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Resumo

Neste trabalho foram estudados véarios paréametros referentes a localizagéao,
orientacdo e comportamento de trés 4cidos biliares e dos respetivos sais de sédio, acido
cOlico/colato de sodio (CAH/CA), acido quenodesoxicolico/quenodesoxicolato de sodio
(CDCAH/CDCA) e &cido desoxicolico/desoxicolato de sédio (DCAH/DCA), em
bicamadas de POPC (1-palmitoil-2-oleioil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina), usando
simulacdes de dinamica molecular. Em todos os casos, 0s sistemas estudados usaram
uma concentracdo relativamente baixa de soluto (2 moléculas deste para 128 de
fosfolipido).

Verificou-se que, independentemente da posicéo inicial dos solutos (no meio
aquoso ou no centro da bicamada), observam-se localizagbes e orientagbes de
equilibrio semelhantes para as diversas espécies com o mesmo estado de ionizacao.
Em particular, observa-se uma localizacdo ao nivel da regido dos grupos
glicerol/carbonilo dos lipidos, consistente com a natureza anfifilica dos solutos
estudados, com o sistema de anéis assumindo orientacao aproximadamente alinhada
com o plano da bicamada. Na origem destas propriedades conformacionais esta o
estabelecimento de ligagbes de hidrogénio entre os grupos hidroxilo/carboxilico
deslocalizados na estrutura dos diferentes acidos/sais biliares, com atomos adequados
de POPC e de solvente (dgua), assim como interagfes eletrostaticas favoraveis entre
grupos carboxilato anidnicos dos sais biliares e grupos colina cationicos do fosfolipido.
Estas dltimas interagfes ndo estdo presentes quando o grupo carboxilico se encontra
protonado, o que leva a uma posi¢do mais interna deste na bicamada. Efeitos pequenos
e pouco conclusivos foram observados no que respeita a propriedades da membrana
como area por lipido, espessura da bicamada, ou perfis de parametros de ordem.
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1. Introducao

a. Membranas Bioldgicas

As membranas biolégicas promovem a organizacdo dos processos biolégicos.
Sendo estruturas organizadas, séo sistemas bastante complexos devido a diversidade
de lipidos, proteinas e hidratos de carbono que se podem encontrar em diferentes
propor¢cées em cada célula e organelos.! Estas estdo presentes tanto em organismos
eucariotas como em procariotas, delimitando os compartimentos celulares isto é,
separando o citoplasma e o0s organelos celulares do meio extracelular. As
biomembranas regulam a composicdo do meio intracelular através do controlo do fluxo
de nutrientes, produtos de degradacéo e ides para dentro e para fora da célula.?

As biomembranas séo estruturas laminares fluidas, tendo apenas duas
moléculas de lipido de espessura.! Sdo bicamadas lipidicas, onde os lipidos estédo
orientados de tal forma que constituem um fluido bidimensional, apresentando uma
estrutura flexivel. A elas estdo associadas proteinas intrinsecas e extrinsecas, sendo
gue as primeiras encontram-se fortemente ligadas as membranas através de interacdes
hidrofébicas que ndo séo ligacdes covalentes, uma vez que esta interacdo da origem a
uma maior estabilidade termodindmica, através da diminuicdo de interagGes entre o
meio agquoso e proteina.?

As proteinas intrinsecas estdo mergulhadas e solvatadas pelas membranas,
podendo apenas ser separadas através do tratamento com agentes que rompem a
membrana (solventes organicos, detergentes e ibes que “rompem” a estrutura da agua
enfraguecendo o efeito hidrofébico, denominados agentes caotrépicos). Ja as proteinas
extrinsecas estdo ligadas as cabecas polares dos lipidos através de interacdes
electroestaticas e pontes de hidrogénio, podendo também estar ligadas as proteinas
intrinsecas. As interacdes destas proteinas podem ser quebradas através da alteracéo
do pH ou pela adicdo de ides (solu¢des salinas com forga idnica elevada) deixando a
membrana intacta.? Isto é possivel devido a disposicéo dos lipidos nas membranas que
tém uma estrutura comum, apresentando as partes hidrofobicas (partes apolares)
voltadas para dentro, longe do solvente (agua), e as cabecas polares que sao
hidrofilicas, voltadas para fora em contacto com o solvente.

Seymour Jonathan Singer e Garth Nicolson, em 1972, propuseram o modelo do
mosaico fluido (Figura 1), segundo o qual as membranas séo solu¢gdes bidimensionais
de proteinas globulares dispersas em lipidos orientados. Assim, a bicamada lipidica tem
um duplo papel: por um lado € um solvente para proteinas intrinsecas de membrana e
por outro lado é uma barreira de solubilidade. As proteinas de membrana sao livres para
se difundir lateralmente na bicamada lipidica, a ndo ser que estejam limitadas por
interagBes especiais. Embora a difusédo lateral (isto €, no plano da bicamada) possa ser
rapida, a translocacédo espontanea de uma monocamada para a outra € um processo
lento, sendo denominado por difusdo transversal ou processo flip-flop.3
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Figura 1- Modelo do mosaico fluido para a estrutura de uma membrana biol6gica.*

Nas membranas biologicas existem 3 tipos principais de lipidos: os fosfolipidos,

os glicolipidos e os esterdis.!
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Figura 2- Estrutura basica de

um glicerofosfolipido.

Os glicerofosfolipidos sdo os componentes fosfolipidicos mais abundantes nas
membranas. Sdo constituidos por dois acidos gordos (de cadeias alifaticas R! e R?,
como se observa na figura 2), esterificados pela mesma molécula de glicerol, nas
posi¢cBes 1 e 2 desta. Por sua vez, a posi¢do 3 do glicerol esterifica um grupo fosfato,
que apresenta ainda um grupo de natureza variavel (X na figura 2; pode ser um grupo
colina, serina, entre outros) ligado a outro dos seus atomos de oxigénio. Globalmente,
os fosfolipidos sdo moléculas anfifilicas, apresentando uma regido apolar (cadeias
alifaticas R! e R?) e uma polar (fosfato e substituinte X).* Numa outra familia de
fosfolipidos, os esfingofosfolipidos, um residuo de acido gordo liga-se a uma molécula

de esfingosina (Figura 3).*
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Figura 3 — Comparacao das estruturas basicas de um glicerofosfolipido (esquerda) e de um

esfingofosfolipido (direita).*



Os glicolipidos séao lipidos que tém na sua constituicdo hidratos de carbono. O esterol
mais comum nas membranas animais € o colesterol (Figura 4) que tem uma estrutura
rigida e compacta, sendo uma molécula hidrofébica, tendo apenas uma pequena parte
polar: um grupo hidroxilo. Este componente regula a fluidez de membranas
desordenadas, aumentando a ordem das cadeias laterais alifaticas, reduzindo a
mobilidade dos constituintes desta e diminui a sua permeabilidade.!?

HzC CH;

CHs Figura 4 — Molécula de colesterol.
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A molécula de POPC (1-palmitoil-2-oleioil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina; Figura 5)
€ neutra a pH fisioldgico (zwitteridnica) e € um representante tipico dos fosfolipidos mais
abundantes mas membranas animais, os glicerofosfolipidos.® No POPC, um dos
residuos de acido gordo é uma cadeia saturada composta por acido palmitico e a outra
cadeia é monoinsaturada composta por acido oleico.
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Figura 5- Estrutura de uma molécula de POPC.

Membranas formadas unicamente por POPC apresentam uma transicdo de fase
gel (fase ordenada)-fluido (fase desordenada) a temperatura de -2 °C,** abaixo da
temperatura ambiente. Por este motivo, nas condi¢gdes normais, o POPC encontra-se
num estado liquido-desordenado, compativel com a difuséo rapida de componentes no
plano da membrana.

b. Acidos Biliares

Os acidos biliares (ABs) pertencem a familia dos esterdis. Sao detergentes
biol6gicos sintetizados no figado (nos hepatdécitos) de animais vertebrados a partir do
colesterol, tendo a capacidade de formar agregados (micelas). Estes s&o conhecidos
por serem moléculas digestivas, participando na digestdo e absorcao de lipidos e
vitaminas lipossoltveis.® Os acidos biliares representam os principais solutos na bilis e
estdo envolvidos também em varias fungbes, ndo s6 no figado, como também nos
intestinos.” Eles fazem parte de uma familia de moléculas anfifilicas que diferem entre
si na estrutura, propriedades fisicas, quimicas e biologicas, tendo algumas
caracteristicas semelhantes: todas estas moléculas tém um nucleo esteréide rigido,
constituido por trés anéis de seis membros e um anel de 5 membros (Figura 6).58

Nos seres humanos, os acidos biliares mais abundantes sdo os ABs primarios,
o0 acido cdlico (CA) e &cido quenodesoxicdlico (CDCA) e os ABs secundarios, o acido
desoxicélico (DCA) e o &acido litocdlico (LCA). Os ABs primarios sao sintetizados



diretamente a partir do colesterol pelo hepatécito, através da adicdo de grupos hidroxilo
e da oxidacdo da cadeia lateral, para a formac¢do de um produto final mais solivel em
adgua. Esta hidroxilacdo ocorre sempre num dos lados da molécula, resultando entao
numa molécula anfipatica. Por outro lado, os ABs secundarios sédo formados no intestino
através de bio transformacéo bacteriana de CA e CDCA, respetivamente. "°

OH . .
Ra ™ ’\E“K Figura 6 — Estrutura geral dos &cidos

0 biliares.

c. Dinamica Molecular

As simula¢des de dindmica molecular tém sido amplamente utilizadas em
estudos de sistemas modelo de membranas bioldgicas, pois proporcionam informacao
a nivel de organizacédo espacial e temporal do sistema, onde as particulas representam
atomos de lipidos, agua e solutos que séo seguidos ao longo do tempo.*°

Nestas simulacdes todos os atomos no sistema sdo tratados de maneira
classica, assumindo que a aproximacao de Born-Oppenheimer se verifica e 0s nucleos
podem ser tratados como particulas classicas. As interacfes atdmicas estdo divididas
em interagdes ligantes entre atomos ligados atraves de ligacdes quimicas covalentes e
interacBes nao-ligantes, geralmente entre qualquer par de atomos que estédo dentro de
um determinado raio de corte (cutoff radius). Para as interagdes ndo ligantes (interacbes
eletrostéticas e de van der Waals), uma carga parcial e pardmetros para a repulsao e
atracdo sao atribuidos a cada atomo. Por outro lado, as interacdes ligantes sdo descritas
através de termos correspondentes a ligacdes, angulos e diedros. As ligagbes e 0s
angulos sao usualmente descritas como osciladores harménicos e os angulos diedros
sdo descritos normalmente por uma fungdo periédica adequada. A tipica funcao do
potencial, também conhecida por campo de forcas (Equacdo 1), tem a seguinte

forma.t2
qlq] Al] Bl] 1 b 0 2
V= 2477507“” r?_ﬁ-l_ Z Ekij(rij_bij) +
i<j

9 Y ligagdes (Equagso 1)

1
" Z Ek?f"(eifk - eiojk)z + Z k®[1 + cos(n(¢p — 0°))]

angulos diedros

Nesta equacéo, rj é a distancia entre os &tomos i e |, gi é a carga parcial do atomo i, A;
e Bj sdo parametros de Lennard-Jones, k°, k® e k? sdo constantes de forca para ligacdes,
angulos e diedros, n é a multiplicidade dos diedros e b° 6° @° s&o os valores de
equilibrio para o comprimento de ligagéo, angulos e diedros.!

Esta forma geral mostra os pressupostos mais importantes que sdo assumidos
em dindmica molecular: apenas as interagdes ndo-ligantes envolvendo pares de atomos
sdo tidas em conta, as interacées nao-ligantes envolvendo trés ou mais atomos sdo



negligenciadas, os atomos sdo representados por cargas pontuais, a polarizibilidade
eletronica é normalmente negligenciada e geralmente usam-se formas quadraticas
simples. A forma precisa desta fungdo de potencial é uma escolha para a qual existem
muitas opcbes. Em particular, existem diferentes formas de uso comum para as
interacbes de Van der Waals e dos diedros e as ligagbes sdo muitas vezes
constrangidas nas simulacdes.!1?

Para um dado instante t, a partir da energia potencial V(r;) calculada através da
Eqg. 1 na posic¢do r; correspondente a cada particulai=1, ..., N, a forca Fi(t) que atua é
obtida através do gradiente de V (Eq. 2). Esta forca €, por sua vez, utilizada para resolver
a equacao diferencial correspondente a segunda lei de Newton (Eqg. 3), de modo a
calcular ry num instante t + At:

av

F; = ar (Equacéo 2)
driz -
F,=m; e (Equacéo 3)

Estas equagdes sdo resolvidas simultaneamente em pequenos intervalos de
tempo At, normalmente entre 1 fs (10%°s) e 4 fs. Deve ter-se em atencdo o facto de que
a temperatura e a pressdo devem permanecer nos valores necessarios, o que é
conseguido através do acoplamento do sistema a “reservatérios” de temperatura
(termdstato) ou presséao (bardstato), respetivamente. Apds um certo nimero de passos
realizados, a simulagéo € concluida. O resultado principal da simulacdo consiste nas
sequéncias temporais das posicdes e/ou velocidades de cada uma das particulas,
usualmente designado por trajetéria do sistema. Depois de alterac¢des iniciais, o sistema
normalmente alcanga um estado de equilibrio. Através da média de varias trajetorias de
equilibrio séo retiradas propriedades macroscoépicas. Adicionalmente, uma vez que ha
correspondéncia direta e bem estabelecida entre os passos da simulagdo e o tempo
fisico, podem ser igualmente estudadas as velocidades de processos que ocorrem a
escala microscopica.

d. Ambito do presente trabalho

Para além da sua agdo como veiculos para transporte de substancias
hidrofébicas na digestdo, os ABs também interatuam com as biomembranas,
modificando as suas propriedades. Os seus efeitos dependem largamente da sua
concentracdo membranar. Quando esta € elevada, a agregacdo de ABs conduz a
formacao de poros, aumento da permeabilidade através da bicamada e sua eventual
dissolucdo. A concentracBes mais reduzidas, contudo, a interagdo devera ser sobretudo
interfacial e os efeitos sdo mais subtis, refletindo-se sobretudo num aumento de
fluidez.'* Uma maneira de obter informacéo detalhada sobre a conformacédo dos ABs
em membranas a baixas concentracfes locais e o respetivo impacto € através da
utilizacdo de simulag6es de dindmica molecular.

Para este efeito, no presente trabalho utiliza-se uma razao AB: lipido igual a 1:64
(2 moléculas de soluto numa bicamada com 128 moléculas de 1-palmitoil-2-oleioil-sn-
glicero-3-fosfatidilcolina (POPC)) de trés acidos biliares: &cido célico (CA), acido
qguenodesoxicolico (CDCA) e &cido desoxicélico (DCA), que sdo os 4cidos biliares mais



abundantes nos seres humanos (Figura 7). O presente trabalho incide na
parametrizacdo, localizacdo e orientacdo das moléculas em bicamadas pouco
perturbadas, comparando os trés &cidos biliares na forma protonada, com a sua forma
desprotonada. Ele surge na sequéncia dum estudo que incidiu sobre as
correspondentes formas conjugadas com glicina dos sais de sodio destes ABs
(glicocolato, glicoguenodesoxicolato e glicodesoxicolato).*® Este trabalho evidenciou
uma localizacao préxima da interface lipido/agua para esses trés sais, com o0s respetivos
grupos polares adotando uma conformacéo favorecida pela possibilidade de interagdes
(ligacbes de hidrogénio, pares ibnicos) com atomos apropriados de fosfolipido e
solvente. E intencdo do presente estudo investigar se as formas ndo conjugadas
apresentam ou ndo um comportamento distinto das conjugadas com glicina e se o grau
e as posicdes de hidroxilacdo conduzem a diferencas assinaldveis no comportamento
daquelas no regime das baixas concentracdes.

2. Detalhes da simulacéo

A simulacdo de dindmica molecular e a andlise das trajetérias foram feitas
utilizando o pacote GROMACS 5.0.5.161718 O modelo de agua usado foi o SPC.'° A
topologia das moléculas de POPC (usando uma descri¢ao unificada para os grupos CH,
CH; e CHgs, baseada nos parametros de Berger et al. ?° para 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-
3-fosfocolina (DPPC)) foi obtida do site do grupo do Dr. Peter Tieleman
(http://moose.bio.ucalgary.ca/ndex.php? page=Structures_and_Topologies).

O sistema-base consistiu numa bicamada totalmente hidratada (128 POPC:
5412 H,0), montado usando programas de constru¢cdo do GROMACS. Como os valores
de pKa=-logKa (sendo Ka a constante de ionizagdo) dos &cidos biliares em estudo na
presenca de membranas sdo muito proximos do pH fisiolégico!4, cada &acido foi
modelado tanto na sua forma nao ionizada, como na forma do correspondente sal de
sadio. Para este fim, o sistema de anéis tetraciclicos foi descrito de acordo com o modelo
de Holtje et al., desenvolvido inicialmente para o colesterol.?? Este modelo é baseado
no campo de forcas GROMOS87.2® Os parametros dos grupos ligados ao sistema de
anéis, bem como os contra ides Na*, foram igualmente retirados do campo de forcas
GROMOSS87.

As cargas parciais dos ides biliares foram obtidas através de calculos quanticos
ab initio,>* usando o software Gamess-US.?® A estabilidade das topologias assim obtidas
foi verificada através de simulacdes de moléculas isoladas em vacuo. Posteriormente,
para cada &cido/sal biliar, foram realizados dois conjuntos de simula¢des: no primeiro,
duas moléculas de CAH, DCAH ou CDCAH (estruturas representadas na Figura 7), ou
dois iBes de CA, GDCA ou GCDCA, foram posicionados no meio aquoso; no segundo,
duas moléculas ou dois ides de cada espécie foram colocados inicialmente no centro da
bicamada de POPC, com o sistema de anéis paralelo ao plano da membrana.

Em todos os sistemas realizou-se uma minimizacdo da energia, de modo a
remover contactos atémicos desfavoraveis, e para todos eles foi feita uma pequena
corrida (100 ps) usando passo de integracéo de 0,5-1 fs, seguido de uma corrida de 200
ns com um passo de integracdo de 0,5 fs (espécies protonadas) ou 2 fs (anides). Todos
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os comprimentos de ligacdo foram constrangidos aos respetivos valores de equilibrio
usando os algoritmos SETTLE,?® para a 4gua, e LINCS,?’ para todas as outras ligacées.

Todas as simulacdes foram efetuadas a presséo (1 bar), temperatura (298,15 K)
e numero de particulas constante, bem como com condi¢fes fronteira peridédicas. O
controlo da pressao e temperatura foi feito através do esquema de acoplamento fraco
de Berendsen,?® e do termdstato V-rescale,? com tempos de relaxacédo de 1,0 ps e 0,1
ps, respetivamente. Utilizou-se controlo semi-isotropico da pressao, controlando de
modo independente as componentes segundo as direc¢des xy (no plano da membrana)
e z (normal a este plano). As interagdes de Van de Waals e de Coulomb foram truncadas
a 1,0 nm, enquanto o tratamento Particle Mesh Ewald, *° foi aplicado para interacdes
electroestéticas de longo alcance.

Quando os solutos foram colocados inicialmente no centro da bicamada,
observou-se a sua deslocacgéo para a localizacdo transversa de equilibrio nos primeiros
50 ns de cada corrida, podendo os restantes 150 ns serem utilizados para analise. Por
outro lado, em alguns sistemas em que as moléculas/ides foram inicialmente colocados
na fase aquosa, verificou-se uma convergéncia lenta para a posi¢éo final de equilibrio,
gue exigiu o prolongamento das respetivas simulacdes para um tempo total de varias
centenas de ns (resultado n&o mostrado).

Comparando os dois conjuntos de simulagdes, verificou-se que em ambos a
posicdo final foi semelhante, apresentando, no entanto, as simulacdes em que 0s
solutos partiram da fase aquosa maior variabilidade. Por esta razdo os resultados
apresentados abaixo serao relativos aos acidos/ides biliares inicialmente localizados no
centro da membrana, a menos que explicitado em contrario.

Figura 7 — Acidos biliares e fosfolipido estudados neste trabalho.
Na parte de cima, da direita para esquerda: CAH e CDCAH e na
parte de baixo, da direita para a esquerda: DCAH e POPC.
Juntamente com as estruturas, indica-se a numeracéo de alguns
atomos referidos no texto, e séo definidos os eixos moleculares
longo (azul) e curto (verde) dos acidos biliares.
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3. Apresentacao e Discussdo de Resultados

a. Area por lipido e espessura da bicamada

A érea por lipido foi calculada através da divisédo da area lateral (plano xy) da
caixa de simulacao pelo nimero de lipidos em cada monocamada. A comparacao deste
critério com valores experimentais permite avaliar uma propriedade fundamental da
bicamada lipidica, a qualidade do campo de forca. E possivel concluir se o sistema
chegou ou ndo ao equilibrio durante o tempo de simulacao, através dos valores de area
por lipido de cada sistema. Se o sistema chegou ao equilibrio, deve escolher-se a janela
temporal que vai ser usada na andlise. No trabalho em questdo, em que os sistemas
usados basearam-se numa bicamada de POPC hidratada previamente equilibrada, a
area por lipido instantdnea apresentou variagdes ligeiras e ndo sistematicas desde 0s
instantes iniciais em todas as simulagfes. Na tabela 1 estdo apresentados os valores
das areas por lipido, para os sistemas estudados.

POPC/CA POPC/CDCA POPC/DCA
(0,657+ 0,010) nm? (0,654+ 0,012) nm? (0,661% 0,010) nm?
POPC/CAH POPC/CDCAH POPC/DCAH
(0,664+ 0,009) nm? (0,658 0,011) nm? (0,665% 0,011) nm?

Tabela 1 — Valores médios e desvios-padrao das areas por lipido dos sistemas estudados, no
intervalo [50 ns, 200 ns].

E aparente destes resultados que as diferencas entre as areas moleculares
médias ndo sao significativas, e em todos os casos os valores assemelham-se ao obtido
para uma bicamada de POPC puro usando um protocolo de simulacdo idéntico
((0,66+0,02) nm?).'®> Podemos observar que estes acidos/sais biliares quando
incorporados nas membranas numa propor¢cdo de 1:64, ndo levam a alteragbes
importantes nas propriedades estruturais globais da bicamada. Um outro parametro que
pode ser calculado é a espessura da bicamada. A espessura é definida como a distancia
média entre os atomos de fésforo de POPC (representado na figura 7 como P8) de
monocamadas opostas. Este pardmetro apresenta geralmente variacdo inversa a da
area por lipido. A espessura da bicamada, juntamente com a area molecular por lipido,
€ uma das principais propriedades estruturais do sistema. Na Tabela 2 encontram-se
representados os valores da espessura da bicamada para cada sistema estudado.

POPC/CA POPC/CDCA POPC/DCA
(3,703+ 0,050) nm (3,698+ 0,057) nm (3,669+ 0,046) nm
POPC/CAH POPC/CDCAH POPC/DCAH
(3,656+ 0,044) nm (3,682+ 0,050) nm (3,649+ 0,057) nm

Tabela 2 — Valores da espessura da bicamada de POPC dos sistemas estudados.

O valor para a espessura da bicamada para o POPC puro é de (3,66+ 0,10) nm.*®
Na presenca os sais biliares (CA, CDCA e DCA), o sistema CA apresenta uma maior
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espessura da bicamada, enquanto o DCA apresenta uma espessura da bicamada
menor, ao contrario do que se observa na area por lipido, onde esta € maior no DCA e
menor no CA, confirmando-se uma relagdo contraria. O mesmo se observa para 0s
acidos biliares (CAH, CDCAH e DCAH), onde o sistema CDCAH apresenta uma maior
espessura, enquanto o DCAH apresenta uma espessura menor, ao contrario do que se
observa na area por lipido, onde esta € maior no DCAH e menor no CDCAH. Verifica-
se deste modo a esperada variacdo inversa da espessura da bicamada em relacéo a
area por lipido em ambos os conjuntos de sistemas (sais/acidos). Isto é devido ao facto
de membranas onde as cadeias acilo estejam mais desordenadas apresentarem
simultaneamente uma menor dimensao na direcdo normal a bicamada (isto €, estdo
menos alinhadas nessa direcdo) e uma maior area média por lipido (as cadeias tém
uma distribuicdo lateral mais alargada). A diferenca entre os valores dos sistemas
estudados ndo é significativa, tal como verificado para a area molecular média.

b. Localizagdo transversal dos acidos/sais biliares

Para além do atomo P8 considerado na seccdo anterior para o célculo da
espessura da bicamada, outros atomos de diferentes regides (colina: N4; glicerol: C13;
cadeias acilo: C24, C50, C52; ver numeracéo na Figura 7) de POPC apresentam uma
posicdo média idéntica para os diferentes sistemas e semelhante a analisada para o
POPC puro (Figura 8, esquerda).®' Esta semelhanca entre diferentes sistemas também
é verificada na localizacdo transversa de &tomos correspondentes dos varios
acidos/sais biliares para um dado estado de ionizagédo, uma vez que os valores médios
para os atomos apresentados na parte direita da Figura 8 sao préximos. Os atomos
escolhidos mais proximos do sistema de anéis (06, O12 e O16 da numeragédo da Figura
7 para CAH e CA, e atomos correspondentes para 0s outros acidos/sais biliares) tém
em todos os casos uma localizagdo correspondente a zona do glicerol (C13) ou parte
superior das cadeias acilo do POPC (entre C13 e C24 do fosfolipido). Em todos os ABs
protonados, de entre os atomos cujas coordenadas foram seguidas em detalhe, 0 mais
interno (localizado em média a 1,1-1,2 nm do centro) foi o C23 (CDCAH, DCAH) / C25
(CAH), isto é o atomo do sistema de anéis onde se liga a cadeia. Os diferentes atomos
de oxigénio dos grupos hidroxilo tém uma localizagéo ligeiramente mais superficial (1,2-
1,4 nm do centro). Destes atomos, em cada sistema, € o O6 aquele que tem uma
localizacdo mais externa, mas as diferencas néo sao significativas. Estas localizacdes
pressupdem que o sistema de anéis assume uma orientagdo quase paralela ao plano
da membrana. J& os atomos terminais da cadeia, possivelmente devido a polaridade do
grupo carboxilico que lhe permite interatuar favoravelmente com os dipolos dos
carbonilos do POPC, tém uma localizacdo geralmente mais superficial do que o
C23/C25, mas nao mais do que O6 para estas formas protonadas.

No que respeita as formas desprotonadas, enquanto os hidroxilos mais
afastados da cadeia (06, 012) tém localizacGes idénticas as assumidas nas respetivas
formas protonadas, ja& os atomos terminais da cadeia tém uma localizagédo
significativamente mais externa, proxima do grupo polar dos lipidos (~1,7-1,8 nm do
centro da bicamada). Esta posicdo do grupo carboxilato ionizado "puxa" a cadeia na
direcdo da interface, conduzindo a uma localizagcdo mais externa do C23/C25 e mesmo
do hidroxilo mais préximo da cadeia no CA e DCA, o0 016/018.
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Figura 8 — Posi¢bes transversas médias de atomos selecionados para bicamadas constituidas
apenas por POPC (barras a azul) ou contendo também &cidos e sais biliares na proporgéo
POPC/AB de 64:1.

c. Orientacédo dos &acidos/sais biliares na membrana

Na Figura 9 estao representadas as distribuicdes dos angulos entre a normal a
bicamada lipidica e o eixo longo (definido como o vetor entre o atomo C5 e C25 para o
CAH e CA, e C5 e C23 para o CDCAH, CDCA, DCAH e DCA, como se pode observar
na Fig. 7), o eixo curto (definido como o vetor entre o atomo C10 e C14 para o DCAH e
DCA, e C10 e C16 para o CAH, CA, CDCAH e CDCA como se pode observar na Fig. 7)
e a normal ao plano do sistema de anéis (definida pelo produto externo dos vetores que
definem os eixos longo e curto). Apesar de existirem algumas diferencas entre os
graficos para os Vvarios sistemas, estes apresentam um padrdo comum. Os eixos curto
e longo apresentam poucas diferencas na orientacdo conformacional dos Vvarios
acidos/sais biliares. Estes dois eixos apresentam valores entre 60 °© e 110°, o que esta
de acordo com a orientacao do sistema de anéis predominantemente paralela ao plano
da bicamada.

Para o eixo curto, tanto para as espécies desprotonadas, como para as
protonadas, os maximos seguem uma ordem crescente CDCA<CA<DCA. Isto pode
estar relacionado com as estruturas dos trés 4cidos e sais biliares, em particular com os
grupos hidroxilo existentes nos anéis tetraciclicos. Ao observar a Figura 7, vemos que
o0 CAH tem trés grupos hidroxilo, tal como o seu sal (CA). Estes grupos encontram-se
dispostos de maneira mais ou menos simétrica relativamente ao eixo longo (O6 alinhado
com o eixo longo, 012 e 018 encontram-se em lados opostos deste eixo), enquanto o
CDCAH, DCAH e os seus respetivos sais apenas tém dois grupos hidroxilo. Destes, o
06 encontra-se alinhado com o eixo longo como no caso do CAH e 0 O12 (do DCAH) e
016 (do CDCAH) estao situados em lados opostos da estrutura rigida de anéis. Esta
diferenca pode relacionada com a diferenca nas distribuicbes angulares. Tomemos
como exemplo o CDCAH e o respetivo sal, onde falta o grupo hidroxilo O18 (na
numeracao do CAH da Figura 7). Isto faz com que esse lado do sistema de anéis, por
ndo conseguir estabelecer interacbes de ligacdo de hidrogénio com &tomos mais
externos de POPC, adote posi¢des ligeiramente mais internas na bicamada, o que faz
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corresponder a angulos médios maiores entre o eixo curto e a hormal a bicamada. O
CAH e o seu sal adotam uma orientacao intermédia, jA o DCAH e DCA adotam uma
orientacdo inversa & do CDCAH e CDCA. Em relacdo a normal ao plano, obtém-se
distribuicdes com um maximo entre 140° e 170°, o que corresponde a orientacdes dos
sistemas de anéis aproximadamente paralelas ao plano da bicamada.
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Figura 9 — Distribuices dos angulos entre os eixos longo (verde), curto (azul) e normal ao
sistema de anéis (amarelo), e a normal & bicamada, para os acidos e sais biliares em estudo. Os
eixos moleculares foram definidos conforme a Figura 7.

d. Ligacdes de Hidrogénio

A andlise dos topicos anteriores indica que a localizagdo e a orientagdo dos
acidos e sais biliares na bicamada é afetada pelo facto de se estabelecerem ou néo
interagBes com o POPC e 4gua, incluindo ligagbes de hidrogénio. Os acidos e sais
biliares em estudo possuem varios 4tomos de oxigénio que podem funcionar como
aceitadores de ligacdes de hidrogénio, e também grupos hidroxilo que podem ser
dadores e aceitantes nestas ligacdes. Nestas simulacdes foi analisada a ocorréncia de
ligacdes de hidrogénio, registando-se uma ligacdo de hidrogénio quando a distancia
entre 0s atomos de dador e aceitante era inferior a 0,35 nm e o angulo entre a ligacdo
ao H do dador e o vetor entre 0 H e o0 grupo aceitante era menor que 30°.
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Na figura 10 estéo representadas as frequéncias de liga¢des de hidrogénio onde
0s acidos/sais se comportam como dadores de H. llustram-se aqui todos os sistemas
gue participam neste tipo de ligagdes, mais frequentemente com atomos de oxigénio do
residuo de glicerol e do carbonilo da molécula de POPC, em conformidade com a
localizag&o e posi¢do de cada &cido/sal biliar no respetivo sistema. Para atomos de
oxigénio da &gua ou do grupo fosfato de moléculas de POPC, foram registradas
menores frequéncias para as ligagdes de H, em todos os sistemas.
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Figura 10 — Frequéncias das ligacdes de hidrogénio entre grupos dos sais (acidos) biliares que
participam como dadores e grupos do POPC ou agua que participam como aceitantes. (g/c —
glicerol/carbonilo da molécula de POPC).

Nos sistemas desprotonados, o CDCA e o DCA parecem estabelecer menos
ligagBes de hidrogénio como dador para os oxigénios do fosfato, enquanto para o CA,
0 O6 estabelece um numero elevado de ligacdes de H com o grupo fosfato do POPC.
Ja nos sistemas protonados, o O6 do DCAH estabelece mais ligacdes de H com os
oxigénios do fosfato, ao contrario do CAH e CDCAH. Em ambos os casos, a maior
ocorréncia de ligac6es de H para os fosfatos (cuja localizagéo é mais externa do que a
dos grupos glicerol/carbonilo) correlaciona-se com uma posi¢ao transversa mais exterior
de O6 dessa espécie do que nos outros sistemas com o mesmo grau de protonacao.
Contudo, ndo é aparente qualquer relacao direta com a estrutura quimica da molécula
doadora.
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Nos acidos/sais biliares, os oxigénios dos grupos —OH do sistema de anéis
apresentam também alguma capacidade de aceitar ligacGes de H provenientes da agua,
especialmente o atomo O6, que se encontra menos impedido estereoquimicamente,
conforme ilustrado na Figura 11. Uma excecdo, relativamente ao comentado
anteriormente, € o DCAH, onde o mesmo atomo (O6) surge como dador frequente para
0s oxigénios do grupo fosfato de POPC (Figura 10). Um comportamento idéntico &
observado para o seu sal (DCA), mas com o O16. Nos sistemas desprotonados, 0s
oxigénios carboxilicos apresentam uma maior frequéncia de aceitacao de ligacbes de
hidrogénio provenientes de atomos dadores de agua, o que é consistente com a sua
localizagdo mais externa e consequente maior acessibilidade ao solvente. Podemos
concluir que os atomos mais eletronegativos dos trés acidos/sais biliares estudados
estdo constantemente envolvidos em ligacdes de H como dadores e frequentemente
como aceitantes. Por ultimo, é de referir que a andlise acima escrita incidiu
exclusivamente sobre interagfes intermoleculares. Com efeito, nas simulagbes em
vacuo de moléculas isoladas (destinadas a testar as topologias) observou-se o
estabelecimento de ligacdes de hidrogénio intramoleculares (ndo mostrado), estas nao
foram detetadas para moléculas em interacdo com bicamadas lipidicas hidratadas.
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Figura 11 - Frequéncias das Ligac6es de Hidrogénio entre atomos de agua que participam como
dadores e acidos/sais biliares que participam como aceitantes.

e. Interacdes com os grupos polares de POPC

A localizagdo mais externa dos atomos de oxigénio dos grupos carboxilo e
carboxilato dos diferentes acidos/sais biliares favorece o estabelecimento de interacdes
electroestéticas localizadas, com 4&tomos ou grupos de atomos mais eletropositivos do
grupo polar de POPC. Para ver se isto acontece, foram calculadas fung¢des de
distribuicao radial (RDFs) dos 4&tomos N4 e P8 de POPC a volta dos oxigénios dos
grupos carboxilo/carboxilato dos &cidos/sais biliares (para 0 CAH e respetivo sal foram
considerados os a&tomos O31 e 032, e para 0 CDCAH e DCAH e respetivos sais foram
considerados os atomos 029 e 0O30), como se pode observar na Fig. 12.

Esta funcéo é definida como a densidade local de atomos do segundo tipo em
funcédo da distancia a atomos do primeiro grupo, normalizada por divisao pela densidade
global dos atomos do segundo grupo. As RDF manifestam-se através de um fator de
enriquecimento (g(r) > 1) ou empobrecimento (g(r) < 1) da densidade local de atomos
do segundo grupo. Observa-se que, para um dado estado de ionizacdo, as RDFs
calculadas apresentam semelhanga entre os varios sistemas em estudo. Contudo,
existe uma diferenca crucial entre os 4cidos e os sais, com se explica abaixo.
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Para os sais biliares, as func¢des de distribuicdo radial do atomo de N4 a volta
dos carboxilatos apresentam um maximo bem definido e valores significativamente mais
elevados. O maximo ocorre a aproximadamente 0.35-0.40 nm. O que se observa no
caso do atomo de N4 é uma interacdo com todo o conjunto tetraédrico (-CH2N(CHs)s)
do POPC, onde o &tomo N4 ocupa o centro geométrico e nao uma interacdo especifica
do carboxilato dos &acidos/sais biliares com o &omo N4 do POPC em particular. Isto
ocorre devido ao atomo N4 ser eletronegativo (tem carga parcial -0.50 no modelo
utilizado), mas este esta rodeado por trés grupos metilo (com carga atomica +0.40x3)
e um metileno (com carga atémica +0.30), o que confere carga +1 ao grupo colina. As
distancias correspondentes ao maximo sdo demasiado elevadas para interacdo direta
entre dois atomos e refletem portanto uma interacéo entre grupos (carboxilato e colina).
Crucialmente, o pico correspondente a esta interagdo € muito menos intenso nos acidos
do que nos sais, como consequéncia da protonacdo, o que confirma a sua natureza
eletrostética.

Apesar da elevada carga positiva (+1,7) no modelo usado e da sua localizagcdo
transversa semelhante a dos atomos N4, as RDF do aomo P8 nao sao tdo bem
definidas e apresentam valores mais baixos no maximo. O que acontece € que 0 &tomo
P8 esta rodeado com 4 atomos eletronegativos de O, o que confere ao grupo PO, uma
carga global -1. As RDFs observadas para o &tomo P8 refletem apenas a interacao
especifica do carboxilato com o grupo colina préximo, pois os oxigénios periféricos
servem para uma blindagem eficiente relativamente a possibilidade de interagéo
electroestéatica entre os oxigénios carboxilicos e o &tomo P8. Esta situacédo é semelhante

para as espécies protonadas e desprotonadas.
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Figura 12 — RDFs dos &tomos N4 e P8 de POPC em relagao aos oxigénios dos grupos
carboxilato e carboxilo dos sais/acidos biliares.

f. Parametros de Ordem de POPC

Os parametros de ordem referentes aos carbonos das cadeias acilo do POPC
foram calculados para cada um dos sistemas onde foram adicionados acidos/sais
biliares no sistema apenas com POPC. A analise deste parametro indica a variacdo da
ordem dos lipidos na bicamada,® representada na Figura 13, correspondendo os
painéis esquerdo e direito as cadeias acilo saturada e insaturada, respetivamente. Esta
variagao € calculada com base nas seguintes equagodes:

-5t = ngx + %Syy (Equacéo 4)

1 3 V3 .
_Sggsat — ZSzz + Zsyy + 75” (Equacéo 5)
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Sap = ; < 3cosf,3cosb, —38,, >a,b=x,y,z (Equacio 6)

onde 6, (ou 6) € o angulo entre o a-ésimo (ou b-ésimo) eixo molecular e a normal a
bicamada, enquanto 6. € discriminador de Kronecker ( < > simboliza a média tanto
temporal como sobre todas as moléculas de POPC).*!
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Figura 13 — Parametros de ordem das cadeias acilo sn-1 e sn-2 do POPC.

Os valores calculados encontram-se de acordo com os valores experimentais
em POPC puro.*® Para os valores representados na figura 13, relativamente a cadeia
sn-1, podemos observar que eles variam sensivelmente entre 0.2 e 0.08, onde o valor
maximo (0.2) corresponde ao carbono 5 da cadeia acilo. Ja o valor minimo corresponde
ao carbono 15, uma vez que, o parametro de ordem de POPC decresce ao longo da
cadeia, em concordancia com a maior mobilidade. Relativamente aos valores do
parametro de ordem sn-2, também representados na Fig.13, podemos observar que
estes sdo semelhantes aos valores experimentais, neste caso, o valor minimo
corresponde ao carbono 10 da cadeia acilo, carbono que participa na ligagao dupla
desta cadeia. Sem surpresa, dado o numero reduzido de solutos inseridos, é dificil
observar variagbes entre os diferentes solutos comparando os valores absolutos do
parametro de ordem. Por este motivo, representam-se na Figura 14 as variagbes de -
Sco relativamente aos valores calculados para POPC puro.

Na comparacao entre os diversos sistemas, um fator que devera ser tido em
conta, no caso das espécies desprotonadas, € que a adigao de catides (Na*) ao sistema
conduz a ligagdo destes aos grupos eletronegativos do fosfolipido, aumentando o
parametro de ordem.3* Este efeito também foi observado experimentalmente, embora
para concentragbes salinas muito elevadas (~1 M),* pelo que um aumento significativo
de parametro de ordem na presenga de dois ides sddio devera ser aqui entendido como
artificial. Deste modo, justifica-se que, para cada um dos trés acidos/sais biliares
estudados, obtenham-se em geral perfis de parametros de ordem mais elevados para
bicamadas com as formas ionizadas destas moléculas (uma excegcdo € o par
DCA/DCAH, em algumas regides da bicamada). Comparando os diferentes acidos/sais
no mesmo estado de ionizagao, verifica-se que o CDCA/CDCAH conduz a valores de
parametro de ordem aumentados, relativamente a POPC puro e aos sistemas contendo
outros acidos/sais. Contudo, as diferengas sdo pouco acentuadas e nao € clara a
relagdo de tal efeito com a estrutura molecular das varias espécies.

Na verdade, a baixa concentracao de acidos/sais biliares utilizada neste estudo
nao permite a observacgao de eventuais alteragdes globais na ordem da bicamada como
resultado da adi¢ao destas espécies anfifilicas. E provavelmente este o motivo que as
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alteragdes entre os varios sistemas da Fig.13 nao sao significativas. Por limitacbes de
tempo, esta discussao incidiu sobre os parametros de ordem de todas as moléculas de
POPC de cada sistema. Estas trajetorias poderdo ser alvo de uma analise mais
detalhada, focada nas moléculas de POPC na vizinhanca imediata de cada soluto. No
caso dos sais biliares conjugados com glicina, tal andlise, por exemplo, permitiu
estabelecer um efeito de desordenamento local para as trés espécies ionizadas, embora
sem diferengas significativas entre elas.%®
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Figura 14 — Variagbes relativas dos parametros de ordem das cadeias acilo sn-1 e sn-2 do
POPC, face aos valores calculados na auséncia de solutos.

4. Conclusao

Neste trabalho foi estudado o comportamento, localizacdo e orientacédo de trés
acidos biliares e dos respetivos sais de sédio em bicamadas de POPC através de
simulacdes de dindmica molecular. Ao longo deste trabalho foram analisados e
discutidos varios parametros, que permitiram observar a localizagdo e orientagdo das
diversas espécies protonadas e desprotonadas, préximas da interface entre a bicamada
e a agua, aproximadamente paralelas ao plano da bicamada, com os grupos polares
adotando uma conformacéo que é favorecida pela possibilidade de se estabelecerem
ligacBes de hidrogénio com atomos adequados de POPC e de solvente (agua). Assim
como interacdes eletrostaticas favoraveis entre grupos carboxilato aniénicos dos sais
bilares e grupos colina cationicos do fosfolipido. Estas ultimas interagées ndo estao
presentes quando o grupo carboxilico se encontra protonado, o0 que leva a uma posi¢ao
mais interna deste na bicamada. Quando comparados os varios parametros dos
diferentes acidos/biliares entre si, ndo se encontram diferencgas significativas entre eles.
Para além da evidente semelhanca estrutural entre as diferentes moléculas, a utilizacéo
de uma baixa concentragéo (dois solutos para 128 fosfolipidos), comparativamente a
concentracao local existente no meio fisioldgico, podera contribuir para ndo se terem
observado diferencgas significativas.
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5. Perspetivas Futuras

Este estudo de simulacéo de 4cidos/sais biliares ndo conjugados, em interacao
com bicamadas de POPC a baixas concentracdes devera ser entendido como um ponto
de partida para um estudo mais completo e conclusivo. Na continuacao deste estudo,
serdo de considerar simula¢gdes com um namero mais elevado de solutos, préximo de
razdes AB/lipido fisiologica, eventualmente com escalas de tempo mais prolongadas.
Sera igualmente de considerar a parameterizacdo destas espécies com um campo de
forcas coarse-grained,® que permita o estudo de escalas de tempo mais prolongadas
(de alguns ps até aos ms) e o seguimento de processos inacessiveis a simulacfes
atomisticas como as presentes (como alteracdes morfolégicas de grande escala).
Contudo, mesmo nesse cenario, o trabalho atual ter4 sempre utilidade na calibracao
dessa eventual parametrizacdo coarse-grained, sempre necessaria nesse tipo de
simulacdes.

Outro aspeto que ira ser analisado no futuro € a velocidade de permeacado dos
diferentes &cidos biliares através de biomembranas. O objetivo da continuagéo deste
trabalho € o estudo da cinética da translocacdo dos &cidos biliares, através da
membrana de vesiculas unilamelares grandes (LUVs) de POPC na fase liquido-
desordenado, para esse efeito o compartimento aquoso interno dos LUVs serd marcado
com uma sonda fluorescente sensivel ao pH — piranina (HPTS).

Se a velocidade de translocacdo dos &cidos biliares através da membrana de POPC for
lenta, pode haver um excesso de ABs na monocamada externa da membrana, levando
a uma perturbacao desta. Por outro lado, se a velocidade for rapida ha uma distribuicdo
mais equilibrada entre cada monocamada, ndo ocorrendo a sua perturbacao.
Resultados obtidos anteriormente mostram que a velocidade de translocagéo através
da membrana de POPC é maior nos ABs ndo conjugados do que nos ABs conjugados
com glicina e sugerem que a translocacéo dos ABs trihidroxi (CA) é mais rapida que a
dos ABs di-hidroxi (DCA e CDCA).* Pretende-se complementar estes resultados com
outras técnicas para melhor suportar esta interpretagédo e obter informacao quantitativa
para a velocidade de translocacao dos diferentes acidos/sais biliares.

Na fase aquosa externa ao lipossoma, os acidos biliares tém carga negativa, tal
como na fase aquosa no interior dos lipossomas, onde se encontram moléculas de
HTPS. Os acidos biliares translocam a membrana na forma protonada, mas vao ionizar
guando entram em contacto com a solugéo, ocorrendo, assim, a libertacdo de um protéo
para a solucéo no interior dos lipossomas, alterando o estado de protonacdo do grupo
OH. Com a variagdo do pH a estrutura da sonda fluorescente de HPTS sofre alteragdes,
modificando a sua estrutura, o que faz variar a intensidade de fluorescéncia.

OSS O OH
.‘ s nat Figura 15 — Estrutura da piranina.

OSS SO3
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Na parte inicial deste trabalho foi preparada uma solucao tampao de fosfato a
pH 7 filtrada que foi preparada com hidrogenofosfato de sédio, 1mM (Na:HPO,); cloreto
de sédio, 0.15M (NaCl) e EDTA 1mM. Foi ainda caracterizada a varia¢cdo na absorvancia
e na intensidade de fluorescéncia de uma solu¢cdo de HPTS 50 micromolar (uM) em
funcéo do pH da solucéo (variado por adicdo de pequenos volumes de HCI ou NaOH).
Os resultados obtidos encontram-se apresentados nas figuras 16, 17 e 18.

As curvas de variacdo da absorvancia e de fluorescéncia em funcdo do pH da
solucédo, foram ajustadas através das equacdes 4 e 5, respetivamente, permitindo obter
0 pKa para a ionizagéo da piranina.

__Arx 10wH-PKa) Equagao 4
1+ 10@H-PKa)

IF*5* = 954 (HA) x [HA] + 0§°*(47) x [A7] Equacdo 5

1,2
1
O
2 PHI8 o
«© <
g ——pH76 =06
2 < 0,4
g ——pH7.2 =0
0,2
——pH6.3 0
340 390 440 490 ——DpH4 4 6 8 10
A (nhm) pKa =7,2 pH

Figura 16 — Do lado esquerdo é representado o espectro da absorcdo da solugcdo de HPTS a
diferentes valores pH. Do lado direto é representada a curva de calibragdo experimental que
relaciona a concentracdo com a dependéncia do pH.
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Figura 17 — Curva de calibracdo experimental que relaciona a intensidade de fluorescéncia da
HPTS a comprimentos de onda 403 e 454 nm em fun¢éo do pH.

Com a equacédo de ajuste (Equacéo 5), obteve-se a curva de calibragdo da Figura 18
gue relaciona a intensidade de fluorescéncia para o comprimento de onda de 403 nm e
454 nm em funcéo do pH.

0F*  ax[H']+K,
@203 " hx [H*]+cx K,
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Onde a, b e ¢ sao:

a=0 <H1‘£454> b=0 (Ht‘izws) c=0 <AE03>
Aysy Aysy Aysy

sendo @ a intensidade de fluorescéncia em cada caso.

IF(454/403)
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o

Figura 18 — Curva de calibracéo
experimental que relaciona a
IF(454/403) razao eAntrg a intensidade de
fluorescéncia da HPTS com os
Fit comprimentos de onda de 454 e
403 nm (IF(403/454)) em funcéo
4 6 8 10 do pH.

pKa =6,8 pH

Os valores de pKa obtidos para os diferentes métodos apresentam diferentes valores,
mais tarde devera ser feito um estudo mais aprofundado, como por exemplo, avaliar a
pureza da sonda HPTS.
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