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Resumo: A Rodamina 123 é um corante fluorescente da classe dos xantenos. E usada como um modelo de subs-
tratos da glicoproteina-P, e quando se acumula no interior de células pode ser usado para medir a sua expres-
sdo. Neste trabalho recorreu-se a simulages de dinamica molecular para se estudar diversos parametros liga-
dos a interagdo da Rodamina 123, na sua forma neutra e protonada (Rh (0) e Rh (+1), respetivamente), com
bicamadas de 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfocolina (POPC), usadas como modelo de membranas biolégi-
cas. Os parametros estudados foram a localiza¢do, orientacdo e capacidade de formacao de liga¢gdes de hidro-
génio. Além disso, ainda foram analisadas algumas propriedades do lipido (drea por lipido, localizagdo de ato-
mos de POPC, parametros de ordem, orientacdo dos grupos polares), e a maneira como estes eram afetados
guando foi inserida a Rodamina 123 em ambos os seus estados de ioniza¢do. Conclui-se que a Rodamina 123 se
localiza preferencialmente na zona correspondente a grupo glicerol e a parte superior das cadeias acilo do fos-
folipido. Na sua forma ionizada, a rodamina adota posi¢des mais externas e orienta-se com o plano dos anéis
xanténicos paralelo ao plano da bicamada. Por outro lado, na sua forma neutra, a localizacdo preferencial é
mais interna, havendo uma maior exposi¢cao do grupo amina desprotonado a regido polar da bicamada, com
alguma insergao do resto da molécula no interior da bicamada.

Introdugao tratos sendo que um desses locais é seletivo para

rodamina 123%°!. A Rodamina 123 é um exemplo da
A penetragdo de um farmaco através da membrana é familia de compostos orgdnicas denominados xante-
importante para a sua eficacia, uma vez que a per- nos, exibindo fluorescéncia intensa.!® Estruturalmen-
meabilidade de um farmaco permite prever a biodis- te esta molécula (representada na figura 1) é consti-
ponibilidade do mesmo .. No entanto, para além das tuida por trés anéis fundidos (xanténicos, também
varias membranas que atuam como barreiras para designados no texto por "anéis superiores"), ligado a
farmacos, existem proteinas de efluxo que tendem a posicio 2 de um grupo benzoato de metilo. Em de-
expulsar os farmacos para o exterior das células alvo. terminados trabalhos a rodamina 123 é utilizada
Entre essas esta a glicoproteina-P (P-GP), que é uma como um de vérios corantes catidnicos que se distri-
proteina pertencente a familia de transportadores buem pela matriz mitocondrial podendo, deste modo
ABC e que se encontra localizada na membrana api- ser usada para medir o potencial elétrico mitocondri-
cal 1%, Neste trabalho, vamos estudar a Rodamina al em células vivas por citometria de fluxo, enquanto
123 que é considerada um composto modelo da inte- que em outros trabalhos, quando esta molécula se
ragdo com a P-GP, ou seja, é considerado um subs- acumula no interior das células pode ser usada para
trato paradigmatico deste transportador, compor- medir a expressdo da P-GP, sendo util para pesquisas
tando-se como uma molécula fluorescente e nao relacionadas com o cancro!®7l.

téxica ®l. A P-GP possui dois locais de ligagdo de subs-



Este trabalho estd integrado num projeto mais
abrangente que visa estudar a interacdo da P-GP com
0s seus substratos. Uma vez que a Rodamina 123 é
um composto anfifilico que por si propria interatua
com a membrana, a posterior interacdo com a P-GP
vai provavelmente ocorrer a partir da membrana.
Deste modo é importante primeiramente estudar a
interagao da rodamina 123 com a bicamada lipidica,
recorrendo a dindmica molecular, de modo a conhe-
cer a sua localizacdo e orientacdo, que irdo servir
para a construgao de modelos que considerem tam-
bém a P-GP.

No presente trabalho procedeu-se 4 simulagdo da
rodamina 123 na sua forma protonada (Rh (+1)) e na
sua forma neutra (Rh (0)).

A Unica diferenca a nivel estrutural entre ambas é
que a rodamina 123 na sua forma neutra possui me-
nos um hidrogénio no azoto N24 em relagdo 3 sua
forma protonada. No entanto, ambas sdo altamente
hidrofilicas ©.

Em solugdes aquosas neutras, a rodamina 123 en-
contra-se na sua forma catiénica.'® Contudo, uma vez
que o seu pK, é préximo da neutralidade, ! na pre-
senca de bicamadas lipidicas é importante estudar a
rodamina 123 igualmente na forma neutra, dado que
dentro da membrana esta forma devera ser estabili-
zada.

Conforme descrito abaixo, das simulagdes de dinami-
ca molecular, obteve-se um conjunto de resultados,
que uma vez analisados, permitem a obtencdo de
informagdo detalhada sobre o comportamento da

rodamina 123 inserida em bicamadas lipidicas.

Figura 1-Estruturas do POPC (Esquerda) e da Rodamina 123 para a carga 0 (Centro)

carga +1 (Direita), mostrando a numerag¢do dos atomos utilizados ao longo do texto

e a definicdo dos eixos longo (vermelho) e curto (verde) da Rodamina 123.
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Detalhes da Simulagao

A simulagdo de dindmica molecular e a analise das
trajetorias foram realizadas utilizando o pacote
GROMACS 5.1.41%% com o campo de forcas Gromos
53a6/*%. 0 modelo de dgua usado foi o SPC 12,

A figura 1 mostra a estrutura das moléculas POPC e
Rh (esta ultima com carga 0 e +1) e a respetiva nu-
meracdo dos dtomos mais importantes. A descricdo
do fosfolipido POPC foi obtida do site
https://lipidbook.bioch.ox.ac.uk/version/zip/id/57.ht
ml, enquanto que as topologias das rodaminas foram
construidas no servidor ATB (https://atb.ug.edu.au),
sendo posteriormente verificadas e refinadas com
calculos quanticos de estrutura molecular e cargas
atémicas (indicadas na Tabela Al anexa), efetuados
no programa GAMESS-US!*314. As bicamadas prepa-
radas possuem 4 moléculas de rodamina introduzi-
das dentro da bicamada de 128 moléculas de POPC
(hidratada com 40 moléculas de dgua por cada molé-
cula de POPC), sem substituicdo de fosfolipidos. Para
cada estado de ionizacdo da rodamina foram efetua-
das trés simulagdes independentes de bicamadas 128
POPC: 4 rodamina. Em duas dessas simula¢des tem-
se 2 moléculas de rodamina em cada monocamada,
enquanto na outra as 4 moléculas estdo inicialmente
no centro da bicamada. Nas corridas com rodamina
ionizada, um numero correspondente de ides cloreto
foi adicionado a fase aquosa.

Para remover os contactos atémicos desfavoraveis
todos os sistemas foram submetidos a uma minimi-
zacdo de energia. De seguida, efetuou-se uma corrida
curta de dindmica molecular (100 ps) com um pe-
gueno passo de integracdo (1 fs). Finalmente, para
cada sistema, realizou-se uma corrida longa (200 ns),
usando um passo de integracdo de 2 fs, em que os
primeiros 100 ns foram utilizados para equilibracdo e
os restantes 100 ns foram utilizados para analise.

Os comprimentos de ligacdo, bem como os angulos
de ligacdo, foram restringidos aos seus respetivos

valores de equilibrio através dos algoritmos

SETTLE™! (4gua) e LINCS™® (outras ligacdes). Todas
as simulacGes foram executadas a pressdo (1 bar),
temperatura (298,15 K) e com condigGes de fronteira
periddicas. Para fazer o controlo da temperatura e
pressdo foram usados os esquemas de Berendsen*”’,
e o termdstato V-rescale®® com tempos de acopla-
mento de 1,0 e 0,1 ps, respetivamente. Recorreu-se a
um controlo semi-isotrépico da pressao, regulando
de forma independente as componentes segundo as
direcbes xy (no plano da membrana) e z (normal a
este plano). Foi efetuado o tratamento Particle-
MeshEwald™® para intera¢des eletrostaticas de longo
alcance, enquanto que as interagdes de Van Der
Waals e de Coloumb de curto alcance foram trunca-
das a 1,0 nm. Para visualizagdo de configuragdes e
trajetdrias, usou-se o software VMD (Universidade
de lllinois). 2%

Resultados e Discussao

e Area por lipido

A partir das simulagGes realizadas foi possivel fazer
uma analise a diversos pardametros que nos permiti-
rdo compreender o comportamento da molécula em
estudo, quando esta é introduzida na bicamada. A
area por lipido foi determinada através da divisdo da
area lateral da caixa de simulag¢ées pelo nimero de
lipidos em cada monocamada. Comparando com os
valores experimentais podemos avaliar a qualidade
do campo de for¢as. O POPC apresenta uma area por
lipido de (62,7+ 0,7) A2. Este valor estd muito proxi-
mo de outros valores obtidos em trabalhos anterio-
res 23, Com a insercdo da Rh (0) e Rh (+1), obtive-
ram-se areas por lipido de (63,3+ 0,7) A2, e (62,8%0,7)
A2, respetivamente (anexo 1 — Figura A1). As diferen-
¢as entre estes valores estdo contidas na respetiva
incerteza, sendo pois ndo significativas, de acordo
com a baixa concentracdo global do soluto na bica-
mada.



e Variagoes temporais do centro de massa da
bicamada do soluto

Analisando a figura A2, verifica-se que durante os
primeiros 100 ns de simulacdo, ocorrem variacdes
sistemdticas para os diferentes replicados. Apenas a
partir deste ponto se pode considerar que a posicdo
do fluordforo estd equilibrada na generalidade dos
sistemas simulados, flutuando em torno de um valor
médio. Deste modo, foram selecionados os ultimos
100 ns de cada uma das simula¢do como a janela de
anadlise das diferentes propriedades moleculares.

o Perfis de densidade e localizagdes atomicas
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Figura 2- Distribuicdo de densidades do POPC e
agua. Os perfis da Rh foram multiplicados por 16
para obter uma melhor visualizacdo.

A figura 2 mostra os perfis de densidades obtidos
para a agua, POPC e para a Rh (0) e Rh (+1), na dire-
¢do normal ao plano da membrana (z). Uma vez que
os centros de massa das bicamadas variam com o
tempo, é necessario determinar a posi¢cdo de todos
os atomos em relagdo ao centro de massa em cada
simulacdo. Verifica-se assim que hd uma distribuicdo
do soluto mais ou menos alargada para ambos os
estados de ionizagao, compreendendo tanto regides
onde a densidade da agua é significativa (|z| > 1.5
nm) como regides onde ndo ha penetracdo ((|z]| <
1.0 nm). Deste modo, pode-se confirmar que a Rh
reporta heterogeneidade de ambientes moleculares.
Através deste grafico observa-se que a Rh (+1) en-
contra-se em localizagdes mais externas em compa-

racdo com a Rh (0). Esta posicdo mais externa da
forma ionizada também é visivel no grafico da figura
3 (posi¢cOes transversais médias relativamente ao
centro da bicamada). A diferenca média ente os es-
tados de ionizacdo é de aproximadamente 0,3 nm,
sendo que a posicdo média ao centro de massa para
a Rh (+1) é (1,5+0,4) nm e para Rh (0) é (1,2+0,3) nm.
Na figura 3 mostram-se ainda as posicdes transver-
sais médias calculadas para atomos caracteristicos do
POPC e Rh. Através deste grafico pode-se concluir
que as posi¢des atdmicas do POPC ndo sofrem alte-
ragOes significativas, de acordo com o comentado
acima a propésito da area por lipido.

Diferengas claras podem ser observadas entre os
atomos correspondentes dos dois estados de ioniza-
¢do da Rh. Todos os atomos da Rh (+1) tém uma loca-
lizagdo muito préxima, o que nos faz supor que o
plano dos anéis superiores da molécula terd uma
orientagdo aproximadamente paralela a da bicama-
da. Neste estado de ioniza¢do, apenas o grupo éster
se apresenta em média ligeiramente voltado para
dentro da bicamada, com uma ligeira internalizacdo
do grupo metilo, visivel em algumas das configura-
¢Oes ilustradas na Figura A3. Ja para a Rh (0) verifica-
se algumas diferengas, visto que os anéis xanténicos
estdo aproximadamente 0,2 nm acima do anel
benozato. Adicionalmente, dentro dos anéis de cima,
o atomo mais externo é o azoto que se encontra
ligado a um Unico hidrogénio (N24).
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Figura 3- PosicOes transversais médias de atomos
caracteristicos do POPC e da Rh (0) e Rh (+1).



e Orientagoes

As consideracdes acima expostas podem ser eviden-
ciadas através de distribuicdes dos angulos formados
entre eixos moleculares dos solutos e a normal a
bicamada (Figura 4). Dois eixos moleculares foram
considerados, o eixo longo e o eixo curto (definidos
na figura 1).
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Figura 4- Distribuicdo dos angulos entres o eixo lon-
go (A) e o eixo curto (B) das moléculas de Rh (0) e Rh
(+1) e a normal ao plano da bicamada.

O grafico da figura 4A, correspondente ao eixo longo,
mostra que para a Rh (+1) a sua distribuicdo apresenta
dois méximos, a 70°e 110°. Estes maximos dispGem-se
simetricamente em relagdo a normal a bicamada, o
gue ja era esperado dada a simetria da molécula. Em
média, a molécula disp&e o eixo longo mais ou menos
paralelamente ao plano da bicamada (6 = 90°), alte-
rando entre duas configuracGes preferenciais ligeira-
mente inclinadas, possivelmente de modo a expor
mais a fase aquosa um dos dois grupos amina. Ja para
o eixo curto, as moléculas na sua forma +1 tém uma
distribuicdo mais ou menos alargada, centrada a 90°.
Considerando os dois eixos em conjunto, confirma-se

a orientacdo preferencial da Rh (+1) paralela ao plano
da bicamada.

Ja para a forma neutra, sdao observados angulos agu-
dos tanto para o eixo curto como para o eixo longo.
Os valores preferéncias < 90° para o eixo longo refle-
tem a posicdo mais externa do atomo N24 relativa-
mente ao 4tomo N33, ja visivel na Figura 3. Por sua
vez, os valores predominantemente agudos do eixo
curto de Rh (0) refletem a posicdo mais interna do
anel benzoato (também visivel na Figura 3), em com-
paragao com os outros anéis.

e LigacOes de Hidrogénio

A afinidade da rodamina com a bicamada pode ser
influenciada pela interagao entre a Rh e os lipidos ou
agua, por pontes de hidrogénio. A molécula de POPC
contém varios atomos de oxigénio que atuam como
aceitadores em ligacdes de hidrogénio e as moléculas
de Rh contém grupos -NH2 que podem atuar sobre-
tudo como dadores, enquanto que o grupo -NH (da
forma neutra) atua como dador ou aceitador de liga-
¢cOes de hidrogénio.

Através da figura 5 pode-se constatar que os atomos
de azoto estdo envolvidos quase continuamente
(nimero médio de ligagGes por grupo préximo ou
superior a 1) como dadores em ligagbes de hidrogé-
nio para o lipido, especialmente na sua forma ioniza-
da. Para a forma neutra, a frequéncia média de liga-
¢Oes de hidrogénio de -NH/-NH2 para os atomos de
lipido é menor, em parte devido as posicées mais
internas e portanto mais distantes dos grupos fosfato
e glicerol do POPC. No entanto a frequéncia de liga-
¢Oes com a agua (tanto como dador ou sobretudo
como aceitante) é mantida ou até mesmo reforcada
na forma neutra, o que se deve ao dtomo N24 (NH),
mais externo e mais acessivel estereoquimicamente
(por estar ligado a menos atomos do que os azotos
ligados a dois hidrogénios). Apds termos estudados
alguns parametros ligados 4Rh agora vamos observar



de uma forma breve o efeito destes solutos sobre
propriedades configuracionais do lipido POPC.
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Figura 5- Frequéncias medias das ligacOes de
hidrogénio envolvendo os dtomos de Rh (0) ou
Rh (+1). A: ligagGes de dadores NH ou NH2 de Rh
para aceitantes lipidicos ou agua. B: liga¢des de
agua para atomos aceitantes (N ou O) de Rh (0)
ou Rh (+1). As barras de ero correspondem aos
desvios padrdo das trés simulagbes efetuadas
para cada um dos estados de ionizagao.

e Parametros de ordem

Foram analisados os parametros de ordem das ca-
deias acilo do POPC em cada um dos sistemas onde
foi adicionado Rh e no sistema que continha apenas
o POPC. A andlise deste grafico indica a variacdo da
ordem dos lipidos na bicamada. Estes parametros de
ordem sdo calculados conforme descrito na literatu-
ra. 22 Mediante o grafico da figura 6 pode-se obser-
var que os parametros de ordem tém tendéncia a
baixar ao longo da cadeia, refletindo a maior desor-
dem no interior da membrana. Esta variacdo é bem
conhecida e ja foi observada numerosas vezes tanto

experimentalmente como por simula¢do!??, estando
os perfis obtidos neste estudo em boa concordancia
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Figura 6- Parametros de ordem das cadeias acilo

sn-1 (A) e sn-2 (B) de POPC.
com os reportados na literatura. Por incorporagao de
Rh, observam-se alteragdes menores tanto na ordem
da cadeia sn-1 (Figura 6A) como sn-2 (Figura 6B).
Aparentemente, tanto a Rh (0) como Rh (+1) indu-
zem ligeiros aumentos nos valores do parametro de
ordem dos segmentos superiores (até ao carbono 4
da cadeia sn-1 ou até a ligacdo dupla na cadeia sn-1),
em comparagdo com o POPC. Para os segmentos
posteriores de ambas as cadeias, o parametro de
ordem apresenta valores menores do que em POPC
puro. Estes efeitos poderdo estar relacionados com a
localizacdo preferencial da molécula na parte superi-
or das cadeias hidrocarbonadas, onde, possivelmente
devido a estrutura planar rigida dos anéis superiores,
podera promover um aumento local na ordem da-
quelas. Pelo contrario, por ndo se localizarem prefe-
rencialmente junto ao centro da bicamada, as molé-
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culas de soluto criam um vazio local nesta zona in-
terna, que, ao ser preenchido por extremos de ca-
deias acilo de lipidos adjacentes, fazem reduzir a
ordem daquelas. Apesar de estas variacdes serem
globalmente modestas, o facto de se observarem
num sistema diluido faz supor a hipotese de existi-
rem efeitos locais considerdveis, a semelhanca de

outros solutos estudados em bicamadas. 2324

e EixoP-N

Em bicamadas de POPC puro, verifica-se que o vetor
fosfato-colina (eixo P-N) apresenta uma distribuicdo
larga (Fig. 8), com um angulo médio de 75,79° em
relagdo a normal a bicamada. No grafico da figura 7,
verifica-se que o eixo P-N tem tendéncia a deslocar-
se ligeiramente para valores menores na presenga da
Rh. Isto estd relacionado com o facto de a presenga
da molécula de Rh na regido interfacial induzir o "fe-
cho" do angulo do eixo P-N em relagdo ao normal a
bicamada. Este efeito é mais evidente para a Rh (+1),
visto que esta encontra-se em localizagbes mais ex-
ternas, com um angulo médio de 73,39° em relagdo a
normal da bicamada, ja a Rh (0) tem um angulo mé-
dio de 75,38° que é um valor muito préximo ao do
POPC puro.
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Figura 7- Distribuicdo dos angulos para os eixos P-N
em POPC puro e apds inser¢do de Rh (0) ou Rh (+1).

Conclusao

Neste trabalho fez-se um estudo detalhado sobre o
comportamento das moléculas de Rh (0) e Rh(+1) em
bicamadas de POPC. Obteve-se informacdo a escala
atdmica sobre varios parametros. Entre estes, desta-
cam-se a orientacdo e a localizacdo que permite pre-
ver qual a orientacdo e posicdo mais caracteristica
para cada um dos estados estudados. Cada um dos
parametros obtidos foram analisados e comparados
entre si ao longo deste trabalho e chegou-se & con-
clusdo que a Rh (+1) tem tendéncia para se localizar
na superficie da bicamada, ou seja, em posi¢des mais
externas, enquanto que a Rh (0) encontra-se mais
internalizada. Enquanto que a Rh (+1) adota uma
orientacdo preferencial com o anel xanténico parale-
lo ao plano da bicamada, ja a forma neutra preferen-
cialmente expde o grupo amina desprotonado a regi-
do polar da membrana, maximizando o seu potencial
acrescido para o estabelecimento de liga¢gdes de
hidrogénio, resultante do seu menor impedimento
estereoquimico. Como resultado, ocorre uma maior
insercdo do resto da molécula na bicamada, adqui-
rindo posi¢des mais internas do que os atomos cor-
respondentes da forma carregada.

As informacgdes retiradas deste estudo podem vir a
ser Uteis para o desenvolvimento de um trabalho
futuro, em que se simulara a interagdo desta molécu-
la, inserida na membrana, com a glicoproteina-P, de
modo a proceder-se a um estudo detalhado do me-
canismo do efluxo realizado por esta proteina, que
esta implicado em aspetos importantes como a redu-
zida eficacia de farmacos dirigidos ao sistema nervo-
so central e a aquisicdo de resisténcia de células can-
cerigenas contra farmacos anti carcinogénicos.
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Anexos
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Figura Al- Representac¢do da area por lipido para o POPC e para as moléculas de Rh (0) e Rh (+1) quando inseri-

das na bicamada.
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Figura A2- Evolugdo temporal dos centros de massa de cada molécula de Rh nas seis simulagées. Os painéis

superiores correspondem a Rh (0) e os inferiores & Rh (+1).
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Figura A3-Configuragdes finais das bicamadas de POPC que incluem moléculas de Rh. As primeira trés snapshots
(A,B,C) correspondem aos replicados de Rh (0), e as restantes trés (D,E,F) correspondem aos de Rh (+1).
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Rh (+1)

Atomos Cargas Atomos Cargas Atomos Cargas
C1 0.189 Ci13 -0.031 (0.136) H26 0.437
02 -0.274 C15 -0.282 (0.152) Cc27 -0.051 (0.158)
C3 0.712 Cc17 -0.247 C29 -0.355(0.187)
04 -0.467 C18 0.524 C31 -0.567 (0.228)
C5 -0.337 019 -0.316 C33 0.639
ce 0.290 C20 0.524 N34 -0.907
Cc7 0.187 C21 -0.567 (0.228) H35 0.437
C8 -0.247 C23 0.639 H36 0.425
(6°] -0.014 (0.116) N24 -0.907 Cc37 -0.355(0.187)
C11 -0.151 (0.148) H25 0.425 C39 -0.051(0.158)

Rh (0)

Atomos Cargas Atomos Cargas Atomos Cargas
(o} 0.173 Ci13 -0.070 (0.127) C26 -0.178 (0.147)
02 -0.309 C15 -0.258 (0.140) C28 -0.291 (0.160)
C3 0.760 c17 -0.084 C30 -0.456 (0.195)
04 -0.482 C18 0.409 C32 0.437
C5 -0.370 019 -0.314 N33 -0.832
(o) 0.393 C20 0.430 H34 0.373
Cc7 -0.084 Cc21 -0.604 (0.186) H35 0.362
C8 -0.068 C23 0.695 C36 -0.312 (0.165)
(6°] -0.044 (0.110) N24 -0.825 C38 -0.150 (0.146)
C11 -0.148 (0.129) H25 0.342

Tabela Al- Representagdo das cargas dos atomos da Rh (+1) (em cima)Rh (0) (em baixo). Os valores entre pa-

réntesis referem-se as cargas dos &tomos de H que estdo ligados ao &tomo pesado indicado na tabela (cuja car-

ga nao esta entre paréntesis).
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