléculas com a bicamada. 2’

O\/‘\/O a
>P< NH,
o™ 0®
o

Figura 1. Estrutura quimica de POPC (A), POPE (B) e POPS (C).

1.3. Permeacao através de membrana celular
O transporte de solutos através da membrana regula a captacdo e libertacdo de
diversas substancias, existindo diferentes vias para uma molécula passar através de uma

membrana lipidica. Processos de transporte incluem permeacdo por difusdo passiva e
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canais ou bombas de ides ou de outras pequenas moléculas. Pequenos solutos e
moléculas semelhantes a fdrmacos também podem permear a matriz lipidica através de
processos de difusdo conduzido por um gradiente de concentracdo entre as regides
aquosas em ambos os lados de uma bicamada.?8?°

Overton descobriu que solutos lipossolliveis penetraram mais rapidamente na
membrana celular, e adotou o modelo de que o determinante para a permeag¢ao do
soluto através da membrana barreira é sua propria solubilidade na membrana. O
modelo também assume que a difusdo através da regido hidrofdbica é o passo limitante

da velocidade do processo geral, constituido por trés etapas3°:

i. particdo para a regidao hidrofébica da membrana;
ii. difusao através da membrana;

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

1.4. Lipossomas

Lipossomas sdo vesiculas esféricas que encapsulam no seu interior um nucleo
aquoso, circundado por, pelo menos, uma camada lipidica. S3o comumente utilizados
para encapsular fdrmacos ou como modelos de membranas celulares, utilizados em
contexto de investigacdo. 3!

Existem diversos tipos de lipossomas, incluindo vesiculas multilamelares (MLVs),
estruturalmente pouco definidas e por isso negligenciadas em favor de outros modelos
mais bem descritos como o caso de vesiculas unilamelares.

As vesiculas unilamelares podem ser usualmente descritas em pequenas vesiculas
unilamelares (SUV), com didmetros entre 200 A e 500 A, e grandes vesiculas
unilamelares (LUV), com didmetros que vio desde 500 A a 500 nm (Figura 2). Existem
também vesiculas unilamelares gigantes (GUV), cujo didmetro pode ascender até 300

um.32
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LUV MLV SUV

Figura 2. Representac3o dos diversos tipos de lipossomas.3?

2. Dinamica Molecular

s

E comum uma descoberta fundamentalmente nova demorar décadas até se
tornar globalmente difundida. No que toca a avang¢os ao nivel computacional, mais
especificamente, ao nivel de simulagdo computacional, o caso toma outras proporgoes.

Foi apds a Segunda Guerra Mundial, no inicio da década de cinquenta, que os
computadores se tornaram parcialmente disponiveis para uso ndo militar, marcando
assim o inicio da simulagao computacional. Com esta disponibilidade de computacao, a
comunidade cientifica inevitavelmente comecou a sua exploracdo, como foi o caso de
Metropolis et al. que comegaram por simular um sistema liquido, introduzindo o
método de Metropolis Monte Carlo (MC).3*A primeira simulacdo de Dindmica Molecular
(MD) veio alguns anos mais tarde, em 1956, com Alder e Wainwright, que estudaram a
dindmica de um conjunto de esferas rigidas.3>

E desta forma e acompanhando o continuo avanco e disponibilidade de
computadores com poder de computacdo cada vez superior que se torna acessivel
estudar sistemas quimicos e biolégicos. Torna-se entdo possivel descrever e
compreender propriedades microscépicas com o Uultimo objetivo de prever
propriedades macroscopicas, tendo sempre em conta medidas de todo o sistema. No

contexto de modelacao molecular, este facto torna-se mais relevante uma vez que as
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propriedades de uma unica estrutura n3o tornam possivel a extrapolacdo desta
informac&do para uma escala macroscdpica.3®

O uso de simula¢cdes de MD para obter informacdo detalhada de sistemas
biolégicos ao nivel atémico tem sido cada vez mais considerado como uma técnica
importante. Também com os continuos avancos tecnolégicos, a técnica de MD tem
sofrido avangos significativos, desde o seu uso para o estudo de dinamica de fluidos de
esferas sélidas e particulas de Lennard-Jones até a um método versatil para a simulagao
de diversos sistemas com maior resoluc3do.3” Na década de 1980, a disponibilidade de
diversos campos de forgcas para moléculas de agua, proteinas e acido
desoxirribonucleico (ADN) e o aparecimento de estudos em sistemas lipidicos tornou os

métodos de MD ainda mais relevantes, particularmente para estudos biofisicos.383°

2.1. Fundamentos

No sentido literal, Dindamica Molecular é o movimento simultdneo de varios
nucleos e eletrGes que, no seu conjunto, formam uma entidade molecular. Estritamente
falando, uma descricdo completa de tal sistema iria requer a resolucao integral da
equacdo de Schrodinger dependente do tempo, incluindo todos os graus de liberdade
eletrdénicos e nucleares. Esta, no entanto, é uma tarefa com elevado peso computacional
e invidvel para sistemas com mais de trés &tomos ou mais que um estado eletrénico. E

por isso necessario impor algumas aproximagdes.*%41

E com a visdo de diminuir custos computacionais que se assume que 0s
movimentos de graus de liberdade lentos e movimentos de graus de liberdade rapidos
sdo separaveis (aproximacdo de Born-Oppenheimer). No contexto molecular, isto
significa que a nuvem de eletrdes se ajusta instantaneamente a mudancas na
configuracdo nuclear e, como consequéncia, o movimento nuclear evolui sobre uma
Unica superficie de energia potencial, associada a um Unico estado quantico eletrdnico.
Na pratica, a maioria das simulagdes de MD sdo realizadas com as moléculas no seu
estado eletrénico fundamental.*?

Sendo o método de MD um método classico, todos os dtomos do sistema sao

considerados através de uma perspetiva classica, assumindo que a aproximacdo de
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Born-Oppenheimer é aplicavel e desta forma nao se consideram separadamente
nucleos e eletrdes. Cada particula elementar representa um dtomo, ao qual se associa
uma carga atémica que engloba contribuicdes nucleares e eletrénicas.**** As interacdes
atdmicas estdo categorizadas em dois termos: interagdes entre atomos ligados
diretamente por ligacdes quimicas (Bl, bonded interactions) e interacdes entre atomos
nao ligados por ligagdes quimicas (nBl, non-bonded interactions). As ultimas
correspondem normalmente a intera¢des entre um par de dtomos que se localizem a

uma distancia menor que um raio especifico (cutoff radius).

2.1.1. Interagoes ligantes

A expressao para o calculo das Bl inclui todos os termos das ligagdes, angulos e

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

1 A a4 2
E, = Z Ef”:b[b‘_bu‘)

ligagies
1 5
+ Z EKQ[CDS (8) — cos (6,)]°
ingulos
1 ,, 1
Y oK (0-90) @
digdros

improprios

+ Z K, [1+ cos(ng — 5,)]

digdros

Os termos de liga¢Oes, angulos e diedros impréprios sdo modelados como osciladores
harmadnicos, onde b é o valor do comprimento da ligacdo, © e ¢ sdo os valores dos
angulos de ligacdo e diedros impréprios, respetivamente, by, 6o« o S30 0s respetivos
valores de referéncia ou de equilibrio. Para este tipo de aproximacdo, para além dos
parametros de referéncia é apenas necessario o valor das constantes de forga Kp, Ko e Ko,
associadas as ligacOes, angulos e diedros improprios, respetivamente. O termo de
angulos diedros, também respeitante a torcao, é representado como uma expansao do
cosseno com multiplicidade n e amplitude Ko,» , onde @ diz respeito ao angulo e 6, a
fase.4>46
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2.1.2. Interagdes nao-ligantes

Relativamente as nBlI, estas tém em conta dois tipos de interacdo: interacdes de
Coulomb e de Van der Waals, descritas na Equacdo 2. As parcelas electroestdticas desta
componente, coerentes com as interagdes de Coulomb, sdo descritas como interagdes
entre dois pontos com carga fixa, centrados nos dtomos. O tratamento de interac¢des
electroestaticas é muitas vezes referido como sendo “aditivo”, uma vez que as cargas
ndo se afetam mutuamente e todas as intera¢des electroestaticas atomo-atomo podem
ser simplesmente descritas como a soma total de todas as energias electroestaticas
correspondentes a cada dtomo do sistema.*” A componente de intera¢bes de Van der
Waals entre dois dtomos é tipicamente definida como um potencial de Lennard-Jones,
fornecendo um bom compromisso entre exatiddo e custo computacional.*

12 &
Evs = ) ok + ) 4e, (“—*‘) - (a—*‘) @

o 4T Tij Tij

i i<j
Na equagdo 2, na primeira parcela relativa as interagdes de Coulomb, gi e gj sdo duas
cargas pontuais fixas, centrados nos atomos i e j e r a distancia entre estes dois atomos.
Na parcela que incide sobre as interagdes de Van der Waals, €;é o minimo do pogo
potencial, oj a distancia inter-atdmica na qual o valor de energia potencial é nulo e r a
distdncia entre os atomos.*>*® Estas definicdes estdo na base de uma das mais
importantes aproximacdes de MD: entre todas as nBl, apenas sdo consideradas aquelas
gue envolvem pares de atomos, i.e. interagdes que envolvam trés ou mais atomos sao
negligenciadas.*

Na sua esséncia, uma simulacdo de MD é a resolucdo numérica das equacgoes de
Newton do movimento para todas as particulas de um sistema em estudo.3” 4830 A
aplicacdo das equacbes de Newton permite calcular a evolugdo do sistema molecular,
ditada pela interacdo de todos os 4tomos presentes no sistema.>! De facto, o conjunto
de equacdes descritas anteriormente permite o calculo da energia potencial do sistema,
V, a partir da soma das duas componentes energéticas Es e Ens. E com base nessa fungdo
de energia potencial, também chamado campo de forgas, que é resolvida a seguinte
equacdo de Newton para todos os N atomos:

9%r.

mi?;=ﬂ-, i=1,..,N (3)
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onde m é a massa, r a posicdo cartesiana do atomo i e F é a forga, calculada como o
simétrico do gradiente da energia potencial V:

Fo ov (a)
£ dr;

Aforca F que atua sobre cada uma das particulas do sistema calculada através do campo
de forgas é posteriormente utilizada para determinar as posi¢des de todas as particulas
do sistema através da integra¢do da segunda lei de Newton do movimento. Este cdlculo
é feito constantemente durante o decorrer da simulacdo, em pequenos passos
temporais na ordem dos fentosegundos (tipicamente 1 a 4 fs).1>17-19

MD estuda a evolucdo temporal das coordenadas e do momento linear de cada
particula de um determinado sistema. A esta evolugdo, o resultado propriamente dito
de uma simulacdo de MD, da-se o nome de trajetéria, incluida num ficheiro dado como

output do software.>3

2.1.3. Campos de for¢ca e modelo de solvente

Os campos de forcas ja descritos anteriormente podem ser categorizados de
acordo com o nivel de descricdo. Campos de forca do tipo all-atom (AA) tém em conta
todos os atomos do sistema. Apesar de bastante Uteis, uma vez que tém em conta todo
o sistema, acarretam mais complexidade e por isso maior custo computacional. Assim,
mais uma vez como forma de compromisso entre exatidao e custo computacional, sao
frequentemente utilizados campos de forca onde os grupos CH, CH; e CHsz sdo
considerados como uma Unica particula. A estes campos de forca da-se o nome de
united-atom (UA) e sdo muito usados para sistemas com elevado numero de particulas,
onde a descri¢do detalhada de todos os &tomos ndo é necessaria.>*~° Existe outro tipo
de campos de forcga, designados como coarse-grained (CG), onde, de forma semelhante
aos UA, considera grupos de atomos em particulas individuais, sendo que, neste caso,
este efeito é considerado para todo o sistema.>’

Especificamente para a dgua, o solvente relevante em contexto de sistemas
bioldgicos, existem diversos modelos de campos de forga disponiveis. Especialmente
considerando sistemas com misturas dagua/lipido, é usado o modelo SPC (Single Point

Charge).>®
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De forma que os cdlculos sejam corretamente executados, o software de
simulacdo devera ter em conta os diversos grupos sobre os quais as respetivas
contribuicbes devem atuar. Essa informacdo esta incluida no ficheiro de topologia,
fornecido ao software pelo utilizador.3®

Considerando os campos de forcas disponibilizados, apenas alguns atomos
presentes em sistemas bioldgicos, alguns metais e ides estdo parametrizados. Todas as
restantes particulas que sejam introduzidas no sistema como objeto de estudo que nao
sejam inerentes ao campo de forcas tém que ser parametrizadas externamente, quer
pelo utilizador ou por recurso a bases de dados.>>®® Em ambos os casos, a informac&o

deve ser criteriosamente verificada previamente a ser utilizada.

2.1.4. Ensembles e Condigoes de Fronteira Periodicas

Simulac¢ées de MD sujeitas a métodos de integracdo padrdo usam um ensemble
onde o numero de particulas (N), volume (V) e a energia total (E) sdo mantidas
constantes - ensemble NVE. Apesar de bastante usado, este ensemble n3do traduz
verdadeiramente condicBes realisticas. E entdo til simular sistemas com condi¢des de
volume e temperatura (T) constantes — ensemble NVT — ou pressdo (P) e temperatura
constantes — ensemble NPT.36,61,62

Com o avanco de poder computacional, ja referido anteriormente, aumenta
também a capacidade de simular sistemas cada vez maiores e mais complexos. Ainda
assim, independentemente do nimero de particulas, este nimero sera sempre finito e
algumas destas particulas estariam inevitavelmente sujeitas a condi¢ces com uma
fronteira ndo natural, o vacuo. O modo cldssico para eliminar estas condicdes de
fronteira é a aplicacdo de condicdes de fronteira periddicas. Os atomos do sistema sao
inseridos no interior de uma caixa virtual, qgue compde uma célula unitaria, rodeada por
vinte e seis cOpias dela mesma, como ilustrado na Figura 3. Assim, o sistema em estudo
desfaz-se de fronteiras, i.e. particulas que saiam da célula unitaria serdo substituidas

pela sua copia ao entrarem pelo lado oposto.>#63-6>
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A inclusdo de condicdes de fronteira periddicas substitui o problema de
fronteiras nao naturais por condi¢Ges de periodicidade artificial. Esta condigdo ndo toma
proporcoes relevantes no caso de sistemas relativamente grandes, o que jd ndo
acontece para sistemas mais pequenos onde a periodicidade pode causar interagdes

que podem dar origem a artefactos.®*

O O o0 O O O o O
o © o © o ©
o o|,0 0|0 o
0 O o @ O O
O O fO ) O 0O

o 0O O O | O o

Figura 3. Representac3o bidimensional de condi¢cdes de fronteira periddicas.

2.2. Limitagoes

Paralelamente a todos os avancos tecnoldgicos e vantagens de MD, existem
ainda assim algumas limitacdes que podem apresentar-se como condicionantes em
alguns casos. Para a maioria dos sistemas, este método apesenta dois grandes desafios:
i) os campos de forcas utilizados ainda requerem algum refinamento para melhor
poderem representar condicOes realisticas com menos erros associados e ii) simulacoes
mais longas na ordem dos microssegundos, com sistemas relativamente pequenos,
ainda apresentam elevados custos computacionais, podendo demorar até alguns meses
a serem concluidas.®6¢7

A aproximacdo de Born-Oppenheimer, que interpreta o sistema como um
sistema de particulas classicas, para além de ser uma das vantajosas aproximacgoes neste
método por consideravelmente diminuir o peso computacional dos calculos, é também

uma das suas limitacoes. Esta visdo classica sobre o sistema significa que todos os efeitos
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guanticos ndo serdao considerados para o calculo da energia. A falta da componente
quantica ndo é um fator decisivo na maioria dos casos, mas pode sé-lo no ponto de vista
de sistemas dinamicos, onde a posicdo dos eletrdes deva ser considerada. Impede, por
exemplo, que rea¢des que envolvam transferéncia de eletrdes, efeito tunel ou estados
eletrénicos n3o fundamentais sejam simulados por técnicas de MD cldssicas.®’%° De
modo a ultrapassar esta limita¢do é possivel introduzir a componente quantica e estudar
sistemas onde efeitos quanticos sdo relevantes, processo ja implementado em diversas

técnicas como ab initio MD.”°

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. E um antibiético bactericida de largo espetro, utilizado maioritariamente

para o tratamento da tuberculose.”%’?

Figura 4. Estrutura quimica da RIF e respetiva representacao tridimensional.

O seu mecanismo de acdo centra-se no impedimento do processo de elongacdo de
RNA através da inibicdo da enzima RNA polimerase das células alvo.”

A RIF é uma molécula estruturalmente complexa, apresenta um tamanho
consideravel e tem diversos grupos polares, como alcoois e aminas. Ainda assim, contra
algumas regras amplamente estabelecidas, consegue permear bicamadas lipidicas

através de um mecanismo que nao se conhece inteiramente.

16



Capitulo I - Introdugao

Lipinski prevé que moléculas que ndo cumpram os quatro parametros a seguir
descritos irdo apresentar baixa absorgdo: menos de 5 grupos dadores de liga¢des por
ponte de hidrogénio, menos de 10 grupos aceitantes de ligacbes por ponte de
hidrogénio, peso molecular inferior a 500 g/mol e LogP menor que 5.”* Este é um
conjunto de regras que a molécula RIF parcialmente viola, tendo peso molecular, grupos
aceitantes e doadores de liga¢cdes de hidrogénio para além do estabelecido.”> O logP é
o parametro que esta dentro do estabelecido por Lipinski, com o valor de 3.85. 7

As ja mencionadas regras de Lipinski preveem que a RIF tenha associada uma baixa
permeacado através de membranas lipidicas, contra o que ocorre na pratica. Juntamente
com outros farmacos, a RIF faz parte de um grupo de outliers que estdo para além das
regras de Llpinski.”® E por isso relevante o esclarecimento do mecanismo de permeacao

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 permeacao, o objetivo deste
estudo recai sobre a caracterizagdo computacional e experimental da interacdo da RIF
com modelos simples de membranas bioldgicas, para que dai possam ser retiradas
caracteristicas e propriedades que sejam posteriormente passiveis de ser aplicadas a

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

Foram realizadas simulacdes de MD para caracterizar ao nivel atdmico a interacdo
da RIF com uma bicamada lipidica de POPC, assim como o seu perfil energético ao longo
da coordenada reacional para a permeacédo (direcdo normal ao plano da bicamada). Ao
nivel experimental, o efeito da RIF em bicamadas lipicas foi estudado através da

monitorizacdo da permeacao de 6-carboxifluoresceina (CBF) encapsulado em LUVs.
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1. Compostos Quimicos

Todos os compostos quimicos para a preparacdo e desenvolvimento da componente
experimental deste trabalho estdao descritos na Tabela 1.

Tabela 1. Compostos utilizados e respetivas informagdes.

Composto Origem M / g mol? Pureza
NazHPO4 Sigma-Aldrich 141.96 299.0 %
NacCl BioXtra 58.44 299.5%
NaNs Fluka 65.01 299.5%
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 %
Cloroférmio Sigma-Aldrich 119.38 299.0%

2. Preparacao de solugoes

A componente experimental tem por base a utilizagdao de solu¢ao tampao fosfato
(Phosphate Buffer Solution, PBS), NaHPO4 10 mM, NaCl 150 mM, NaN30,02% (m/v). A
solucdo de PBS foi preparada em agua destilada, o pH da solugdo equilibrado a 7.4 e
mantida a 4 °C.

O composto antibidtico Rifampicina foi dissolvido em tampdo fosfato para uma
concentracao de stock de 4 mM.

A 6-carboxifluoresceina (CBF) foi também dissolvida em solu¢do tampao, de modo a
perfazer uma concentracgao final de 1 mM. Foi retirada uma aliquota da solugdo anterior
para determinar a concentragao e verificar que ndo varia em relacdo a concentragao
prevista. Para esse fim, a aliquota foi diluida 1000 vezes em PBS e a absorgao foi obtida
através de um espectrofotémetro UV-Visivel Spectronic Unicam UV 500, tendo em conta
a absortividade molar de 83000 cm™* M1 77, de acordo com a equacgdo de Beer-Lambert.
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As solucdes stock de lipidos foram preparadas através dissolu¢cdo do composto em
pé numa mistura azeotrépica de cloroférmio:metanol 87.4:12.6 (v/v) para a

concentracdo de 66 mM e mantidas a -20°C.

3. Espectroscopia de Fluorescéncia

A luminescéncia é a emissdo de luz por parte de uma substancia e ocorre a partir de
estados eletronicamente excitados. E formalmente dividida em duas categorias -
fluorescéncia e fosforescéncia - dependendo da natureza do estado excitado. Ocorre
fluorescéncia quando o estado excitado é singleto e fosforescéncia quando o estado
excitado é tripleto.

Na fluorescéncia, a espécie é primeiro excitada, ao absorver um fotdo, do seu estado
eletrénico fundamental para um dos varios estados vibracionais no estado eletrénico
excitado. As colisdes com diversas moléculas fazem com que a espécie excitada perca
energia vibracional até atingir o estado vibracional de menor energia, ainda no estado
eletrénico excitado. A espécie excitada decai para um dos varios niveis vibracionais do
estado eletrénico fundamental novamente, emitindo um fotdo no processo. Este
processo é frequentemente visualizado através de um diagrama de Jablonski, ilustrado

na Figura 5.78

S: Y
: Conversao
: interna Cruzamento
; S—; % intersistemas
S = 572 e
s .
Absor¢ao i ’
|Fluorescéncia hv, «
hvsy | hva MRy .
) Fosforescéncia,,
% : i
So |} vV v

78).

Figura 5. Esquema tipico do diagrama de Jablonski (adapatado de

Uma caracteristica importante da fluorescéncia é a alta sensibilidade a sua detecdo.
Esta caracteristica foi usada em 1877 para demonstrar que os rios Danubio e Reno

estavam conectados por correntes subterrdneas.”” Essa conex3o foi demonstrada
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colocando fluoresceina (Figura 6A) no Danubio. Cerca de sessenta horas depois, a sua
fluorescéncia verde caracteristica apareceu num pequeno rio que conduzia ao Reno.
Ainda hoje a fluoresceina é utilizada como marcador para localizar individuos
perdidos no mar. Alguns dos derivados da fluoresceina, como a 6-carboxifluoresceina
(CBF) (Figura 6B), sdo utilizados em contexto bioquimico para, por exemplo, detetar lise
de lipossomas.”®8 A CBF é também utilizada neste trabalho como marcador
fluorescente para medir possiveis efeitos da RIF na integridade de uma bicamada

lipidica.

A B
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Figura 6. Estrutura quimica da fluoresceina (A) e 6-carboxifluoresceina (B).

4. Preparagao de LUVs por extrusao

O protocolo aqui exposto tem por base o método de extrusdo proposto por Samelo
et al..8? Inicia-se com a preparacdo de uma solucdo aquosa de POPC em mistura
azeotrépica de cloroférmio:metanol preparada anteriormente, retirando o volume
necessario para perfazer a concentracao 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 agitacdo constante em vortex. O filme obtido é
deixado em repouso num exsicador sob vacuo a temperatura ambiente pelo menos
durante 4 horas e ndo mais que 16 horas.

O filme de POPC é entdo colocado em banho quente a 40 °C (minimo de 10°C acima

da temperatura de transicao de fase para aumentar a fluidez do lipido e facilitar a sua
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hidratacdo) durante cerca de 5 minutos e é depois hidratado e agitado suavemente com
a solugcdo de CBF, previamente aquecida a 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 periodo a mistura é agitada ocasionalmente em
vortex.

Enquanto o filme é suspenso é introduzida uma pequena quantidade de tampao no
interior de tubos de plastico (Falcons) e procede-se a sua limpeza. Os tubos com o
tampado sdo congelados em azoto liquido, posteriormente descongelados e o tampao no
interior é descartado. Este procedimento é repetido por trés vezes, sendo necessario
para remover ftalatos e outras pequenas moléculas do plastico, para que ndo
contaminem os lipossomas.

Apds limpeza, procede-se a transferéncia da solucdo de lipossomas (que nesta fase
se tratam ainda de vesiculas multilamelares) para os tubos previamente limpos. A
solugdo de lipossomas é congelada em azoto liquido e colocada no banho a 40 °C,
permitindo o seu descongelamento. A este processo da-se o nome de freeze and thaw
e é importante para que na solucdo final estejam apenas presentes vesiculas
unilamelares, quebrando vesiculas grandes e consequentemente aumentando o volume
de solugdo aquosa entre camadas lipidicas. Estas altera¢des facilitam a obtencao de
vesiculas unilamelares quando os MLVs sdo sujeitos ao processo de extrusao.

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 tampao, de modo a verificar a correta montagem do sistema.

Apds o descongelamento completo da solucdo de lipossomas, esta é agitada e
passada pelo extrusor. A solugdo é depois novamente sujeita ao processo de freeze and
thaw e posterior extrusao mais duas vezes, sempre com agitamento apds extrusao.
Depois das duas repeticOes, a solugdo é passada pelo extrusor mais dez vezes, com
agitacao entre passagens. No total, a solugdo de lipossomas é passada pelo extrusor

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

5.1. Cromatografia de exclusao — separagao de CBF livre

A solugao de lipossomas, que provém do procedimento descrito na sec¢ao 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 permeagdo é francamente importante que
a andlise recaia apenas na permeac¢do do soluto em estudo, na dire¢do pretendida,
tendo em conta o gradiente de concentracdo. Neste caso em particular o soluto é a CBF
e a direcdo de permeacdo do interior do lipossoma para o meio externo. Assim, ha que
separar toda a CBF ndo encapsulada dos lipossomas com CBF encapsulada.

Para este efeito utilizou-se cromatografia de exclusdao com colunas HiTrap Desalting
5 ml (GE Healthcare) com fase estacionaria G-25 superfine, em que particulas de
pequenas dimensdes tém maior tempo de reten¢do na coluna, permitindo a sua
separacdo de particulas maiores.®?

Foram colocadas duas colunas Hitrap Desalting 5 ml em série, perfazendo 10 ml no
total. As duas colunas s3ao condicionadas com solucdo tampao fazendo atravessar o
volume correspondente a dez vezes o volume total das colunas, ou seja, 100 ml.

Uma vez equilibradas com tampao é adicionado 1 ml da solu¢ao de LUVs com CBF
as colunas e procede-se a passagem de mais eluente até que toda a amostra seja eluida
e posteriormente recolhida. A fracdo de interesse e que inclui os LUVs com CBF
encapsulada, é recolhida assim que a solucdo que sai da coluna e apresenta coloracdo

esbranquicada, devida a presenca de LUVs.

5.2. Incubagao dos LUVs com Rifampicina

Para estudar a interacao da Rifampicina com bicamadas lipidicas e consequentes
efeitos foram realizados ensaios de permeacdo de CBF encapsulada previamente na
presenca de diversas concentra¢des do antibidtico no meio aquoso.

A solucdo obtida apds a cromatografia descrita anteriormente foi diluida para 16 ml
com tampao fosfato e posteriormente dividida em quatro condigdes experimentais
dissintas. A trés das quatro condi¢des foi adicionada uma determinada quantidade de

RIF para perfazer concentracoes especificas:
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o Condicdo A—0 uM RIF

o Condigdo B—12 uM RIF
o Condigdao C—24 uM RIF
o Condigdao D—40 uM RIF
o Condigdao E—80 uM RIF

A condi¢do A tem efeito como controlo, medindo-se apenas a permeac¢ao da CBF em
condicOes padrdo, na auséncia de RIF.

De cada uma das fragdes foram retiradas doze aliquotas colocadas em banho a 37
°C durante toda a duracdo do ensaio, retirando uma aliquota de cada condicdo a cada

tempo previamente definido.

5.3. Fracionamento das aliquotas
Concluido o processo de incubacgao para cada aliquota, é necessaria a separag¢ao da
CBF no meio aquoso - que permeou a membrana lipidica - da CBF que permanece no
interior do lipossoma. Para tal é necessdrio submeter novamente as amostras a um
método de separacdo cromatografico, semelhante ao exposto na seccdo V.l., com a

excecao do tipo de colunas utilizado.

5.3.1. Otimizagao do fracionamento

A separacdo das aliquotas com recurso a colunas cromatograficas foi otimizada de
modo que seja possivel separar a amostra em duas fragdes distintas de LUVs e CBF livre,
com a finalidade de calcular a quantidade de CBF que permeou durante o periodo de
incubacdo com o antibidtico. O processo foi otimizado em termos de adicao de eluente
e velocidade de centrifugacdo 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 tém uma fase estaciondria com limite

de exclusdo 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 tampdo em estudos com proteinas. Ndo estava,
portanto, de acordo com o objetivo deste trabalho, sendo necessario otimizar o
protocolo para o objetivo de separar LUVs de CBF livre.

A primeira iteragdo na otimiza¢ao do protocolo consistiu na mudanga de volume de
amostra e eluente adicionado a coluna, assim com a velocidade a que era feita a
centrifugacdo. O protocolo obtido nesta fase é o seguinte:

o Condicionamento da coluna com 1 ml de tampao fosfato. Centrifugar
durante 6 min a 10 g. Repetir duas vezes.
o Aplicar 600 pl de amostra na coluna. Centrifugar durante 3 minutos a 10
g. Recolher para o tubo da Fragdo 1.
o Aplicar 300 pl de tampado. Centrifugar durante 2 minutos a 10 g. Recolher
para o tubo da Fragdo 1.
o Aplicar 300 pl de tampado. Centrifugar durante 2 minutos a 10 g. Recolher
para o tubo da Fragdo 2.
o Aplicar 900 ul de tampao. Centrifugar durante 5 minutos a 10 g. Recolher
para o tubo da Fragao 3.
o Aplicar 900 ul de tampao. Centrifugar durante 5 minutos a 10 g. Recolher
para o tubo da Fragao 4.
o Aplicar 900 ul de tampao. Centrifugar durante 5 minutos a 10 g. Recolher
para o tubo da Fragao 5.
o Aplicar 300 pl de tampao. Centrifugar durante 2 minutos a 10 g. Recolher
para o tubo da Fragao 6.
o Aplicar 300 pl de tampao. Centrifugar durante 2 minutos a 10 g. Recolher
para o tubo da Fracdo 7.
Com base neste protocolo foi preparada uma solugao de LUVs com CBF encapsulada
e foi adicionada 5% (v/v) de CBF. Apds separacdo e obtencdo de todas as fracGes de
ambas as aliquotas, foram retirados 150 ul de cada fragao, adicionado Triton X-100 a
uma concentracdo final de 1% (v/v), e analisada a fluorescéncia com recurso a um leitor

de placas SpectraMax iD5 (Molecular Devices). Através da analise dos valores de
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fluorescéncia da CBF (Ex=460 nm, Em=520 nm) é possivel criar o perfil de separacdo

descritona Figura 7.
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Figura 7. Perfil de separacdo de amostras com LUVs e 5% CBF livre (v/v). No gréfico estdo descritos

valores de Intensidade de fluorescéncia de CBF em fungdo do volume de eluigdo (ul).

Com este protocolo foi possivel a obtencdo de um intervalo de eluicdo entre a
passagem de 1200 pl e 2100 ul pela coluna (correspondentes as fracGes 3 e 4,
respetivamente), em que ndo ha saida de LUVs com CBF encapsulado nem CBF livre. No
entanto, a repeticdo deste protocolo de separagdo ndao conduzia a resultados
fidedignos, uma vez que as colunas ndo mantinham um comportamento de separacao
estdvel entre separagdes de amostras distintas. Desta forma, este protocolo foi
considerado impraticavel e uma nova iteracao foi realizada como tentativa de obter

perfis de separacao estaveis e reproduziveis:

o Condicionamento da coluna com 1 ml de tampao fosfato. Centrifugar
durante 6 minutos a 10 g. Repetir duas vezes.

o Aplicar 50 pul de amostra na coluna. Centrifugar durante 1 minutos a 10
g. Recolher para o tubo da Fragao 1.

o Aplicar 300 pl de tampao. Centrifugar durante 2 minutos a 10 g. Recolher
para o tubo da Fragdo 1.

o Aplicar 600 pul de tampao. Centrifugar durante 3 minutos a 10 g. Recolher

para o tubo da Fragdo 2.
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o Aplicar 300 pl de tampao. Centrifugar durante 2 min a 10 g. Recolher para
o tubo da Fragao 3.

o Aplicar 300 ul de tampao. Centrifugar durante 2 minutos a 10 g. Recolher
para o tubo da Fragao 4.

o Aplicar 1000 ul de tampdo. Centrifugar durante 6 minutos a 10 g.
Recolher para o tubo da Fragao 5.

o Aplicar 1000 pl de tampao. Centrifugar durante 6 minutos a 10 g.
Recolher para o tubo da Fracdo 6.

Por forma a assegurar a separagdo eficiente das amostras foi comparada uma
aliguota de uma amostra de LUVs apenas com CBF encapsulada, com uma aliquota de
CBF, ambas sujeitas ao processo descrito acima.

Apds a realizacdo do procedimento pds-separacdo ja descrito acima é possivel criar
o perfil de separagdo descrito na Figura 8A para os LUVs com CBF encapsulada e Figura
8B para a CBF livre.

Na Figura 8A é possivel observar dois picos de fluorescéncia mais intensa, apds
passagem de 400 plL e 700 uL, correspondentes as Fracdes 1 e 2, respetivamente. Estes
maximos de fluorescéncia sdo relativos aos LUVs com CBF encapsulada. A CBF, como
tem maior tempo de retengdo, sai da coluna com a adi¢do de um volume maior de
eluente, apds a passagem de 1300 pl e 2300 pl (fracbes 5 e 6, respetivamente), como é
visivel na Figura 8B . Existe entre a saida dos LUVs com CBF encapsulada e a saida de CBF
uma fracdo de intervalo em que ndo é detetada CBF encapsulada nem CBF livre,
enfatizando a eficacia da separacdo destas colunas.

De facto, a separacdo aparentava ser eficaz nas condicGes da segunda iteracdo do
protocolo, mas quando analisadas todas as amostras do estudo de permeacdo as
colunas apresentavam comportamentos dispares, dando origem a fracGes distintas
daquelas obtidas do processo de otimizacdo. A variacdo na capacidade de separacdo das
colunas tem por base o facto de que as suas caracteristicas variaram ao longo do ensaio.
Apds centrifugacGes sucessivas, a compactacao da resina aumentava, dando origem a
separac¢des distintas para cada coluna. E possivel observar essa varia¢do quando, por
exemplo, se compara o maximo de detecdo de CBF livre entre os dois protocolos: na

primeira iteracdo ocorre apds a passagem de cerca de 3000 pul, enquanto na segunda
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ocorre ap6s a passagem de apenas 1300 pl. Este método, com estas colunas foi, por
estes motivos, descartado como método de separagao de LUVs com CBF encapsulada

de CBF livre.
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Figura 8. Perfil de Separagdo de amostras com LUVs com CBF encapsulado (A) e CBF livre (B). No grafico
estdo descritos valores de Intensidade de fluorescéncia de CBF em fung¢do do volume de eluigdo (pl).

Colunas Zeba Spin Desalting 0.5 ml

Sendo que o processo de separa¢do com as colunas de 2 ml ndo conduz a resultados
fidedignos, foi necessario desenvolver outro método de separacdo. Para este efeito,
foram utilizadas as colunas Zeba Spin Desalting 0,5 ml, cujo protocolo de separacao
também foi otimizado de forma a servir o objetivo deste trabalho. O protocolo
otimizado é o seguinte:

o Condicionamento da coluna com 120 ul de tampao fosfato. Centrifugar

durante 2 minutos a 1500 g. Repetir duas vezes.
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Aplicar 120 pl de amostra na coluna. Centrifugar durante 2 minutos a
1500 g. Recolher para o tudo da Fragao 1.

Aplicar 70 pl de tampdo. Centrifugar durante 2 minutos a 1500 g.
Recolher para o tubo da Fragao 2.

Aplicar 200 ul de tampao. Centrifugar durante 2 minutos a 1500 g.
Recolher para o tubo da Fragao 3.

Aplicar 200 ul de tampao. Centrifugar durante 2 minutos a 1500 g.
Recolher para o tubo da Fracado 4.

Aplicar 200 ul de tampao. Centrifugar durante 2 minutos a 1500 g.
Recolher para o tubo da Fracdo 5.

Aplicar 200 ul de tampao. Centrifugar durante 2 minutos a 1500 g.

Recolher para o tubo da Fracdo 6.

De forma a obter um perfil de separacao fidedigno, foi usado uma solugdao com uma

mistura de LUVs com CBF encapsulada e CBF livre. A aplicacdo desta solucdo na coluna

e consequente separac¢do conduziu ao perfil de separagao da Figura 9.
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Figura 9. Perfil de Separag¢do de uma amostra de LUVs com CBF encapsulada e CBF livre. No grafico estdo
descritos valores de Intensidade de fluorescéncia de CBF em fung&o do volume de eluigdo (pl).

A andlise do perfil de separacdo demonstra que existem duas zonas distintas, a

primeira associada a fracdo 1, na qual estdo incluidos os LUVs com CBF encapsulada, a

segunda associada as fracdes 3, 4, 5 e 6 onde estd incluida a CBF livre. Existem entre
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estas duas zonas a fracdo 2, uma fracdo de intervalo que ndo contém CBF, quer
encapsulada quer livre.

Este perfil, a semelhanca do observado na Figura 8 para as colunas de 2 ml é o ideal
para a separagdao 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 idéntico de todas as colunas em todas as utilizagdes. Os resultados
apresentados neste trabalho foram obtidos através de cromatografia de exclusdo com
colunas Zeba Spin Desalting 0.5 ml.

A avaliacdo da fluorescéncia da CBF encapsulada foi feita apds a adi¢do de Triton X-
100 a uma concentragdo final de 1% (v/v), suficiente para que os LUVs sejam
desintegrados e ndo ocorra perda de sinal da CBF por extin¢do de fluorescéncia devido

a sua elevada concentragao local quando encapsulada nos LUVs.

6. Dinamica Molecular

Foram feitas simulagdes de dinamica molecular para a molecular de Rifampicina em

dois estados de ionizacdo, zwitterido e anido, ilustrados na Figura 10.

Figura 10. Estrutura quimica da forma anidnica da RIF (esquerda) e da forma zwitteridnica (direita).

A topologia para ambas formas idnicas foi obtida através da plataforma ATB>® para
o campo de forcas GROMOS 54A7.8% Os parametros de cargas parciais foram obtidos
por métodos de mecanica quantica ab initio usando o software Gamess-US.8* O modelo
de dgua SPC foi utilizado em todas as simula¢des.®> As bicamadas de POPC foram
geradas a partir da plataforma CHARMM-GUI.2. As simulacdes foram executadas sob
um tempo de integracao de 2 fs. Para todos os sistemas contactos desfavoraveis foram
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previamente removidos por minimizacdo de energia pelo método de steepest descent.
A temperatura foi estabilizada através de equilibracdo com ensemble isotérmico-
isocoérico e a pressdao com ensemble isotérmico-isobdrico. Para ambos os processos de
equilibragdo foi utilizado 1 fs como passo de integracao, durante 100 ps. O controlo de
temperatura foi feito para o solvente e ides, POPC e RIF. Todas as simulacdes foram
feitas sob constante numero de particulas, pressao (1 bar) e temperatura (298 K) em
condicdes de fronteira periddica. O controlo de pressao e temperatura foi mantido com
os algoritmos Nosé-Hoover?” e Parrinello-Rahman®8, respetivamente, com constantes
de acoplamento de 0.5 ps e 2.0 ps, respetivamente. Os comprimentos de todas as
ligacdes foram constrangidos aos valores de referéncia através do algoritmo LINCS®?,
Interagdes de Van der Waals e de Coulomb de curto alcance foram ambas consideradas
com cut-off de 1 nm, enquanto que para interaces eletrostaticas de longo alcance foi

aplicado o método Particle Mesh Ewald (PME)®°,

6.1. Simulag¢des unrestrained

As simulagdes unrestrained foram executadas no software GROMACS versdo 2019.4,
num sistema de 200 moléculas de POPC hidratado com 50 moléculas de dgua por lipido.
As andlises destas simulacGes foram realizadas no software GROMACS 2019.4 e as
ferramentas disponibilizadas pelo mesmo software.

Foram realizadas duas simulacdes distintas para cada uma das espécies idnicas, uma
em que foram colocadas duas moléculas de RIF em cada lado da bicamada lipidica, no
meio aquoso (direcdo 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 forca de potencial harménico de 500 kJ molt nm2. Apds o pulling o potencial
harmaonico que atuava sobre as moléculas foi removido e estas passaram a movimentar-
se livremente, em direcdo a interface com o meio aquoso (direcdo center to water, CW).

Os sistemas unrestrained WC foram simulados até 2 us e o unrestrained CW até 1 ps.
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6.2. Umbrella sampling e calculo de PMF

A energia livre do sistema (AG), em funcdo da coordenada reacional z (definida como
a distancia entre os centros de massa da rifampicina e da bicamada de POPC) é derivada
do Potencial de Forca Médio (Potential of Mean Force, PMF), extraido de uma série de
simulacbes de umbrella sampling. Simula-se uma série de corridas de dinamica
molecular, cada uma correspondendo a um local em que a molécula de interesse é
harmonicamente restringida a distancias fixas do centro da bicamada, com intervalos
de 0.1 nm até a uma distancia maxima de 4 nm. Esta restricao permite que a molécula
faca uma amostragem do espaco configuracional para o cdlculo de forgas nesse
intervalo.?® Para este caso, essas configuraces foram obtidas a partir do pulling de uma
molécula de RIF para o centro da bicamada, processo apds o qual foi adicionada outra
molécula no meio aquoso seguido de pulling de ambas as moléculas na mesma direcao,
de modo a que RIF agora inserida na dgua percorra em direcdo ao centro da bicamada
e a RIF ja inserida no centro da bicamada em direcdo ao meio aquoso. Foram depois
extraidas configuracdes do sistema a cada 0.1 nm

Cada uma destas configuracdes da origem a uma janela de amostragem, simulada
independentemente durante 120 ns. As simula¢des de umbrella sampling foram
executadas no software GROMACS versao 2019.3 num sistema de 200 moléculas de
POPC hidratado com 80 moléculas de agua por lipido. As analises foram feitas na
totalidade na versdao 2019.4 do software GROMACS com recurso a ferramenta de

Weighted Histogram Analysis Method (WHAM).>!
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1. Dinamica Molecular

1.1. Posi¢oes Atomicas

Na Figura 11 estdo representados grupos de referéncia para a analise da orientagao
e interagdes da RIF ao longo desta secgao.

Figura 11. Estrutura da RIF com grupos de referéncia destacados. Representado a vermelho estd a

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

A primeira analise e a mais simples de interpretar é a variacdo do centro de massa
(Center of Mass, COM) das moléculas inseridas no sistema em funcdo do tempo de
simulacdo, exibida nas Figuras 12A-D.

A partir da variagdo é possivel afirmar que os COM de todas as moléculas de RIF, em
todas as formas de ionizacdo caracterizadas, tendem a aproximar-se da interface da
bicamada. Este comportamento acontece tanto quando a RIF é colocada inicialmente
no meio aquoso (graficos A e C) como quando o é no interior da bicamada lipidica, por
recurso a método de pulling (graficos B e D). Observam-se, no entanto, pequenas
diferencas entre as duas espécies idnicas e entre as localiza¢des iniciais do COM da RIF.
Por vezes a localizacdo transversal do COM indica que a RIF estd menos internalizada
que o fésforo do POPC, como é o caso do zwitterido inicialmente colocado no meio
aquoso (Zw-WC), enquanto que no sistema em que o anido partiu do centro da
bicamada (An-CW), o COM indica que se mantém em posi¢des mais internalizadas. A
variabilidade pode também ser observado dentro do mesmo sistema, quando moléculas
que estdo sujeitas as mesmas condi¢des apresentam comportamento distinto (Figura

12A). De facto, a posicdo do COM pode ser idéntica entre moléculas do mesmo sistema,
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mas a posi¢ao de cada uma individualmente é distinta, como é ilustrado nos snapshots
retirados no final de cada uma das simulag¢des, apresentados na Figura 13.

As configuracdes adotadas no final da simulagdo, aparentam indicar que algumas das
moléculas apresentam comportamentos semelhantes. O grupo piperazina do anidao
proveniente do meio aquoso (An-WC, gréfico B) e do zwitterido proveniente do centro
da bicamada (Zw-CW, grafico C) estdao alinhados com o centro da bicamada, bem
internalizados para 1a dos grupos fosfato do POPC. Comparando a origem das moléculas,
sistemas em que as moléculas tenham sido inicialmente colocadas no meio aquoso,
apresentam uma posi¢ao geralmente mais externa a bicamada, quando comparado com
sistemas em que as moléculas partem do centro da membrana. Associado a analise da
variacdo dos COM e como forma de compreender detalhes quantitativos relativos a
forma como as moléculas se posicionam em relacdo a alguns grupos referéncia da
bicamada, é calculado o perfil de densidade. Neste cdlculo sdo descartados os primeiros
500 ns de cada simulacdo para efeitos de equilibracdo, para os diferentes componentes

do sistema, como descrito na Figura 14.
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Figura 12. Posicdo transversal do centro de massa das moléculas de RIF em fun¢do do tempo de simulagdo.
Para cada simulagdo, as diferentes curvas dizem respeito a moléculas distintas. A linhas a cinzento
representam a posicées médias dos atomos de fésforo em cada uma das monocamadas. A e B dizem respeito
a espécie anidnica, C e D a espécie zwitterionica. A e C dizem respeito a simula¢des para o caso WC, Be D
para o caso CW.

40



Capitulo Il — Resultados e Discussao

A , B

/; §

sty BT N B Vo B, g IR R X VB S R iAds
i b vl T NOE S, (RN ¢ &0 0 SN N
% 5 v
7
X

= 5\4

XD
3 ( 250

X o X

. ] “ A

Y A\ L TN ; e g 42,

ALy 5 2 p RS e 3 eSS i 3 5
h £ A » y P s % N £ PA S
2 2
c = D 25
- . ".v
; S SRy \¢ R e e s
. t -
£ iq 2.
,\)-4‘\
e
& - 2 ’ . 3 3 i --‘.‘ ‘.' =3
F 4 . 50 e v, $ ; . £ '”\N“o' ; <

A2 S Bile Reides e Vi Sre AP . A e e S
& 4 (T3 5 724 B 2 e SR .
-, 4 A

Figura 13. Snapshots finais das simulagdes unrestrained da espécie anidnica (A e B) e da espécie
zwitteridnica (C e D). A e C sdo snapshots para o caso CW, B e D para o caso WC. As moléculas de RIF estdo
representadas com linhas mais grossas, a 4gua a ciano, as caudas do POPC a cinza e os pontos vermelhos
representam dtomos de fésforo.
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Figura 14. Perfis de densidade da espécie anidnica (A e B) e da espécie zwitterionica (C e D). A e C sdo
relativos ao caso CW, C e D para o caso WC. A vermelho esta representada a densidade das moléculas de
RIF, a azul escuro da dgua, a azul claro e a verde o do fosfato e do azoto do POPC, respetivamente. Para
efeitos de visualizacdo a densidade das moléculas de RIF foi multiplicada por um fator de 5. Os valores
apresentados tém em conta o descarte dos 500 ns iniciais.
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Os perfis de densidade confirmam a andlise da variacdo dos COM e dos snapshots. A
RIF tende a localizar-se na interface lipido/agua, por vezes internalizando para |a 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 util para sondar as zonas preferenciais de localizacao global
das moléculas. Para investigar a configuracdo que a molécula tende a adquirir, as
informacdes dadas pelos perfis de densidade ndo sdo suficientes. Para isso foram
considerados dois d&tomos, N2 e N6, ambos constituintes da piperazina, e C12, um dos
carbonos que inicia a cadeia (Figura 15). Foi analisada a variacdo temporal da posicao
transversal z destes atomos, e da posicdo relativa ao atomo N2 em funcdo da
internalizagdo do grupo piperazina. Esta ultima avaliada pela distancia do N2 ao centro

da bicamada. Esta informacdo esta apresentada na Figura 16 para todos os sistemas.

Figura 15. Estrutura da RIF com identificacdo de atomos de referéncia.
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Figura 16. Variacdo da distancia transversal entre 4tomos de referéncia em fungdo da distancia de N2 ao
centro da bicamada. A-D retratam a distribuicdo do anido, E-H do zwitterido. A coluna da esquerda diz
respeito as simulagdes WC e a esquerda as CW. As cores representam as diferentes moléculas, sendo
vermelho, verde, azul-escuro e azul claro associadas a molécula nimero 1, 2 3, 4, respetivamente. Os
valores apresentados tém em conta toda a duragdo da simulagdo.
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A andlise mais especifica da orientacdo das moléculas de RIF, mais
especificamente da piperazina, revela uma tendéncia difundida por todos os sistemas,
tanto quando considerada a diferenca da posicdo transversal <z>do N2-N6 como de N2-
C12. Com a diminui¢do da distancia do atomo N2 ao centro da bicamada, consequéncia
direta da internalizacdo da piperazina, existe uma clara propensao para este grupo se
alinhar com a normal da bicamada (correspondendo a um aumento da distancia
transversal N2-N6 e N2-C12). E comum observar-se dentro do mesmo sistema graus de
internalizacdo distintos entre as varias moléculas, por vezes sem sobreposicao 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 <d;>N2-Centro bicamada Maior,
apresentam <d;> 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 orientacdo anti-paralela em relacdo a normal da membrana,
ou seja que a piperazina estd numa posicdo mais externa que a cadeia da RIF). Com a
diminuicao da diferenga de <z> entre estes grupos de referéncia, a tendéncia é o
aumento de <d;>n2-ns € <d;>n2-c12, indicando uma tendéncia para alinhamento paralelo
entre a piperazina eo eixo normal a bicamada. De uma forma geral, este
comportamento é observado para todas as moléculas em todas as condi¢Oes estudadas,
embora para cada molécula sé se verifiqgue uma pequena regido do espago possivel de

localizacdo e orientacdo do grupo piperazina.

1.2. Fungoes de Distribuicao Radial

Uma Funcdo de Distribuicdo Radial (Radial Distribuition Function, RDF) define a
probabilidade relativa g(r) de encontrar uma particula em funcdo da sua distancia r a
outra particula de referéncia. E particularmente Util para determinar interacdes
especificas entre particulas.

Na Figura 17 estdo descritas as RDF para o atomo de fésforo e azoto do POPC em

torno do grupo piperazina da RIF.
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Figura 17. RDF do grupo piperazina do anido (A-D) e do zwitterido (E-H) em torno do dtomo de fésforo do
POPC (A e B, EeF) e metorno do azoto (Ce D, G e H). A coluna da esquerda diz respeito as simulagdes WC e
a esquerda as CW. As cores representam as diferentes moléculas, sendo vermelho, verde, azul-escuro e azul
claro associadas a molécula nimero 1, 2 3, 4, respetivamente. Os valores apresentados tém em conta o
descarte dos 500 ns iniciais.
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A partir dos RDF é possivel desenvolver varias conclusGes. Comparando a
interacdo das varias moléculas de RIF com o fosfato do POPC (graficos A, B, E e F),
observa-se que apesar de existir alguma variabilidade entre as moléculas de cada
condicdo, a interacdo é mais forte para o caso da piperazina da espécie zwitteridnica (E
e F). Este resultado era esperado pois na espécie zwitteridnica a piperazina esta
protonada no azoto N6 apresentando uma carga positiva que interage
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electrostaticamente com a carga negativa do grupo fosfato. Para além disso devido a
protonacdao do azoto da piperazina pode estabelecer ligacdes de hidrogénio com os
oxigénios do fosfato. Este efeito é generalizado para todas as moléculas da espécie
zwitteridnica, a excegcdao de moléculas mais internalizadas, como é o caso da molécula
numero 1 da espécie zwitterionica (Figura 17E e F).

O perfil de interagdo da espécie anidnica é semelhante ao da espécie zwitteridnica,
apenas com menor amplitude e menor definicdo. De facto, o perfil de interagdo da
piperazina da forma anidnica torna-se inclusivamente superior e mais bem definido em
interagdes com o azoto do POPC, quando comparado com o zwitteridao, sugerindo maior
grau de interacdo entre estes dois grupos. Esta diferenca deve-se a protonacdo da
piperazina do zwitterido, que torna a interacdao com o fosfato do POPC desfavoravel,
sendo o fosfato um grupo com carga negativa.

Transversal a todos os sistemas é também a interagdo entre os anéis aromaticos e
os atomos de fésforo e azoto do POPC, mais pronunciada para a espécie anidnica, onde
a interacao é mais bem definida para distancias menores (ilustrado na Figura 18 para os
sistemas WC). Este perfil sugere uma interacao eletrostatica entre os anéis aromaticos

da RIF e os atomos de fosforo e azoto do lipido.
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Figura 18. RDF dos anéis aromaticos do anido (A, B) e do zwitterido (C, D) em torno do fésforo (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 nimero 1, 2 3, 4, respetivamente. Os dados apresentados
dizem respeito ao sistema WC. Os valores apresentados tém em conta o descarte dos 500 ns iniciais.
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1.3. LigacOes de Hidrogénio

Ambas as formas idnicas da RIF tém diversos grupos capazes de participar em
ligagcdes por ponte de hidrogénio. A diferenga entre as duas espécies idnicas esta na
piperazina, que estd protonada na espécie zwitteridnica e por isso capaz de estabelecer
este tipo de ligagdes como dadora. Em dinamica molecular as ligagdes de hidrogénio sdo
facilmente monitorizadas, sendo considerado um grupo de trés atomos dador-H-
aceitante cada vez que a distancia entre dador e aceitante seja menor que 0,35 nm e o
angulo H-dador-aceitante seja menor que 30°. Para a analise incluida nesta seccdo
foram considerados diversos atomos, estando os mais relevantes e aqui mencionados

identificados na Figura 19.

Figura 19. Estrutura da RIF com a identificacdo de atomos de referéncia para estabelecimento de
ligagBes de hidrogénio.

Na Figura 20 estdo descritos os nimeros médios de ligacGes de hidrogénio entre
grupos dadores e aceitantes entre a mesma molécula de RIF (intramoleculares) e entre

a dgua e grupos aceitantes das diferentes moléculas de RIF.
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Figura 20. Nimero médio de ligagdes de hidrogénio intramoleculares da RIF e entre a dgua e grupos
aceitantes da RIF nas simulagdes WC (A) e CW (B). As barras de erro correspondem ao desvio padrao.

O nivel de interagao intramolecular é distinto entre espécies idnicas, com o anido a
formar constantemente cerca de uma ligacdo de hidrogénio intramolecular, enquanto
0 seu contraposto zwitteridnico apresenta valores médios mais baixos para toda a

simulacdo, indicando menos liga¢des deste tipo.

E bastante comum verificar a interacdo entre os atomos 025/H26/018,
N72/H73/N8 e 014/H15/018, todos eles associados ao fecho de anéis de seis membros.
Para além da formagdo de anéis de 6 membros existe ainda a possibilidade do fecho de

um anel de sete membros, através dos atomos 025/H26/028. Tendo em conta a
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estrutura tridimensional da RIF, estes dois tipos de anéis aparentam ser bastante
provaveis, estando os intervenientes estruturalmente préximos, sem que seja
necessaria uma elevada mudanca de conformacdo. Esta suposicdo torna-se menos
presumivel quando se verifica a existéncia de ligacdes de hidrogénio entre atomos
distantes, como os atomos 059/H60/071, um grupo onde o dador e o aceitante estdo
estruturalmente distantes e onde, a partida, ndo se ponderava que houvesse a
possibilidade de formacgao deste tipo de interagdes. Existe também a formacdo de uma
outra estrutura pouco intuitiva, um anel de oito membros envolvendo os dtomos
014/H15/071.

Face a todos estas interacdes e contrariamente ao que se poderia inicialmente
calcular, a molécula de RIF, mais consideravelmente para o anido, estabelece diversas
interagdes que implicam uma mudanga de conformagdo aparentemente nao imediata,
sendo entdo a molécula de RIF provida de alguma flexibilidade estrutural de modo a
acomodar tais conformacdes. A consequente alteracdo necessdria para acomodar estas
duas interagOes esta ilustrada na Figura 21, onde é evidente a mudanca de configuracao

e consequente direcdo dos atomos envolventes de modo a acomodarem a interagao.

Figura 21. Estrutura da RIF com conformacdo adequada para a ocorréncia de interagdes de hidrogénio
(linha tracejado) entre os atomos identificados.
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Relativamente as ligacdes de hidrogénio entre a agua e os grupos aceitantes da
RIF é clara a distingdo entre moléculas mais internalizadas e menos internalizadas.
Moléculas com maior nivel de internalizagdo, como é o caso das moléculas numero 4 do
sistema An-WC ou Zw-WC, tém associados a elas menor nimero de ligacdes de
hidrogénio com a dgua, o que seria expectavel tendo em conta a baixa concentracao de
agua na regido interna da bicamada.

Na Figura 22 estdo indicados os valores relativos a formac¢do de liga¢cdes de

hidrogénio entre diversos grupos da molécula de RIF, o grupo fosfato e o éster do POPC.
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Em consonancia com os perfis de interacdo dados pelos RDF, ambas as espécies
idnicas conservam uma interacdo especifica entre os anéis aromaticos e o grupo fosfato
do POPC, transversal para todos os sistemas e todas as moléculas, mais ou menos
internalizadas. Esta interacdo, ainda que com menor intensidade ao longo de todos os
sistemas, também é visivel entre a cadeia da RIF e o fosfato do POPC.

Sendo o zwitterido protonado no azoto, este pode estabelecer ligacbes de
hidrogénio com dtomos aceitantes. No entanto, durante o periodo de simulacao, para
os dois sistemas, esta espécie ndo estabelece ligacdes de hidrogénio significativas com
nenhum dos grupos do lipido, sugerindo que o perfil de interacdo bastante particular
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observado nos RDF ndo tem contribui¢cdes por ligacbes de hidrogénio, mas sim por
interagdes electroestaticas, sendo, ainda assim, bastante mais pronunciado para a
espécie zwitteridnica que para a anidnica. Na origem da fraca interacdo poderdo estar
impedimentos estereoquimicos - tratando-se de uma amina tercidria protonada, a

aproximacdo de um grupo aceitante, com orientacao favoravel, é desfavorecida.

1.4. Potenciais de For¢a Média

O cdlculo de PMF para este sistema implicou a realizagdo de quarenta e uma
simulagdes de sampling independentes. Na Figura 23 estdao ilustrados snapshots
representativos da configuracdo inicial do sistema pods-pulling e na Figura 24,
configuracdes finais pds-sampling, em que é possivel 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).

E visivel 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 ndo natural que acaba por perturbar o sistema de tal modo
gue quando a molécula de RIF passa para la da zona tipica da cabeca polar do POPC,
olipido é arrastado com ela. Este arrastamento de lipidos por parte das moléculas de
RIF
é consistente em ambas as espécies idnicas e, particularmente para o caso de moléculas
grandes e estruturalmente complexas como é o caso da RIF, pode dar origem a
resultados ndo reais. As moléculas em questdo permanecem em interacdo com a
bicamada mesmo para valores de z em que ndo deveriam estar caso esta ndo 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 lipidos agarrados, assim
como moléculas que sdo puxadas para dentro levam consigo lipidos agarrados para
zonas internas. Estas interagdes presumivelmente permanecem durante toda a corrida,
levando a enormes perturbagdes na bicamada e a distorgdes dos perfis de energia livre

gue se poderiam calcular.
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Apds o sampling de todas as configuracdes é possivel calcular o PMF. Para avaliar a sua
convergéncia foram considerados varios métodos de analise, ja relatados por Filipe et
al..®? Na Figura 25 est3o os perfis de PMF quando considerados intervalos de 20 ns até

um maximo de 120 ns.
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Figura 23. Snapshots das configuragdes iniciais, pds-pulling, para o anido (A, B, C) e zwitterido (D, E, F). A
e D dizem respeito as configuragbes 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, Ce Fas moléculas1e2a0e
a4 nm do centro da bicamada, respetivamente. As moléculas de RIF estdo representadas com linhas mais
grossas, a 4gua a ciano, as caudas do POPC a cinza e os pontos vermelhos representam dtomos de fésforo.
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Figura 25. PMF da especie anidnica (A e B) e zwitteridnica (C e D) para intervalos crescentes de 20 ns até
ao maximo de 120 ns. A e C dizem respeito a simulagdes CW, B e D a simulagdes WC. As setas vermelhas
indicam a tendéncia de evolugao.

A consideracdo de intervalos sucessivamente mais tardios para o cdlculo de PMF
esta relacionado com o aumento de tempo de equilibracdo, i.e., um PMF calculado
tendo em conta o intervalo 20-40 ns é andlogo a um PMF com 20 ns de equilibracao e
calculado usando 20 ns de amostragem. O avanco do intervalo de simulacdo utilizado
para o cdlculo dos PMF indica uma tendéncia sistematica da subida da curva para o caso

CW e de descida para o caso WC. Esta continua variacdo demonstra que o calculo ndo
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converge para 120 ns, sendo necessario mais tempo para que o perfil de PMF estabilize.
Poderd, em ultimo caso, ser necessario uma extensao de tal forma grande que se torna
impraticavel fazé-lo.

Para as simulagdes CW, o PMF ndo tende para 0 quando a molécula esta no meio
aquoso. Esta falta de patamarizacdo ao nivel aquoso estd associada ao efeito de
disrup¢dao que o método de pulling tem na bicamada. Como referido atras, moléculas
que tenham sido puxadas do centro da bicamada para o meio aquoso arrastam lipidos
com elas, o que tem impacto direto no calculo de energia, evidente quando comparados
os casos CW e WC para valores da barreira energética de translocacao (AG: = AGt(0) —
min(AG)) e desor¢do AGy = AG(4.0 nm) — min(AG) = - min(AG), representados na Figura
26 a partir dos PMF da Fig. 24, respeitantes a diferentes sec¢des (cada uma de 20 ns de
duracdo) das simulacdes de 120 ns. A diferenca entre os casos pode atingir valores de
40 kJ/mol em intervalos de simulagdo mais avancados, onde ja se tem em conta que

houve um passo de equilibracdo consideravel.
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Figura 26. Valores de AG para o processo de translocagao (A, B) e dessorg¢do (C, D) calculados tendo
em conta intervalos de 20 ns, para simulagdes CW (laranja) e WC (azul). A e B dizem respeito a

espécie anidnica e C e D a zwitteridnica.
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Considerando os ultimos 20 ns de simulacdo para efeito de calculo de PMF, é
possivel caracterizar ainda mais a diferenga entre CW e WC (Figura 27).
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Figura 27. PMF calculado tendo em conta os Ultimos 20 ns de simulagdo para simulagées CW (vermelho) e WC (preto).
A diz respeito ao anido e B ao zwitterido. AG;. AGq4 indicam as barreiras energéticas para o processo de translocagdo
e dessor¢do, respetivamente.

Os valores de barreiras de translocagao apresentados na Tabela 2 sao mais uma
vez indicativos da variacdo do comportamento entre sistemas. Ainda assim, os
resultados indicam uma barreira para a translocacao significativa. O valor de 46 kJ/mol
para a barreira de translocacdo do An-CW vai de acordo com evidéncias experimentais
obtidas por Kramer et al. que indicam valores de permeac3o na escala do sub-segundo.””
No entanto, o valor da barreira de energia para a translocacdo obtida em algumas das
simula¢bes é muito superior, sugerindo uma permeacao através da membrana muito

mais lenta.

Tabela 2. Valores de AG de translocacdo e dessorgdo.

AG, AG,
(kJ/mol)  (kJ/mol)
CW 46 98
An
wWC 49 55
CW 46 98
w
wWC 108 55

1.5. Constantes de particao
O coeficiente de parti¢do (Kp,) é uma propriedade util para determinar de que

forma uma substancia se distribui entre fases distintas. Para o caso da distribuicdo da
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RIF entre o meio aquoso e o fosfolipido POPC, esta propriedade pode ser calculada em
fungdo da coordenada de reagdo z, tendo em conta os valores energéticos obtidos dos

PMF, através da equacado 5:

K - 1
F o Ja—bl

(5)

b
— !
J‘ e jGaerz
rd

Onde a e b delimitam a janela de sampling, AG denota a energia livre, R a constante
dos gases ideais (0.008314 kJ mol* K'!) e T a temperatura. Os valores obtidos a partir

da integracdo da equacdo aos diferentes sistemas estdo descritos na Tabela 3.

Tabela 3. Valores de Kp calculados.

Ko

CW 2.15 x 10%°
An
WC 2.34x 107

CcWwW 8.05 x 108
iw
WC 9.74 x 10°

Num estudo publicado por Samelo et al. através de titulacdo isotérmica de
calorimetria (Isothermal Titration Calorimetry, ITC) foi obtida a constante de particdo de
RIF para POPC de 1.9 x 103. Quando comparados os valores calculados com o valor
experimental, a diferenca pode chegar a variacdes mais de dez ordens de grandeza. De
facto, valores de K, na ordem de 10?° sdo excessivos, assim como os de AG, onde se
sobrestima a diferenca de energia livre entre a 4gua e a membrana.

Embora o calculo de este tipo de constantes para este sistema possa ndo
conduzir a resultados realisticos, a sua comparacdo entre si pode ser informativa.
Nomeadamente, quando avaliadas as razdes de K, obtidas para o mesmo sistema entre
a espécie anidnica e zwitteridnica, é possivel observar que a razao para o caso WC é de
cerca de 2.4 e para o caso CW de 27. Pode-se racionalizar esta razio com a maior
particao da espécie anidnica é maior para ambos os processos de calculo de PMF, CW e

WC.
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Na Figura 28 é possivel verificar que a menor energia de translocacdo para a
espécie anidnica é consistente entre os dois processos de calculo. Possivelmente
causada pelas caracteristicas quimicas do anido, ndo estando este protonado no grupo
piperazina, diminuindo consequentemente a sua energia em zonas mais internas da

membrana.
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Figura 28. Comparagdo entre PMF calculados tendo em conta a direcdo WC (preto) e CW (vermelho) para
o anido (linha) e zwitterido (tracejado). Calculo tendo em conta os ultimos 20 ns de simulacgdo.

2. Caracterizacao Experimental: Ensaio de Permeagao

O ensaio de permeacdo tem como principal objetivo a caracterizacao da interacao
da RIF com a membrana. Deste modo, os LUVs com CBF encapsulada foram sujeitos a
um periodo de incubagao com diferentes concentragdes de RIF e foi avaliada a
permeabilizacdo da CBF. A percentagem de CBF libertada em funcdo do tempo de
incubacdo 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 concentragdes de RIF, em
funcdo do tempo de incubagdo. Os dados apresentados (pontos) foram adaptados a um ajuste
monoexponencial (linhas).

Os resultados indicam que a RIF tem efeito na cinética da permeacgao da CBF. O
aumento da concentracao de RIF é acompanhado pelo aumento da velocidade de
permeacdo da CBF através de bicamadas lipidicas. Na Tabela 6 estdo os valores obtidos
para a constante de velocidade de permeac¢ao da CBF para as diferentes concentracdes

de RIF.

Tabela 4. Constante de velocidade de permeacéo para as varias concentracdes de RIF.

[RIF] (kM) k(h?) Desvio Padrdo
0 0.004 e
12 0.006 0.001
24 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 possivel observar a variacao
da permeabilidade da CBF com o aumento de concentragao de RIF. Na auséncia de RIF,
a CBF é consideravelmente menos permedvel, como é visivel na Figura 29, onde apds 50
horas, LUVs incubados na auséncia de RIF libertaram menos de 20% da CBF encapsulada,
enguanto que LUVs incubados a 40 uM ou 80 uM de RIF ja libertaram 100%. Quando
comparadas as condi¢cdes onde houve incubagdo com antibidtico, a variagdo é mais
notdria para concentragdes mais elevados, onde 80 uM produziu um aumento de mais
de 215 vezes na constante de velocidade de permeagao.

Com esta breve caracterizacao experimental da cinética de permeacdo da CBF é
possivel concluir que a introducdo de RIF no sistema conduz a uma manifesta
perturbacdo na membrana, de tal modo que a cinética de uma molécula
comparativamente mais pequena como a CBF, pode aumentar até mais de 200 vezes
guando as membranas sdo incubadas com RIF. O aumento da permeabilidade da CBF
poderd estar relacionado com o efeito de perturbacdo que a RIF tem sobre a membrana,
corroborado por dinamica molecular onde a perturbacao é claramente visivel (Figura 23
e 24). Ainda que a perturbacdo possa ser artefacto do processo de pulling, é expectavel
gue a RIF, sendo uma molécula complexa, interaja com a membrana de tal forma que
esta seja perturbada, por um periodo de tempo suficiente para a permeagdo de
moléculas mais pequenas, como a CBF.

Kramer et al. desenvolveu estudos de permeacao através do uso de uma sonda
fluorescente sensivel a altera¢es de pH, medidas através do método Stopped-Flow.”>
Os resultados obtidos por este método indicam uma velocidade de permeacdo na escala
temporal de sub-segundo, associada ao rédpido equilibrio da RIF com ambos os lados da

membrana.
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Capitulo IV — Conclusdes e Consideragdes Futuras

O objetivo primordial do presente estudo é caracterizar o mecanismo de
permeacdao do antibidtico Rifampicina, que, mesmo considerando toda a sua
complexidade estrutural e presenca de grupos polares, consegue permear membranas
bioldgicas e exercer o seu efeito ao nivel do lumen celular.

Através da anadlise das simulagdes de dinamica molecular é possivel afirmar
através de simulagdes unrestrained as moléculas de RIF tendem a localizar-se na
interface entre o lipido e o meio aquoso. Mais especificamente, o seu grupo piperazina
é aquele cuja orientacdo 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 posicdo é invertida quando a molécula esta
mais internalizada, situag¢ao 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 internalizacdo e de interacdes que faz com dtomos de
lipido. S3o estas interagdes que s3ao a razao pela qual as moléculas ndao fazem a
amostragem de todos os possiveis estados de internalizacdo. Uma molécula podera
estabelecer uma interagao tao forte com um atomo, fixando-se numa regido especifica
do espaco configuracional, na qual permanece durante todo, ou quase todo, o tempo
de simulacdo. Ndo é aconselhdvel, portanto, considerar todas as moléculas como um
Unico grupo de analise e ter em conta o seu centro de massa apenas como ponto de
partida para analises mais especificas.

Os perfis de interacdo das moléculas em torno do fosfato do POPC indicam uma
interacdo especifica entre a piperazina e atomo do lipido. Para o caso do anido, a
intensidade do perfil de interacdao é menor. Isto poderia dever-se, em andlise inicial,
devido ao facto de que esta espécie idnica ndo é capaz de estabelecer interagGes de
hidrogénio através da piperazina, dada a falta de grupos dadores. De facto, o perfil de
interacdo para a espécie zwitteridnica, ja ela detentora de um grupo dador, é muito mais
intenso, mas através da analise de ligagcdes de hidrogénio verificou-se que esta espécie
ndo estabelece interagdes de hidrogénio com o fosforo do POPC consideraveis. Pode-se
entdo concluir que, ainda que mais forte para o caso do zwitterido, a interacdo entre

piperazina e fosfato é feita essencialmente por contribuicdes eletrostaticas. O facto de
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ser mais intenso para a espécie zwitteridnica é possivelmente devido ao caracter
cationico da piperazina, resultante da protonagdo do azoto.

A anailise de intera¢Oes de hidrogénio apresenta também uma tendéncia que
varia com o grau de internalizagdo das moléculas, especificamente entre a 4gua e os
grupos aceitantes da RIF. Com o aumento do nivel de internalizacdo da molécula de RIF,
o numero de interagGes estabelecidas por pontes de hidrogénio diminui. Este
acontecimento é expectdavel, sendo que com a internalizacao das moléculas a polaridade
do ambiente diminui. O estabelecimento de ligacdes de hidrogénio intramoleculares é
comum as duas espécies idnicas, mas mais frequente para a espécie anidnica. Existe a
possibilidade de varios tipos de interacdes, como o caso tipico de fecho de anéis de seis
e sete membros. Menos imediata é a formacao de ligacdes de hidrogénio que dao
origem a criagdo de anéis de oito membros e em casos extremos pode haver interagao
entre dtomos estruturalmente distantes, associadas a mudancas de configuracao.

O célculo de energias livres através das func¢des de potencial médio, para o caso
da RIF, tem associado diversos pontos problematicos. O primeiro é encontrado na
criacdo das configuracdes ao longo da coordenada de reacdo, 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
configuracGes obtidas ddo origem a disparidades relevantes entre si. Este problema é
observavel quando comparados os casos CW e WC, que dao origem a perfis de energia
notavelmente diferentes. Possivelmente associado a este facto, os PMF ndo convergem
em tempo Util, variando com o aumento do tempo de simula¢do. Ainda assim, com a
analise das constantes de particdo calculadas através dos PMF, é possivel observar uma
tendéncia para que a espécie anidnica tenha a si associada uma constante de parti¢do
maior, com uma menor barreira de translocacdo para posicdes mais internas da
membrana. Esta diferenca, possivelmente associada ao grau de protonacdo do grupo
piperazina, corrobora mais uma vez o comportamento por vezes dispar entre as duas
espécies ionicas, transversal a todas as analises.

Para este tipo de cdlculos e particularmente para este tipo de moléculas, a
conclusdo fundamental é que o método de pulling ndo é o mais adequado para a criagdo

da configuragdo para o célculo de PMF. E aconselhavel o uso de outros métodos onde o
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sistema ndo seja perturbado com a intensidade aqui observada, de modo a dar origem
a resultados realistas.

Experimentalmente, foi seguida a permeacdao da CBF ao longo do tempo na
presenca de varias concentragdes RIF. Este ensaio de permeabilidade indicou que a RIF
interage com a membrana de tal forma que provoca a libertacdo de CBF para o meio
aquoso. Esta interagdo pode conduzir ao aumento da constante de velocidade de
permeacdo da CBF até 200 vezes, para o caso de concentragdes de RIF mais elevados e
guando comparada com a auséncia de RIF.

Com este estudo e através deste método, foi possivel constatar que a RIF
interage com a membrana de tal forma que é eficiente a aumentar a velocidade de
permeacdo da CBF. O aumento podera ocorrer através da perturbacdo da membrana
lipidica, por forma a que a CBF difunda através dela em direcdo ao meio aquoso. Por
métodos computacionais foi possivel visualizar o nivel de perturbacdo que uma
molécula complexa como a RIF pode ter sobre uma membrana.

Por fim, o presente trabalho conduziu a diversas conclusdes, quer seja pela
elucidacdo de algumas interacdes e conformacbes importantes que esta molécula
estabelece ao permear membranas bioldgicas, ou pelo facto de que posteriormente
serao necessarios outros métodos de sampling para o calculo de perfis energéticos de
moléculas estruturalmente complexas. Os ensaios de permeag¢ao deram origem a
informacgdes relevantes, nomeadamente a interagdo e consequente perturbacao que a
RIF produz na membrana.

Sendo a perturbacdo da membrana um ponto fulcral do presente estudo, seria
importante a sua caracterizacdo a nivel fisico por técnicas de anisotropia, para além da
continuacdo dos ensaios de permeac¢ao, com a possibilidade do seu aprimoramento. Na
vertente computacional, poderd ser vantajoso a aplicacdo de outras técnicas
computacionais para a obtencdo de perfis de energia, como Metadynamics, Free Energy

Perturbation (FEP) ou Absolute Binding Free Energy (ABFE).66:93.%4
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