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Resumo

Estudos de visualizagao de GUVs por microscopias de fluorescéncia e contraste de fase,
realizados com trés mastoparanos (MP-1, N-MP-1 e MPX), evidenciam que alguns destes
peptideos induzem a formacao de regides densas na superficie das GUVS que foram atribuidas
a agregacdo ou segregacdo lipidica. Evidéncias experimentais anteriores mostraram que estes
peptideos apresentam atividade interfacial e suas cargas liquidas +2, +3 e +4 conferem atividade
litica preferencial em vesiculas anionicas, bem como atividade antimicrobiana contra bactérias
Gram negativas e Gram positivas. A formacdo de dominios poderia ser um mecanismo litico
alternativo para a atividade interfacial. Segregacdo lipidica induzida por estes peptideos foi
entdo avaliada por calorimetria diferencial de varredura (DSC), observando-se o impacto destes
peptideos nas propriedades termotropicas de misturas de lipidios que sdo miméticas de bactérias
Gram negativas. As misturas bindrias utilizadas foram POPE:DOPG (3:1) e DPPE:DPPG (4:1
e 1:4). A transicdo de fase gel-liquida cristalina da mistura POPE:DOPG em 20mM PIPES
(140mM NaCl + ImM EDTA, pH=7.4) foi centrada em 14 °C com um “ombro”em, apro-
ximadamente, 16 °C indicando miscibilidade incompleta destes lipidios. Na razdo molar de
lipidio por peptideo (L/P)=400, os trés peptideos estudados induziram aumento na temperatura
de fusdo (T,,) de suspensdo de vesiculas multilamelares. Destes peptideos MP-1, com carga
+2, mostrou a maior variagdo de T,,. As mudancas em T,, foram observadas ser dependente
da relagdao L/P, sendo maior deslocamento de T,, em L/P=15. O aumento da temperatura de
transicao de fase indica interacdo preferencial destes peptideos com o componente anionico
da mistura que leva a formagdo de dominios enriquecidos com o outro componente (POPE),
que, em estado puro, tem maior T,,. Outros trés peptideos (L1A, L1B e L1A-ac) que também
tém acdo interfacial, com baixa penetragao em bicamadas anidnicas, foram estudados por estas
duas técnicas. A menos de um residuo, suas sequéncias sao as mesmas sendo que dois destes
peptideos apresentam modificacdes no N-terminal que resultou em aumento de sua atividade

litica em vesiculas anionicas. Estes peptideos induzem aumento significativo na T,, da mistura



POPE:DOPG mesmo na razdo L/P=400 (AT,,~ 2°C), enquanto na L/P=15, AT,,~ 5 — 8°C. Os
dois peptideos com modificagdo no N-terminal (L1B e L1A-ac) induziram maiores mudangas na
T, A visualizagao de GUVs de POPC:POPG com pequena fracio de NBD-PE mostrou por mi-
croscopia de fluorescéncia a formagdo de regides densas que sugerem agregacao ou segregacao

de lipidios.



Abstract

GUVs visualization studies by fluorescence and phase contrast microscopies, carried out
with three mastoparan peptides (MP-1, N-MP-1 and MPX) provided evidences that some of
these peptides induce dense regions in the GUV’s surfaces that were attributed to aggregation
or lipid segregation. Previous experimental evidences showed that these peptides display inter-
facial activity and their net charges +2, +3 and +4 confer preferential lytic activity in anionic
vesicles as well as antimicrobial activity against Gram negative and Gram positive bacteria.
The domain formation could be an alternative lytic mechanism for the interfacial activity. Lipid
segregation induced by these peptides was then evaluated by differential scanning calorime-
try (DSC), by observing the impact of these peptides on the thermotropic properties of lipid
mixtures which are mimetics of the Gram negative bacteria. The binary mixtures used were
POPE:DOPG (3:1) and DPPE:DPPG (4:1 and 1:4). The gel to liquid crystalline phase transi-
tion of the mixture POPE:DOPG in 20 mM PIPES (140 mM NaCl, 1 mM EDTA, pH7.4) was
centered in 14 °C with a shoulder in approximately 16 °C indicating incomplete miscibility. At
lipid to peptide molar ratio (L/P)=400 the three peptides studied induced increase of the melting
temperature T,, of multilamelar vesicle suspensions. From these peptides MP-1, with charge
+2, showed the largest variation of T,,. The changes in T,, were observed to be dependent on
the L/P ratio, displacing to larger temperature for L/P =15 ratio. The increase in the of the phase
transition temperature indicate preferential interaction of these peptides with the anionic com-
ponent of the mixture leading to the formation of domains enriched with the other component
(POPE) which, in pure state, has the largest T,,. Other three peptides (L1A, L1B e L1A-ac) that
also have interfacial activity with low penetration in the anionic bilayer were studied by these
two techniques. Unless of one residue their sequences are the same and two of these peptides
present modifications at the N-terminus the lead to the increase in their lytic activity in anionic
vesicles. These peptides induced significant increase in the Tm of POPE:DOPG mixture even at

L/P =400 ratio (AT,,~ 2°C) while at L/P=15, AT,,~ 5 — 8°C. The two peptides with N-terminus



modification (L1B e L1A-ac) induced greater T,, changes. The visualization of POPC:POPG
GUVs with small fraction of NBD-PE showed by fluorescence microscopy the formation of

dense regions that suggest aggregation or lipid segregation.
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Introducdo

Peptideos antimicrobianos fazem parte do sistema de defesa imune ndo adaptativo de intimeras
espécies desde plantas a mamiferos e sdao utilizados como defesa em infeccoes (ZASLOFF,
2002). Estes peptideos tém como alvo os lipidios da membrana celular (POWERS; HAN-
COCK, 2003) (YEAMAN; YOUNT, 2003) (SATO; FELIX, 2006). Sua atividade esta relacio-
nada a desestruturacdo da membrana levando a lise da célula através de mecanismo que nao €
ainda completamente compreendido. A atividade dirigida aos lipidios da membrana constitui
uma grande vantagem a estes peptideos, pois por serem catidnicos sao seletivos a membranas
anidnicas. Esta € uma das principais caracteristicas da monocamada externa de membranas de
microorganismos e apresenta significativa diferenca com membranas de células de eucariotos
(ZASLOFF, 2002) (YEAMAN; YOUNT, 2003) (EPAND et al., 2006) (GABRIEL et al., 2007).
Como conseqii€éncia, a atividade litica € independente de receptores na membrana, dificultando
que o microrganismo desenvolva mecanismos de resisténcia, conferindo a estes peptideos um
grande potencial farmacolégico para serem utilizados como substitutos de antibidticos conven-

cionais.

A procura por peptideos que tenham a atividade antimicrobiana potencializada e que nao
sejam toxicos a células de mamiferos tem aumentado significativamente em face ao crescimento
do numero de cepas resistentes aos antibidticos convencionais. O efeito de tais peptideos nas
membranas e a relevancia da composi¢ado lipidica membranar t€m sido topicos de interesse por
mais de uma década (SEVCSIK et al., 2008).

Apesar desta extensa atividade de pesquisa na drea, nao se conhece um mecanismo de a¢ao
litica comum a todos os peptideos. Diferentes modelos sobre o0 mecanismo de acao litica destes
peptideos foram propostos nestas duas décadas. Estes modelos t€m em comum as etapas ini-
ciais que ocorrem na interface dgua-bicamada: a adsorc@o do peptideo na bicamada, dirigida
por interacoes eletrostéticas e hidrofébicas, € seguida de mudanca conformacional, assumindo
em geral a conformagdo helicoidal, com seu eixo longitudinal paralelo a bicamada e, nesta
orientacdo acumulam na monocamada externa aumentando a tensao eldstica da bicamada. Para
aliviar este estresse eldstico os modelos propdem mecanismos diferentes que podem ser sinteti-
zados a seguir: a) formacdo de poro transmenbranar no qual a face hidrofébica do peptideo esta
em contato com o fase lipidica da bicamada (HUANG, 2000) (HUANG; CHEN; LEE, 2004); b)



formacdo de poros transientes nos quais a parede ou bainha dos poros € constituida de peptideos
interespacados pelas cabecas polares dos lipideos formando um toréide hidrofilico com acen-
tuada curvatura (MATSUZAKI et al., 2004) (HUANG, 2006); c) a extensa acumulacido do
peptideo na bicamada pode levar a ruptura desta ou entdo em atividade tipo detergente devido
as caracteristicas anfipdticas do peptideo podem resultar na formagdo de complexos peptideo-
lipidio hidrossoliveis (SHAI, 1999) (BECHINGER; LOHNER, 2006); d) o peptideo insere na
bicamada, cria assimetria de carga, massa ou eléstica e transloca para a monocamada interna
juntamente com lipidios, resultando em lise sem a formagao de poro como proposto alternati-
vamente por (YANDEK et al., 2007) (YANDEK; POKORNY; ALMEIDA, 2009); e) formacado
de dominios lipidicos com instabilidade na borda do dominio que resultaria em liberacdo do
conteudo interno da bicamada (EPAND; EPAND, 2009) (EPAND et al., 2010).

Com base nestes modelos de instabilizacdo da bicamada, tem-se procurado, nesta dltima
década, as bases biofisicas da seletividade. A compreensdo destas bases € importante para
o desenho racional de novas sequéncias com atividade antimicrobiana exacerbada e que se-
jam minimamente toxicas as células de animais superiores. Com este objetivo o trabalho
tem se concentrado na utilizacdo de peptideos modelo, composto de repeticdes de peque-
nas sequéncias. Procura-se correlacionar parametros estruturais que caracterizam anfipatici-
dade, tais como carga liquida, hidrofobicidade média residual, propensdo a formar hélice, mo-
mento hidrofébico, angulo da face polar com atividade litica em membranas modelo e atividade

bioldgica (DATHE et al., 2002) (MATSUZAKI, 2009).

A interacdo de peptideos € membranas modelo tem sido pesquisada em nosso laboratorio
com o objetivo de explorar mecanismo(s) de atividade litica e as bases da seletividade des-
tes peptideos para as atividades litica e bioldgica. Estes estudos tem como modelo peptideos
da familia dos mastoparanos, extraidos de vespas nativas, que apresentam extensa atividade
bioldgica, especialmente antimicrobiana. Esses peptideos sdo bioativos mais abundantes em
venenos de vespas. Geralmente apresentam baixo peso molecular (=1400 Da), sdo catidnicos
e ricos em residuos hidrofébicos, tendendo a assumir estruturas helicoidais quando em contato

com bicamadas lipidicas.

A associagdo de varias técnicas experimentais no estudo de correlacao estrutura e fungao
dos peptideos, indicaram a importancia da carga liquida tanto do peptideo quanto da bicamada
em duas etapas da atividade litica. Na etapa inicial de ligacdo do peptideo a bicamada com
a inducdo da formagdo de hélice alfa. Na etapa de acumulag¢do do peptideo na bicamada até
alcancar uma concentragdo critica (P/L) que leva a lise, resultando no processo cooperativo

na curva de dose e resposta, ou a desestabilizacdo e ruptura da membrana. Entretanto, esta



concentracao critica depende fortemente da composicao lipidica da bicamada, e portanto, ndo
somente da densidade superficial de cargas, mas de aspectos eldsticos tais como médulos de

flexdo e de compressdo de drea da curvatura.

Estes estudos sugerem ainda que diferentes mecanismos de acao podem ser observados para
o mesmo peptideo, dependendo da razdo entre as concentracdes de peptideo e lipidio (P/L), e

que estes processos nao sdo excludentes.

Recentemente foram realizados estudos envolvendo trés peptideos liticos da familia dos
mastoparanos (MPX, N-MP-1 e MP-1). Estes estudos envolveram experimentos de visualiza¢do
de vesiculas unilamelares gigantes (GUVs), medidas de potencial zeta e dicroismo circular
e foram realizados para compreender a atividade interfacial destes peptideos em vesiculas
anidnicas. Os resultados sugeriram que a liberacdo de contetido de vesiculas gigantes ocorre
de maneira gradual e sugeriram também que estes peptideos, especialmente os de maior carga
liquida MPX e N-MP-1, induzem a formacdo de regioes densas nas GUVs com forte intensi-
dade de fluorescéncia sugerindo agregacdo ou segregacao lipidica e a formacdo de dominios

(artigo anexo).

A formacdo de dominios tem sido enfatizada por Epand e colaboradores ((EPAND et al.,
2009a) (EPAND et al., 2008) (EPAND; EPAND, 2009) (EPAND et al., 2010)) como um possivel
mecanismo alternativo para a atividade antimicrobiana em bactérias Gram negativas que pos-
suem composicdo mista de lipidios zwitteridnicos e anidnicos. Estes autores sugerem que
peptideos poderiam ligar a um destes componentes e segregar o outro em uma fase rica deste ou-
tro componente. Observaram ainda que peptideos que induzem formag¢ao de dominios ligam-se
preferencialmente a lipidios anidnicos e possuem, em geral, alta densidade de residuos bésicos.
Desta forma, em bactérias Gram positivas, que possuem apenas lipidios anidnicos na mono-
camada externa, este mecanismo de acdo alternativo deveria ser menos eficiente. Entretanto,
dos trés peptideos utilizados naquele estudo, apenas o peptideo com menor carga liquida, MP-
1, mostrou em teste bioldgico ser mais eficiente em bactérias Gram negativas comparado com
Gram positivas. Os outros dois peptideos sdao mais eficientes em bactéria Gram positiva. Sendo
assim, os resultados obtidos do efeito destes peptideos em vesiculas gigantes e a aparente
contradi¢ao destes com os resultados de atividade antibacteriana, motivaram um estudo por
meio de outras técnicas destes peptideos utilizando a associacdo de técnicas de calorimetria

diferencial de varredura (DSC) e de visualizacao de GUVs.

Um outro estudo com dois outros peptideos que foram projetados pelo grupo para terem ati-
vidade litica em vesiculas anidnicas também sugeriu a agregacdo ou segregacao lipidica. Estas

duas sequéncias sdo semelhantes e foram projetadas para terem uma delas o marcador fluores-



cente intrinseco triptofano e a outra, na qual este residuo foi substituido por valina, foi feita
modificacdo no N-terminal para acrescentar a sonda fluorescente acido orto amino benzdico
(Abz) que possui maior rendimento quantico que o triptofano e deveria possibilitar observar
niveis mais altos de adsorcdo em bicamadas. Os experimentos que sugeriram a agregacao ou
segregacao lipidica foram realizados em monocamadas lipidicas, a drea constante, nos quais as
alteracoes na pressao superficial induzidas por peptideos, injetados na subfase, foram monito-
rados em func¢do da pressdo superficial inicial da monocamada. Estes experimentos mostraram
variacdo bifasica, ndo usual, de Ax vs 7. Estes resultados também motivaram o inicio de um
estudo por outras técnicas do efeito destes peptideos associando técnicas de calorimetria de

varredura e de visualizacdo de GUVs.

A segregacdo lipidica e formagdo de dominios lipidicos induzidos por peptideos tém sido
observados para peptideos com carga liquida alta, em geral maior que quatro. A principal
motivagao deste trabalho foi que regides densas em GUVs e comportamento bifdsico em mono-
camadas de Langmuir foram observados para peptideos com carga liquida dois (MP-1e L1B) e
trés (N-MP-1 e L1A). Desta forma iniciou-se um estudo sistematico, utilizando DSC e micros-
copia para visualiza¢do de GUVs para melhor compreensao da origem da formacao de dominios

por estes peptideos.

Neste trabalho foram utilizados sistemas lipidicos bindrios que mimetizam a constitui¢ao
de membranas de bactérias Gram negativas, fosfatidiletanolamina (PE) e fosfatidilglicerol (PG)
e que apresentam transicao de fase gel-liquido cristalina bem definida em experimentos de DSC

e quando separados apresentam temperatura de transi¢do gel-liquido cristalina bem diferentes.

Em associag@o aos experimentos de DSC vesiculas unilamelares gigantes foram formadas,
por eletroformacdo, com mistura de fosfolipideos zwitteridnicos e anidnicos, contendo uma
pequena fragao molar (0,1 %) de lipidio com marcador fluorescente e visualizadas por micros-
copia de fluorescéncia para observar a formacado de regides ricas em marcador fluorescente que

evidenciam a formag¢do de dominios lipidicos.

Nesta dissertacao sdao apresentados resultados obtidos de visualizagao de GUVs, potencial
zeta e CD para os peptideos MP-1, N-MP-1 e MPX na forma de artigo publicado na revista
Langmuir, e resultados de experimentos de DSC para estes peptideos. Foram incluidos também
resultados obtidos por DSC e visualizagao de GUVs para os peptideos L1B, L1A e ac-L1A. O
peptideo ac-L1A € outro peptideo desenhado pelo grupo que apresenta a mesma sequéncia que
o L1A porém apresenta o N-terminal acetilado. Estes ultimos dados estdo sendo dispostos em

forma de manuscrito para submissao em breve.
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1 Desenvolvimento Teorico

1.1 Membrana Biologica

Todas as células sdo circundadas por uma membrana celular (membrana plasmadtica) que
controla seletivamente a troca de material. As células, além da membrana plasmaética, contém
sistemas de membranas interno que forma compartimentos especializados (organelas) dentro
do citoplasma (como o nudcleo e as mitocondrias). As bases moleculares da estrutura da mem-
brana residem nos seus componentes lipidicos e protéicos; a composi¢ao garante uma fungao
especifica. A membrana plasmatica € o elemento mediador da comunicagdo entre a célula e
0 seu meio externo, constituindo uma barreira altamente seletiva, que determina a criacao de
um compartimento interno com composi¢ao quimica prépria, diferente do meio externo. Além
disto, possibilita a captacdo de sinais extracelulares participando dos processos de reconheci-

mento e comunicacao entre as células (Figura 1.1).

Figura 1.1: llustragdo de uma célula animal delimitada pela membrana plasmdtica. O meio
interno contém as organelas, como reticulo endoplasmadtico e a mitocondria, que desempenham
diferentes funcoes. A imagem foi retirada do site www.animalport.com/animal-cells.html

O modelo de membrana celular aceito atualmente, o modelo do mosaico fluido (Figura 1.2),
foi proposto por Singer e Nicholson em 1972 (SINGER; NICHOLSON, 1972). Este modelo

consiste de trés observagdes, que sao:
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e A estrutura da biomembrana em bicamada, com os grupos hidrofilicos de lipidios volta-

dos para a face aquosa e as cadeias acilicas formando um “core”hidrofébico;

e A insercdo de proteinas intrinsecas nesta bicamada, também regida pelas forgas inter-
moleculares (interagdes eletrostaticas, covalentes e hidrofobicas, com prevaléncia das hi-
drofdbicas), e a adsorcdo extrinsecas a superficie da membrana principalmente por meio

de forgas eletrostaticas;

e A bicamada é fluida com livre movimenta¢do dos componentes permitindo uma distribuicao

aleatoria destas moléculas.

Figura 1.2: Modelo de Singer e Nicolson (1972). (A) Secdo transversal da membrana
com proteinas inseridas na bicamada fosfolipidica. (B) As porgdes ionicas e polares das
proteinas, como indicado pelos sinais +/-, estdo em contato com a solu¢do aquosa (citoplasma
e/ou liquido intersticial) em torno da bicamada lipidica. A regido em que as proteinas estdo
inseridas é apolar (hidroféobica), portanto, carece de cargas, conforme indicado pela auséncia
de simbolos +/-. (cnx.org/content/m15255/latest)

Porém, a este modelo tem-se somado alguns aspectos importantes quanto ao comporta-
mento das biomembranas. Primeiramente, a descoberta do citoesqueleto e sua ligacdo com
proteinas de membrana implicou na restricao de movimento dessas proteinas. A distribuicdo de
proteinas na membrana também ndo € aleatoria, podendo existir varios tipos de especializacoes
de membrana, como jun¢des comunicantes (gap junction), jungdes de oclusdo (tight junction)
e microvilosidades (GLASER, 1992).

A variedade de lipidios e sua organizacao espacial, que definem as propriedades biofisicas
da membrana, t€m um importante papel na funcio celular. Por exemplo, o comprimento e
o grau de saturagcdo da cadeia acilica do lipidio determina a espessura e ordenacdo da regidao
hidrofébica da membrana; a carga eletrostatica dos lipidios anidnicos media interacdes com
regides catidnicas da membrana associada a proteinas; e interagdes especificas com lipidios
selecionados, tal como polifosfoinositidios, sdo importantes para organizacao espacial das suas
proteinas ligadas (JANMEY; KINNUNEN, 2006).
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A composic¢ao quimica das duas monocamadas que formam a bicamada lipidica é complexa
e muito diferente uma da outra, podendo gerar dominios. Por exemplo, quase todos os lipidios
anidnicos em células eucariotas estdao na face do citoplasma, em que a maioria dos lipidios com

grande quantidade dos grupos da cabeca glicosilados sdo expostos para o meio extracelular.

A assimetria da bicamada entre membranas eucaridtica e procaridtica € essencial para a
atividade de fatores endogenos antimicrobiais que rompem as membranas bacterianas, mas sao
inofensivos para células eucarioticas (SATO; FEIX, 2006). A composi¢do quimica da bicamada
afeta suas propriedades mecanicas e, reciprocamente, a aplicacdo de for¢cas na membrana pode

alterar sua composi¢ao quimica.

1.1.1 Lipidios e Membrana Lipidica

Lipidios sdo substancias organicas insoliveis em dgua e soliveis em solventes organicos.
Eles constituem aproximadamente 50% da massa da maioria das membranas plasmdticas das
células animais, o restante sdao proteinas. A composi¢ado lipidica de uma membrana depende do
tipo de membrana e varia largamente de uma célula para outra. Na tabela 1.1 sdo mostradas as
composicoes lipidicas de algumas membranas biolégicas (WENDER et al., 2000). Dentre os
varios tipos de lipidios existentes, os mais abundantes nas membranas bioldgicas sdo os fosfo-
lipidios, que pertencem a classe dos fosfoglicerideos. Em menor quantidade, sdo encontrados

os esfingolipidios e o colesterol.

Porcentagem de fosfolipidios total
Mitocondria | Lisossomos | Membrana | Membrana | Membrana
Plasmatica | Nuclear do Golgi
Cardiolipina 18 01 01 04 01
fosfatidiletanolamina 35 14 23 13 20
Fosfatidilcolina 40 40 39 55 50
Fosfatidilenositol 05 05 08 10 12
Acido Fosfatidico - 01 01 02 <1
Lisofosfoglicerideos 01 07 02 03 03
Esfingomielina 01 20 16 03 18
Fosfolipideos
(mg/mg proteina) 0,175 0,156 0,672 0,500 0,825
Colesterol
(mg/mg proteina) 0,003 0,038 0,128 0,078 0,078

Tabela 1.1: Porcentagem total dos principais componentes lipidicos das biomembranas seleci-
onadas (GENNIS, 1989).

Os fosfolipidios apresentam uma cabeca polar, ou hidrofilica, e duas caudas apolares, ou

hidrofobicas. Dessa forma, pelo fato de apresentarem regides hidrofilicas e hidrofébicas, os
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lipidios de membrana sdo moléculas anfipaticas. A cabeca polar € composta pelo glicerol
(um tridlcool), um fosfato e um dlcool, como a colina, a etanolamina, o inositol, o glice-
rol ou a serina (Figura 1.3). As caudas apolares sdo compostas pelas cadeias carbdnicas dos
4cidos graxos. Acidos graxos sdo dcidos carboxilicos de cadeia longa que possuem de 12 a
24 atomos de carbono, embora os mais abundantes nas biomembranas tenham entre 16 ¢ 18
carbonos. Esses dcidos graxos podem ser saturados ou insaturados. Normalmente, os fosfo-
lipidios apresentam, pelo menos, uma cadeia insaturada em sua composi¢do. Diferencas na
quantidade de insaturacdes dos dcidos graxos sdo importantes, pois influenciam a aproximagao
e movimentacdo dos fosfolipidios e, consequentemente, a fluidez das membranas. Se o grupo
da cabeca polar do fosfolipidio tem uma serina, glicerol ou inositol ligado no fosfato, a carga
liquida da cabega polar € -1 em pH fisiolégico. Quando colina e etanolamina estdo esterificados

no fosfato, o fosfolipidio resultante é zwitteridonico com carga liquida zero em pH fisioldgico.

Figura 1.3: Estrutura dos principais fosfolipidios das biomembranas:

Os lipidios anfipaticos, quando sdo adicionados a um meio aquoso, tendem a agregar-
se, organizando-se em estruturas macromoleculares. Estas estruturas permitem maximizar as
interacdes hidrofébicas entre as cadeias carboOnicas, isolando-se da dgua, e deixam os grupos
polares em contato com o solvente, com o qual podem interagir. Tais arranjos moleculares
constituem o estado de menor energia livre para esses lipidios em dgua e resultam da presenca
de duas regides com solubilidade diferente na mesma molécula. O tipo de estrutura formada €

determinado pela geometria da molécula do lipidio anfipatico (Figura 1.4).

Lipidios com uma tunica cadeia hidrocarbdnica, como sabdes e detergentes, possuem a
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Figura 1.4: Geometria molecular e estabilidade de fase de moléculas anfipdticas como uma
fungdo do parametro de empacotamento critico CP (ISRAELACHVILI, 1992).

forma conica e afilada e formam, preferencialmente, micelas. Nesta estrutura esférica, as ca-
deias de hidrocarboneto organizam-se no interior, isolando-se do meio aquoso, € 0s grupos pola-
res posicionam-se na superficie externa interagindo com o solvente (Figura 1.5 (A)). A maioria
dos fosfoslipidios formam, em vez de micelas, uma dupla camada de moléculas, chamada bica-
mada lipidica. Esta estrutura permite agregacdo mais estavel destas moléculas, que apresentam
uma forma cilindrica (Figura 1.4), devido a presenca de duas cadeias acilicas. As moléculas
de lipidios alinham-se lado a lado, formando duas monocamadas; as cadeias carbonicas das
monocamadas agrupam-se frente a frente, de modo a formar um dominio hidrofébico no meio
da bicamada; os grupos hidrofilicos dispdem-se na superficie das duas faces da bicamada, inte-

ragindo com o meio aquoso (Figura 1.5 (B)).

Bicamadas lipidicas tendem a se fechar formando vesiculas contendo solvente no seu inte-

rior. Estas estruturas fechadas sdo mais estdveis, porque ndo apresentam caudas hidrofébicas
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Figura 1.5: Desenho esquemdtico de uma micela (A) e uma bicamada (B).

expostas ao solvente, como acontece na periferia das bicamadas planas. Experimentalmente,
demonstrou-se a formagao dessas vesiculas lipidicas, também chamadas de lipossomos. Li-
possomos sao, portanto, vesiculas sintéticas formadas por uma bicamada lipidica continua, que
delimita uma cavidade interna preenchida por solvente (Figura 1.6). Eles podem ser formados

de moléculas de um tnico tipo ou de diferentes tipos de lipidios anfipaticos.

Esses agregados vesiculares sao normalmente classificados de acordo com seu tamanho,

lamelaridade (ndmero de bicamadas) e pelo método de formacao, conforme descrito a seguir:

e Vesiculas Unilamelares pequenas (SUVs): didmetro entre 20-50nm, apresentando uma
Unica bicamada lipidica. Podem ser formadas por sonicacdo de suspensoes lipidicas em

meio aquoso,

e Vesiculas Unilamelares Grandes (LUVs): didmetro entre 50-500nm, apresentando uma

unica bicamada lipidica. Podem ser formadas por extrusao de suspensdes aquosas,

e Vesiculas Unilamelares Gigantes (GUVs): diametro entre 500nm-300 pM, apresentando
uma Unica bicamada lipidica. Podem ser formadas, especialmente, por hidratacdo de

filme lipidico e por eletroformacao,

e Vesiculas Multilamelares (MLVs): 200nm-ordem de micrémetros, apresentando duas ou

mais lamelas. Sao formadas, principalmente, por hidratacio de filmes lipidicos.
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Figura 1.6: Desenho esquemdtico de um lipossomo: a bicamada lipidica formada pela

agregacdo dos fosfolipidios separa o interior aquoso da vesicula do meio externo aquoso.
(MENGER; KEIPER, 1998)

1.1.2 Termodinamica da Bicamada Lipidica

As moléculas lipidicas podem arranjar-se com diferentes tipos e grau de ordem, corres-
pondendo a diferentes fases, que sdo caracterizadas por um arranjo espacial e liberdade de
movimentacao de cada lipidio em relag@o ao seu vizinho. A fase reflete a ordem do sistema e
sua alteracdo pode ser induzida por variacao de temperatura. O nimero e o tipo de estados de
fases lipidicas possiveis variam dependendo do lipidio. Ha duas fases lipidicas principais: uma

fase gel altamente ordenada e uma fase fluida desordenada (Figura 1.7).

Figura 1.7: Transigcdo de fase lipidica da fase gel (ordenada) para a liquida (desordenada).
Quando os lipidios mudam de fase a entalpia e a entropia aumentam. T,, é a temperatura de
transigdo.

Se as cadeias de hidrocarbonetos sdo saturadas, as rotagdes ao redor de todas as ligagdes C-
C sdo possiveis. Quando nenhuma das ligacdes C-C sdo rotacionadas (denominada configuragao
totalmente trans) os lipidios t€ém energia interna minimizada. As cadeias de hidrocarbonetos sao
paralelas e totalmente estendidas. Essa fase € chamada de fase gel (Lg). A configuragdo total-
trans seria a unica no caso ideal (S=0); esta configuracdo teria a minima entropia, pois S =

kpIn(g) onde g é o nimero de estados acessiveis e kp a constante de Boltzmann, porém na
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natureza isso nao pode ser aplicado. Quando a temperatura € aumentada o numero de esta-
dos acessiveis aumenta, aumentando, assim, a entropia, devido a rotacdo da ligacdo C-C. As
rotagdes fazem as cadeias de hidrocarbonetos retorcerem obtendo uma maior drea € menor es-

pessura no estado fluido (L) do que na fase gel quando a cadeia estd mais rigida (Figura 1.7).

Ha diferentes subclasses de fases gel e liquida que sdo (Figura 1.8) (CEVC, 1991):

e L : fase cristalina ou “nativa”.

° L/ﬁ: fase sdlida ordenada ou ”gel”. As cadeias lipidicas sdo empacotadas altamente orde-

nadas e inclinadas.

e Pg: fase "ripple”. Lipidios estdo no estado altamente ordenado mas mostra defeito de

linha (ondulacdo).

e L,: fase liquida desordenada ou “fluida”. Cadeias lipidicas estdo desordenadas e dis-

tribuidas aleatoriamente na membrana.

Figura 1.8: Diferentes fases lipidicas: cristalina (L), gel (LIB ), "ripple”(Pg) e liquida (Lg).

A transicdo gel-fluido € um processo endotérmico no qual o calor absorvido € relativamente
grande. Com a mudanca entropica a membrana aumenta o volume e a bicamada diminui a
espessura. Medindo a absorc¢do de calor pelos lipidios em funcdo da temperatura, pode-se
verificar se existe transicdo de fase. A capacidade térmica é definida como a quantidade de calor
necessdria para elevar a temperatura de um sistema por um dado incremento de temperatura
(Cp=AQ/AT). Em geral, observa-se um pico bastante pronunciado da capacidade térmica em
fun¢do da temperatura, que corresponde a transi¢do de fase. Deste modo, medir a variacdo da
capacidade térmica é uma maneira de determinar transi¢des de fase. Fases lipidicas ndo variam

somente a conformacao do lipidio, mas também toda a geometria do agregado lipidico (Figura
1.8).
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1.1.3 Modelo de Transicao de Fase Lipidica

O modelo termodindmico para a transi¢ao de fase na bicamada lipidica geralmente comeca
com a hipétese inicial de um sistema de dois estados, ou seja, uma molécula ou regiao da
molécula dentro da estrutura pode estar em um estado ou em outro. Considerando a transi¢ao
térmica do estado gel (A) para o estado liquido (B), exite uma entalpia associada com uma
energia adicionada na forma de calor para superar as forcas intermoleculares de Van der Waals
entre as moléculas lipidicas. Esta entalpia de transicdo, chamada de entalpia calorimétrica

(AH.y), é, geralmente, determinada usando técnicas calorimétricas.

A fracdo da bicamada na fase liquida-cristalina, ®, pode ser descrita termodinamicamente

com uma constante de equilibrio entre os dois estados.

gel = liquido-cristalino

[A]
K== 1.1
[A]
0= 1.2
B+ -
K G

onde as concentracoes [A] e [B], dos estados gel e liquido-cristalino, respectivamente, foram

normalizadas em um determinado estado padrao.

A dependéncia de K com a temperatura € descrita pela equagdo de van’t Hoff, definindo

uma entalpia aparente, AH,z (BLUME, 1991):

K(T) = K(T})exp [R(l/_T —:};Tm)] (1.4)

onde R € a constante dos gases, T € a temperatura, T,, a temperatura no ponto médio da transicao
onde ©=0,5 e K(T=T,,)=1.
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Em um experimento de calorimetria diferencial de varredura (DSC) a capacidade térmica
diferencial, cy4; ¢, € medida em fungdo da temperatura. c4;¢ € relacionada a entalpia de transi¢ao

total, Ah.,;, € a0 ©® dependente da temperatura pela equacao:

de
Caif = Ahegy (d_T> (L.5)

@ _ exp[(_AI{vH/R)(1/T_I/Tm)]A['IvH/RT2 (1.6)
dT (14 exp[(—AH,u /R) (1/T — 1/T,,)])? '
Calculando ‘dl—(}) das equagdes (1.3) e (1.4) e substituindo na equagao (1.5), tem-se:
[ expl(~AH,u/R) (1/T —1/T,,)| AHyy /RT?
Caif = Aheg 5 (1.7)
(1+exp[(—=AHyu /R) (1/T —1/T)])

O valor de Ah,,; € determinado pela curva experimental de DSC pela integracdo abaixo do pico
em um intervalo de temperaturade que vai de uma temperatura T,, onde o desvio da linha de

base comeca até a T, r¢ onde e o sinal retorna a linha de base:

Torr
/ caigdT = Mgy (1.8)

on

Ah., pode ser convertido em entalpia de transicdo molar, AH,,;, conhecendo a quantidade do

material analisado.

A cooperatividade da transicao gel-liquida cristalina descreve a extensdao, como uma fun¢ao
da temperatura, para que a transicdo ocorra na bicamada. A cooperatividade implica que as
moléculas de lipidio ndo sofrem uma transi¢do de fase independentemente, mas, sim, de uma

maneira correlacionada.

Uma transicao cooperativa significa que a constante de equilibrio entre os dois estados tem
dependéncia muito forte com a temperatura assim como a entalpia aparente. A relacdo entre
as entalpias de van’t Hoff e calorimétrica € denominado tamanho da unidade cooperativa (u.c.),
ou seja, € uma medida do grau de cooperatividade entre as moléculas lipidica. (CEVC, 1991)
(STURTEVANT, 1987)

u.c. (1.9)
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AH,y reflete a entalpia associada com a transi¢do de toda a unidade cooperativa. AH., € a
entalpia associada as forcas intermoleculares entre as moléculas lipidicas.

Para determinar u.c. AH,y deve ser conhecido. Isto é calculado substituindo T por T,, na

equacdo (1.6), onde ®=0,5. Assim tem-se:

d® AH,p
e 1.10
(dT)Tm 4RT? (1.10)
do® ART?C,,
AHyy = 4RT2 (49— HRTnCinax (1.11)
dT Tm AHCal

Entdao AH,y pode ser calculado quando ¢4y assume seu valor méaximo em Ty, onde Cyqy €

expessado em unidades molar.

A cooperatividade também pode ser expressada em funcdo da largura da temperatura na
meia altura, DeltaT, j;, ou como a diferenca entre as temperaturas do comeco ou limite infe-
rior da transi¢do de fase, T;, e a completa ou limite superior, T;, ou DeltaT ,=T;-Ts. A partir
de valore de T,, e DeltaT, j, determinados para uma transi¢do de fase particular a entalpia de
van’t Hoff, DeltaH,y pode ser, aproximadamente, determinada pela relagdo (MCELHANEY,
1982)):

N 4RT?

AH,y =
vH ATl 1

(1.12)

1.1.4 Temperatura de Transicao

A temperatura de transicao de fase, usualmente denotada por T,,, € a temperatura na qual
a capacidade térmica atinge o maximo. Para uma curva simétrica T,, representa a temperatura
em que a transicdo gel-liquido cristalina estd completa pela metade, ou seja, 50% dos lipidios
estdo na primeira fase e 50% estao na segunda fase. Entdo a probabilidade de estar nas duas
fases é a mesma. Se a curva for assimétrica, que é caracteristica de certos fosfolipideos puros
e muitas membranas biolégicas (MCELHANEY, 1982)), T,, ndo representa o ponto médio da
transi¢do de fase, e T/, € entdo determinado. Na transi¢do de primeira ordem a mudanca de
energia livre do sistema € zero; o que permite determinar T,, em fun¢do da variagdo da entropia

e da entalpia na transi¢do. De acordo com a equacgdo de Gibbs, tem-se:

AG = AH —TAS =" T, = AH,, /AS (1.13)
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1.1.5 Dominios lipidicos

Ao longo das duas ultimas décadas tornou-se evidente que a organizagdo lateral da bica-
mada lipidica € preferencialmente estruturada em termos de dominios lipidicos. Estes dominios
tém comprimento variando de nandmetros até a ordem de micrometros. Resultados de es-
tudos tedricos e experimentais de membranas demonstraram claramente que a formagdo de
dominios lipidicos e estruturas lipidicas em pequenas escalas, em certos contextos chamados
de rafts”, desempenham um importante papel como unidades de regulacdo para um grande
numero de fung¢des bioldgicas que ocorrem na membrana ou estdo associados a ela (SIMONS;
IKONEN, 1997) (BROWN; LONDON, 1998). Estruturas lipidicas em grande escala podem
ser estabilizadas por separacdo de fase termodinamicamente estitica, pelo acoplamento de
proteinas de membrana ao citoesqueleto, ou por regides da membrana localmente curvadas
(SACKMANN, 1994) (KUSUMI; SAKO, 1996). Formag¢do de dominios de pequena escala é
possivel de ser controlado pela natureza das interacdes lipidio-lipidio (NIELSEN A. VISHNYA-
KOV; MOURITSEN, 2000). Tem sido demonstrado que a heterogeneidade da membrana e a
formacdo de micro-dominios sdo importantes para a atividade de enzimas e proteinas associa-
das a membrana. Membranas nativas sdo altamente complexas com grande heterogeneidade na
composi¢do lipidica. Misturas bindrias e ternarias de lipidios sdo modelos altamente simplifica-
dos de membranas nativas que t€m sido utilizados com sucesso na compreensao da segregacao
de componentes lipidicos e da coexisténcia de dominios lipidicos. Separacgdo lateral de fase vem
sendo demonstrada em sistema de misturas liquido-liquido e liquido-gel JANMEY; WEITZ,
2004), e o colesterol deve desempenhar um papel nas separacoes de fase (DEVAUX; AL, 2006).
Alguns pesquisadores sugerem que a causa da separacdo lateral de fase dos lipidios é uma

alteracdo fisica na estrutura da membrana, como uma mudanc¢a no raio de curvatura (BALA-
SUBRAMANIAN; SCHROIT, 2003).
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2 Materiais e Métodos

2.1 Materiais

Os lipideos usados nos diferentes experimentos foram 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-
fosfocolina (POPC), 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfoglicerol (POPG), dipalmitoil-sn-
fosfatidiletanolamina (DPPE), dipalmitoil-sn-fosfatidilglicerol (DPPG), 1-palmitoil-2-oleoil-
sn-fosfatidiletanolamina (POPE), dioleoil-sn-fosfatidilglicerol (DOPG) adquiridos da Avanti
Polar lipidis, Inc. O lipideo com marcador fluorescente utilizado foi o 1,2-dioleoyl-sn-glycero-
3-phosphoethanolamine-N-(7-nitro-2-1,3-benzoxadiazol-4-yl) (ammonium salt) (NBD — PE),
também fornecido pela Avanti. As solucdes estoques de lipideos em diferente razdes molares
foram preparadas em cloroférmio/metanol (2:1/v:v). Todos os lipidios e marcadores foram uti-
lizados sem purificacdo adicional. As concentragdes de fosfolipideos foram determinadas por

pesagem usando uma balanca analitica.

Peptideos Mastoparano X (MPX), Polybia-MP-1 (MP-1) e N2-Polybia-MP-1 (N-MP-1) fo-
ram sintetizados pelo grupo do Prof. M. Palma da UNESP de Rio Claro. Os peptideos L1B,
L1A e ac-L1A foram sintetizados pelo Prof. Dr. Luis Juliano Neto. A tabela 2.1 mostra as

caracteristicas desses peptideos.

Naa Q

MPX INWKGIAAMAKKLL —NH, | 14 | +4
N-MP-1 INWKKLLDAAKGIL—NH;, | 14 | +3
MP-1 IDWKKLLDAAKGIL—NH, | 14 | +2
L1B AbzIDGLKAIVKKVADLLKNT —NH, | 18 | +2
L1A IDGLKAIWKKVADLLKNT —NH, | 18 | +3
ac-L1A | AcIDGLKAIWKKVADLLKNT —NH;, | 18 | +2

Tabela 2.1: Propriedades estruturais dos peptideos: carga liquida (Q) incluindo C-terminal
amidado e niimero de residuos de aminodcidos (Ng,).

As solugdes estoques de peptideos foram preparadas com dgua bi-destilada e mantidas re-

frigeradas; a concentracao final foi checada espectroscopicamente em 280nm e 314nm, consi-
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derando as absorvidades molares do triptofano e do Abz como sendo 5580 M~ cm~! e 3000
M~ em™! ((ITO et al., 1998)), respectivamente.

As solugdes estoques e tampdo foram preparados analiticamente, com reagentes de grau

analitico (Sigma).

Foi utilizado tampao PIPES 20 mM (1 mM EDTA, 140 mM NaCl) , pH 7,4. O pH foi
ajustado com adi¢ao de HCl e/ou NaOH.

Solugdes de glicose e sacarose foram preparadas com reagentes com alto grau de pureza e a

osmolaridade foi medida com um osmdmetro (Osmette A 5002, Precision Systems, Inc., USA).

2.2 Meétodos

2.2.1 Preparacao de Vesiculas

Os sistemas modelos lipidicos estudados neste trabalho foram preparados com lipideos que
variam o tamanho da cadeia e o grau de saturacdo. As especificacdes dos lipideos e do marcador

pode ser encontrado nas tabelas 2.2 e 2.3, respectivamente.

Fosfolipideo | Tamanho da cadeia | Temperatura de transicdo | Peso molecular
DPPE 16:0/16:0 63 °C 691,959 g/mol
POPE 16:0/18:1 25°C 717,996 g/mol
POPC 16:0/18:1 -2°C 760,076 g/mol
DPPG 16:0/16:0 41 °C 744,952 g/mol
DOPG 18:1/18:1 -18°C 797,026 g/mol
POPG 16:0/18:1 -2°C 770,989 g/mol

Tabela 2.2: Especificacdo dos fosfolipideos utilizados.
Marcador | Tamanho da cadeia | Abs. mdxima | Emissdo mdxima | Peso molecular
NBD-PE 18:1 535 nm 460 nm 924,155 g/mol
Tabela 2.3: Especificacdo do marcador fluorescente usado, 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-

phosphoethanolamine-N-(7-nitro-2-1,3-benzoxadiazol-4-yl)

A figura 2.1 apresenta as estruturas dos fosfolipideos e do marcador fluorescente utilizados

neste trabalho.
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Figura 2.1: Estruturas dos fosfolipideos e do marcador utilizados neste trabalho.
2.2.1.1 Vesiculas para Calorimetria (MLVs)

Inicialmente deposita-se a mistura de fosfolipidios diluida em cloroférmio/metanol (2:1/v:v),
numa determinada concentracdo, em tubos de vidro com fundo arredondado. O solvente é entdao
evaporado sob o fluxo de nitrogénio (NV,) sob agitagdo suave e a temperatura aproximadamente
10 °C acima da temperatura de transi¢do da mistura lipidica; formando um filme fino nas pare-
des do fundo do tubo. O excesso de solvente organico € retirado a vacuo durante, no minimo,
3 horas. Solu¢do tampado PIPES (20 mM PIPES [piperazine-N,N’-bis(2-4cido etanosulfonico)],
1 mM EDTA, 140 mM NaCl, pH 7,4) é adicionado ao filme lipidico na temperatura acima da
transi¢do de fase gel-liquida cristalina da mistura fosfolipidica em estudo, e a suspensdo € sub-
metida a agitacdo em vortex em ciclos de 2 minutos para deslocar as bicamadas que haviam
sido empilhadas sobre as paredes do tubo, levando a reorganizacdo dos lipidios em vesiculas
multilamelares (MLVs). A concentragdo lipidica das amostras foi de 2-3 mg/ml (EPAND et
al., 2009a) . Em outra situag@o, amostras contendo o peptideo (lipideo/peptideo na razao molar
de 400:1 e/ou 15:1) foram preparadas por adi¢do da solucdo tamponante contendo peptideo na

concentracao especifica, na temperatura acima da temperatura de transicao.
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Depois de preparadas, as amostras sdo deixadas em repouso para equilibrar a temperatura

ambiente e estdo prontas para serem usadas.

A figura 2.2 ilustra a peparacdo das vesiculas.

solvente Agitagiono
- - - vortex

-
L
Pa

Dissolugio do lipideo em y Vesicula multilamelares
Filme grandes (MLVs)

cloroférmio/metanol

/ \
Vesicula multilamelares ﬂ “
grandes (MLVs) "“ )
\ % Y

-

Hidratagdo com
tampdo

Filme lipidico seco

Figura 2.2: Esquema de preparagdo de lipossomos.

2.2.1.2 Vesiculas para Microscopia (GUVs)

Vesiculas unilamelares gigantes (GUVs) feitas das misturas de fosfolipideos especificos fo-
ram preparadas utilizando o método de eletroformacio. Este método foi primeiramente descrito
por Angelova (ANGELOVA; DIMITROV, 1986) , sendo um método relativamente de rapido
preparo e confidvel. Resumidamente, 20 ul de uma solucao lipidica em cloroférmio/metanol
(2:1/v:v) a 2 mg/ml foi espalhada na superficie de duas placas condutoras (revestida com 6xido
de estanho, indio ITO) e foram deixadas no vacuo por algumas horas para remover o excesso
de solvente organico. As placas revestidas de fosfolipideo foram separadas por um separador
de teflon com 2 mm de espessura para formar uma camera que foi preenchida com uma solug@o
de sacarose 0,2 M. As placas condutoras, foram entdo, conectadas com um gerador de fun¢do
(Minipa, MFG-4202), e uma corrente alternada de 1 V com uma frequéncia de 10 Hz foi apli-
cada por aproximadamente 1 h. Antes da observacdo, a solucdo de vesicula foi diluida mais
ou menos 7 vezes em uma solugdo de glicose 0,2 M para criar uma assimetria de densidade e
indice de refrag@o entre o meio interno e externo da vesicula. As vesiculas foram estabilizadas

pela gravidade no fundo da camara de observacao, tendo um melhor contraste quando observa-
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das com microscopia de contraste de fase. Nas vesiculas observadas por meio da microscopia
de fluorescéncia foram adicionadas sondas fluorescentes na solucao estoque dos fosfolipideos
(menos de 1% em mol). As imagens de fluorescéncia podem evidenciar defeitos ou detalhes
das vesiculas ndo observadas por meio de microscopia de contraste de fase, (DIMOVA et al.,
2000).

2.2.2 Observacao das GUVs

GUVs preparadas por eletroformacao foram observadas usando um microscépio invertido
Olympus 1X71, Tokyo, Japan. A fonte de luz € uma lampada de tungst€nio, para microscopia
de campo claro e contraste de fase, e uma fonte com lampada de mercurio, para microscopia
de fluorescéncia. O microscOpio possui lentes objetivas planas semi-apocromaticas com poder
de aumento de 10x, 20x, 40x, 40x para microscopia de contraste de fase e 100x de imersao
a 6leo. Para a prética de microscopia de fluorescéncia sdo utilizados filtros de excitagao azul
(330-385 nm), verde (460-490 nm) e vermelho (510-550 nm). As imagens sdo capturadas por
uma camera CCD acoplada ao microscépio e conectada a um computador. O microscopio estéd

ilustrado na figura 2.3 .

Figura 2.3: Microscopio invertido Olympus IX71.

Dois diferentes métodos experimentais foram usados. No primeiro, uma solucio de gli-
cose contendo peptideo a uma determinada concentracdo foi injetada com uma microseringa

na suspensao lipidica. A concentracdo de peptideo na solucdo de glicose € tal que, na camara
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de observacao, a concentracdo de peptideo seja 10 uM. No outro método, o peptideo foi adi-
cionado a solucao de fosfolipideo na cadmara de crescimento para que fossem incorporados ao
filme lipidico; desse modo o peptideo tem acesso as monocamadas interna e externa durante a

formacao das GUVs.

O marcador usado, NBD-PE, € um croméforo fluorescente que absorve energia na regiao
de 560 nm como especificado na tabela 4. Quando esta sonda liga-se covalentemente a dife-
rentes fosfolipidios, em diferentes posi¢cdes da cadeia de dcido graxo ou até mesmo na cabeca
polar, garante diferentes localiza¢des (em relacdo a profundidade) em uma bicamada lipidica,

constituindo assim um bom aceitador.

2.2.2.1 Principios Fisicos da Microscopia de Fluorescéncia

A microscopia de fluorescéncia segue o seguinte fendmeno: O dtomo fica excitado quando
absorve energia hv, sendo h a constante de Planck e v denotando a frequéncia; o elétron, apos
absorver esta energia, transita do seu estado fundamental (energia E) para um nivel energético
superior (energia E,); ao retornar ao seu estado inicial o elétron emite um féton com energia

hv =E, — Ep.

Figura 2.4: Principio da microscopia de fluorescéncia: Um dtomo sai do seu estado de energia
E, para um estado de energia superior. Quando este decai para o nivel de menor energia ele
emite um foton. O decaimento segue quase que instantaneamente apos a excitagdo.

Desta forma, o papel do microscopio de fluorescéncia consiste em permitir que a luz de
excitacdo irradie a amostra e depois separe a luz emitida mais fraca para formar a imagem. As-
sim, primeiro, a luz, originaria da fonte de luz colocada num extremo do microscopio, encontra-
se frente a um filtro de excitacdo que apenas vai deixar passar a radiacio com o comprimento
de onda desejado, sendo este coincidente com o material fluorescente. A radiacio depois passa
pelo espelho dicromaético, que faz com que rode 45° colidindo entdo com os d&tomos da amostra,
o que leva a que os elétrons sejam excitados para um nivel energético superior. Quando estes

atomos perdem a energia de excitacao, retomam o nivel energético de repouso e emitem luz
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(fétons). Para se tornar visivel, a luz emitida torna a passar pelo espelho dicromético sendo de-
pois separada da luz de excitacao (absor¢do) mais brilhante num filtro de barreira. Aqui, o fato
de a luz emitida ter energia mais baixa e um maior comprimento de onda € usado para permitir
a separagdo. As areas fluorescentes sdao entdo exibidas e podem ser observadas visualmente ou

detectadas pela camera CCD.

2.2.3 Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

Medidas foram feitas usando calorimetro diferencial de varredura (Nano DSC, Model CDC
6300, USA).

Neste experimento as células calorimétricas, com volume de 300 ul foram pressurizadas em
aproximadamente 3 atm para evitar bolhas no aquecimento, e perda do solvente por evaporagao.
As varreduras de aquecimento e resfriamento foram registradas numa mesma taxa de 0,5 °C/min
com uma espera de 10 min para equilibracdo. A concentracao total de lipidios das MLVs nas
amostras em estudos foram mantidas entre 2-3 mg/ml. Os termogramas, curvas de poténcia
em fun¢do da temperatura, foram obtidas com Origin, versdao 7.0 e analisadas pelo programa
DSCRun. As entalpias calorimétricas foram calculadas por integracio da area abaixo do pico

de transicdo e as entalpias de van’t Hoff através da equagado (1.11).

O desenho esquemdtico do interior do calorimetro é dado pela figura 2.5.

Figura 2.5: Desenho esquemdtico da célula do calorimetro diferencial de varredura (DSC).

Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC) € uma técnica utilizada para o estudo de
transi¢des termicamente induzidas e, particularmente, transi¢des conformacionais de macro-
moléculas bioldgicas (EPAND, 2007). Neste trabalho DSC € utilizado para monitorar e carac-
terizar as mudancgas no estado fisico em bicamadas lipidicas e para caracterizar as pertubacoes

nesses agregados causadas pelas interacdes com peptideos.
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O principio do DSC ¢€ simples. Duas células sdo isoladas adiabaticamente. Uma célula
contém a amostra enquanto a outra contém a solu¢do de referéncia. No nosso caso a referéncia
¢, usualmente, a solucdo tampao e a amostra € a solucdo de vesiculas. Durante a varredura a
temperatura € regulada em uma taxa de varredura constante até que a diferenca de temperatura
entre as duas células seja zero (JORDO, 2007). Quando um processo, iniciado termicamente,
ocorre na célula da amostra, o sistema de controle responde aumentando ou reduzindo o forne-
cimento de calor para o célula de amostra de modo que sua temperatura seja igual a da célula
de referéncia. Os dados de saida do calorimetro € o correspondente excesso de energia, apre-

sentado como uma fung¢do da temperatura.

O equipamento utilizado registra o excesso de energia (AP), o tempo (t) e a temperatura (T).
A diferenca das poténcias nao é igual a Zero
(AP=Puo5tra - Preferencia70). Em seguida o excesso de calor (AQ) necessdrio para mudar a
temperatura e a diferenca da capacidade térmica, ACp, (a pressdo constante) entre a amostra e a
referéncia sdo calculados. A diferenca de calor, AQ € proporcional a diferenca da poténcia AP.

Assim:

t+At
AQ = APdt = APAt 2.1)

t

AQ €, por sua vez, proporcional ao excesso de capacidade térmica, AC,, pela seguinte relacdo

termodinamica:

AC, = (5Q> _AQ _APA AP 02

8T ), AT~ AT ~ AT/M
onde AT /At é a taxa de varredura.

Se o evento térmico que ocorre € endotérmico, entdo, mais calor é necessario e hd uma
inflexdo para cima da curva de DSC. Se o processo € exotérmico a inflexdo € para baixo (MCE-
LHANEY, 1982) .

A mudanga de entalpia, AH pode ser obtida pela integra¢do da curva de C,, desde que:

SH
AC, = <§)P (2.3)

seja um processo reversivel. A mudanga da entalpia pode ser usada para calcular o médulo

de flexdo da membrana na transicao de fase principal.
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3  Resultados e Discussoes

3.1 Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

Peptideos antimicrobianos tém uma grande vantagem por terem como alvo a fase lipidica
da membrana, podendo ser utilizados na primeira linha de defesa em infeccdes por inimeras
espécies desde plantas a mamiferos. As interagdes eletrostiticas desempenham papel impor-
tante na seletividade destes peptideos, pois a camada externa da membrana de microorganismos
possui lipidios anidnicos enquanto que a de eucariotos ¢é rica em lipidios zwitterionicos (neu-
tros). A interacao preferencial destes peptideos com membranas fosfolipidicas anidnicas € tipica
para alguns peptideos e, em alguns casos, a interagdo destes com bicamadas anidnicas resulta na
segregacao da carga ou separacdo lipidica lateral induzindo, portanto, a formacao de dominios.
Para exercer suas funcdes, a membrana celular segrega lateralmente seus constituintes, e existe
a evidéncia da presenca de dominio lipidicos na membrana das bactérias com caracteristicas
funcionais (EPAND, 2007). Nesta primeira parte do trabalho, focamos em trés peptideos mas-
toparanos, MP-1 extraido da Polybia paulista, seu andlogo sintético N-MP-1 onde o residuo
acido aspartico da posic¢ao 2 foi substituido pela asparagina, e MPX da V. xanthoptera. Es-
tes peptideos tém 2, 1 e nenhum residuo de Asp, respectivamente (tabela 2.1). Em trabalhos
anteriores foi mostrado por ensaios de vazamento que estes peptideos tém atividades litica e

antimicrobiana (LEITE et al., 2010), mas o mecanismo de acdo ndo é bem compreendido.

Fosfatidiletanolamina (PE) € o principal lipidio zwitteridnico enquanto cardiolipina (CL)
e fosfatidilgicerol (PG) sao os principais lipideos anidnicos em bactérias Gram negativas. O
contetdo destes lipidios varia amplamente nestas bactérias como mostrado na tabela 3.1. Es-
tudos ja demonstraram que CL pode formar dominios segregados em membranas bacterianas
assim como PG. DSC foi utilizado para investigar a influéncia dos peptideos nas proprieda-
des da transicdo de fase de sistemas miméticos de biomembranas, a partir do qual a natureza
da interacdo peptidio-lipidio pode ser avaliada (MCELHANEY, 1982). Esta técnica apresenta
duas vantagens para o estudo de separacdo de fase, pois nao hd necessidade de uso de sondas

espectroscopicas e pode detectar a presenca de dominios pequenos demais para ser visualizados
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com métodos de microscopia. DSC tem sido usado para obter evidéncias para a promoc¢ao da
separacgdo lateral de fase, entretanto, misturas com os trés principais componentes lipidicos, PE,
PG e CL, que estdo presentes em algumas bactérias Gram-negativas, nio sao convenientes para
estudos com DSC, pois, em geral, exibem transi¢cao de fase mais complexa com termograma
com varios componentes (EPAND, 2007). Em face a esta complexidade € mais vantajoso uti-
lizar um sistema bindrio de lipidios, que seja miscivel e que dé origem a uma transicao de fase
gel-liquido cristalina bem definida. Se a solucao de peptideo induzir a separacao lateral de fase,
por ligacao preferencial a um dos componentes da mistura, havera a forma¢ao de dominio rico
do outro componente lipidico, resultando em transicdo de fase mais cooperativa a uma tempe-

ratura mais proxima aquela do lipideo puro.

Porcentagem de fosfolipidios total
Espécies de bactérias | CL | PG | PE
Bactéria Gram-negativa
E.coli 05 | 15 80
Enterobacter cloacae 03 | 21 74
Yersinia kristensenni 20 | 20 60
Proteus mirabilis 05| 10 80
Klebsiella pneumoniae 06 | 05 82
Pseudomonas aeruginosa | 11 | 21 60
Bactéria Gram-positiva
Staphylococcus aureus | 42 | 58 00
Streptococcus 50 | 50 00
Bacillus cereus 17 | 40 43
Bacillus polymyxa 08 | 03 60

Tabela 3.1: Composicdo lipidica de vdrias espécies de bactérias (??).

3.1.1 Mistura POPE:DOPG (3:1)

A mistura previamente escolhida foi POPE:DOPG (3:1). Esta composicao lipidica mime-
tiza a composi¢cdo da membrana citoplasmatica da E. coli., que tem sido relatado ser PE:PG
(85:15). Esta mistura apresenta uma unica transicao de fase ampla centrada em 15 °C (EPAND
et al., 2008) (EPAND et al., 2009b) , intermediaria entre cada um dos componentes lipidicos
individuais, como visto na figura 3.1. Contudo, um outro componente estd presente € pode
ser observado pelo “ombro”’proximo a 16 °C, indicando miscibilidade incompleta desses dois
lipideos. A temperatura de transicdo de fase gel para liquido cristalina dos lipideos individuais

que compodem esta mistura sao 25 °C para POPE e -2 °C para DOPG.

A transi¢do do POPE:DOPG (3:1, mol:mol) é reprodutivel no aquecimento e no resfri-

amento, exibindo um pequeno deslocamento para temperaturas mais baixas no resfriamento
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Figura 3.1: Termograma da mistura de POPE:DOPG (3:1) pura. A concentragdo da amostra
foide 2,5 mg/ml e o taxa de varredura de temperatura de 0,5 °C/min. As marcas 1 e 1’ referem-
se a varredura de aquecimento e resfriamento, respectivamente.

como mostrado no termograma da figura 3.1. Histerese entre aquecimento e resfriamento é
comum em DSC e ocorre por causa do efeito cinético da transi¢io bem como fatores instru-

mentais.

A adicao do peptideo MPX na hidratacdo do filme lipidico da mistura de POPE:DOPG
resulta em uma mudancga significativa no termograma (curva calorimétrica) na varredura de
aquecimento, como mostrado na figura 3.2. O termograma indica aumento de 6 °C na temper-
ratura de transi¢ao em relacdo ao lipidio puro, para a razdo L:P = 15 e deslocamento de 1,2°C
para a razdo L:P=400, enquanto que a entalpia da transi¢dao decresce na presenca do peptideo,
como resumido na tabela 3.2. As entalpias de van’t Hoff, determinadas para a mistura lipidica
pura e na presenca de peptideos, indicam que em L:P=15 a cooperatividade da transi¢do é apro-
ximadamente igual a da mistura lipidica pura, entretando na razao L:P=400 a transi¢ao € menos

cooperativa pois AH,y descresce de 102 kcal/mol para 75 kcal/mol.

A associacdo preferencial do peptideo MPX com o lipideo carregado negativamente segrega

esses lipideos da mistura e deixa o segundo componente lipidico na forma mais pura, resultando
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Figura 3.2: Termograma da mistura lipidica POPE:DOPG (3:1) na auséncia e presenga do
MPX. A concentracdo da mistura foi de 2,5 mg/ml e o taxa de varredura de 0,5 °C/min. As
cores indicam: (preto) auséncia do peptideo, (vermelho) prensenca do MPX na razdo de 400 e
(verde) MPX na razdo 15.

em temperatura de transicao de fase mais proxima do lipideo zwitteridonico puro. Dentre os
trés peptideos estudados, MPX, N-MP-1 e MP-1, o MP-1 maior efeito no comportamento de
transicao de fase do lipideo em alta razao L:P=400 (Figura 3.3). Existe uma componente maior
na faixa de 17-20 °C indicativo de um segregacao lipidica devido a ligacao dos peptideos no

fosfolipidio anidnico.

A ligacdo dos peptideos ao DOPG causa uma mudanga da temperatura de transicao da mis-
tura para temperaturas mais altas como um resultado da formag¢do de dominios de POPE. Es-
tas mudancas observadas nestes experimentos sao devido a aglomeracgdo de lipideos anidnicos
como mostrado nas imagens de microscopia de fluorescéncia (artigo em anexo). Como visto nas
curvas de aquecimento, os peptideos induzem a formagao de uma componente com maior tem-
peratura de transicao. Isto é consistente com a ligacao destes peptideos ao DOPG e aglomerando
esses lipideos anionicos resultando em um dominio rico em POPE. Os peptideos MPX e N-MP-
1 t€m muito pouco efeito nas propriedades de transi¢ao de fase da mistura de POPE:DOPG (3:1)

para uma razao de lipideo/peptideo alta.

A razdo de lipideo:peptideo de 400, em que a mistura lipideo/peptideo formou uma sus-
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Figura 3.3: Termograma da mistura de POPE:DOPG (3:1) na auséncia e presenga do MPX,
N-MP-1 e MP-1. A concentragcdo da mistura foi de 2,5 mg/ml e o taxa de varredura de 0,5
°C/min. As curvas indicam: (preto) vesicula na auséncia do peptideo, (vermelho) presenca de
MPI, (verde) presenca de N-MP1 e (azul) MPX, a razdo na adigdo de todos os peptideos é de
L:P=400.

pensao homogéna, foi escolhida pois estd em um intervalo de valores no qual a cooperatividade
da atividade litica do peptideo em vesiculas POPC:POPG (80:20) ainda ndo teve inicio. A rup-
tura da membrana tem sido mostrada ocorrer em baixa razdo lipideo:peptideo (LEITE et al.,
2010).

O intervalo de variacdo de temperatura usada para essa mistura nestes experimentos evita
a desnaturacdo dos peptideos, e a0 mesmo tempo, o sistema se encontra no estado liquido-

cristalino, correspondendo a fase em que se encontram as membranas das bactérias.

As entalpias calorimétrica e de van’t Hoff e a temperatura de transi¢ao principal do POPE:DOPG
(3:1) na auséncia e presenca dos trés peptideos (MPX, N-MP-1 e MP-1) sdo mostrados na tabela
3.2. As transicoes de fase tém entalpia calorimétrica numa faixa de 2-4 kcal/mol, indicativo de

uma transi¢ao com cooperatividade moderada (MCELHANEY, 1982).

Quando o lipideo anidnico € POPG em sistema similar com dois ou trés componentes, a
transicao € bem definida, mas a temperatura de transi¢cdo da mistura torna-se proximo ao do

POPE puro. Isto dificulta a utilizagdo desta mistura como mostrado na figura 3.4.

A segregacdo lipidica na mistura POPE:POPG foi também observada utilizando polimeros
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Aquecimento
T,, (°C) | AH., (kcal/mol) | AH,y (kcal/mol)
POPE:DOPG (3:1) 14,4 2,69 140
+ MPX (L:P=15) 19,2 2,18 99
+ MPX (L:P=400) 14,8 2,49 76
+ N-MP-1 (L:P=1400) 14,6 2,46 71
+ MP-1 (L:P=400) 16,0 3,21 71

Tabela 3.2: Pardametros termodindmicos da mistura lipidica na presengca e auséncia dos
peptideos: T,,, temperatura da transicdo principal; AH ., entalpia calorimétrica e AH,y, en-
talpia de van’t Hoff.

4C (Kd/mol K)
Il
1

5 10 15 20 25 li] 35 5 10 18 20 25 Eli} 35

Figura 3.4: Termogramas: (a) mistura de POPE:POPG (3:1) sem peptideo e (b) POPE puro.
A concentragdo da amostra foi de 2,5 mg/ml e o taxa de varredura de 0,5 °C/min. As marcas 1
e 1’ referem-se a varredura de aquecimento e resfriamento, respectivamente.

cationicos como poli-L-lisina (PLL). A figura 3.5 mostra o termograma da mistura de POPE:POPG
(3:1) na auséncia e na presenca de PLL em uma razdo de L:P de 450. Por apresentar alta den-
sidade de carga, as razdes lipideo:peptideo em que este fendmeno ocorre sao muito maiores do
que aquelas com peptideos pequenos. Lisina (K) € o mais comum residuo carregado encontrado
em peptideos antimicrobianos. Tem sido mostrado que PLL também apresenta atividade litica
e antimicrobiana (CONTE et al., 2007) e esta atividade pode estar relacionada a formacdo de

dominios.

3.1.2 Mistura DPPE:DPPG (4:1) e (1:4)

Estudos também foram realizados com duas preparacdes de lipossomos compostos das mis-
turas lipidicas DPPE:DPPG nas proporcoes de (4:1) e (1:4), no intuito de analisar em qual fosfo-

lipideo o peptideo MPX se ligaria, zwitteridnico ou anidnico, induzindo a formagao de dominio.
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Figura 3.5: Termograma da mistura lipidica POPE:POPG (3:1) na auséncia e presenca de
Poli-L-Lisina (PLL). A concentracdo da mistura foi de 2,5 mg/ml e o taxa de varredura de 0,5
°C/min. As curvas (preta) e (vermelha) referem-se a varredura de aquecimento na auséncia do
peptideo e na presenga de PLL, respectivamente.

DPPE tem uma transicao de fase estreita e centrada em 63,7 °C, enquanto que em DPPG essa
temperatura é 40,2 °C (LOHNER et al., 1997). Em experimentos realizados neste estudo foi
observado um transi¢ao simétrica e centrada em 63 °C para o DPPE indicativo de uma transicao
altamente cooperativa (figura 3.6 A). A respectiva transicdo observada para DPPG, centrada em
42,3 °C, (figura 3.6 B).
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Figura 3.6: Termogramas de MLVs de DPPE e DPPG puros: DPPE (A) e DPPG (B).

A mistura DPPE:DPPG (4:1) pode ser considerada representativa da matrix fosfolipidica da
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membrana plamatica da E. Coli. Vesiculas multilameres contendo DPPE e DPPG na propor¢ao
de 4:1 exibiram uma transi¢ao principal altamente cooperativa centrada em 61,3 °C similar aos
lipossomos de DPPE puro (figura 3.7 (A)), e em bom acordo com (LOHNER et al., 1997). Para
a mistura (1:4), entretanto, foi observada transi¢ao de fase menos cooperativa com um maximo
de capacidade térmica em 48 °C, aproximadamente. Este termograma revela a presenca de um
ombro, provavelmente em 46°C, sugerindo que a miscibilidade ndo € completa neste sistema
(figura 3.7 (B)). Blume (GARIBEL; BLUME, 1999) mostrou que o diagrama de fase deste
sistema apresenta uma regido de imiscibilidade nas propor¢des de DPPE:DPPG de 2:8, 3:7 e
4:6.
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Figura 3.7: Termogramas das misturas lipidicas de DPPE:DPPG na auséncia do peptideo
MPX, nas proporcoes de lipidios zwitterionico:anionico de: (A) (4:1) e (B) (1:4). A
concentracdo da mistura foi de 2,5 mg/ml e o taxa de varredura de 0,5 ° C/min.

3.1.2.1 Impacto do peptideo na transicao de fase da mistura DPPE:DPPG

A adicao do MPX na hidratacdo do filme lipidico resultou em uma mudanca significativa
nas caracteristicas de transicdo de fase de ambas misturas lipidicas como mostrado nas figuras
3.8 e 3.9. Na mistura DPPE:DPPG (4:1) a razdo lipideo:peptideo utilizada foi 15 e na mistura
DPPE:DPPG (1:4) a razdo foi 400. Na condi¢cdo DPPE:DPPG (4:1) e razdo L/P 15, o pico
maximo ndo foi deslocado, ou seja, a transi¢do principal ndo foi alterada. A existéncia do
”‘ombro”’ ao redor dos 58 ?C sugere imiscibilidade induzida pelo peptideo. A cooperatividade

dessa transi¢ao, aparentemente, foi pouco afetada por este peptideo.

Na composi¢do de DPPE:DPPG (1:4) e razao L/P 400, o termograma evidencia a presenca

de dois picos menos intensos € menos cooperativos do que da mistura pura. Os picos mais
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acentuados, centrados em 42,5 e 47,5 °C, e um pequeno ombro ao redor de 50 °C, sugerem
a segregacdo incompleta dos lipidios. Na curva de aquecimento o pico em 42,5 °C € mais

pronunciado sugerindo que neste sistema o peptideo tem preferéncia pelo lipidio zwitterionico.

Figura 3.8: Termograma da mistura lipidica de DPPE:DPPG (4:1): (preto) na auséncia e
(vermelho) na presenca do peptideo MPX, na L:P = 15. A concentra¢do da mistura foi de 2,5
mg/ml e o taxa de varredura de 0,5 ° C/min.

A separacdo de fase é bem mais pronunciada na mistura de DPPE:DPPG (1:4). Esse
peptideo nesta composi¢ao lipidica induz a formagao de dominios rico em DPPG, ligando-se

ao lipideo zwitteridnico figura 3.9.

Em adi¢do a transicao do lipideo, deveria aparecer picos da desnaturacao do peptideo, mas
a transi¢do da desnaturacdo térmica deste ndo € detectada pelo DSC abaixo dos 70 °C. Esta
desnaturagdo térmica ndo € observada pelo DSC pois a largura da transi¢do € muito grande e/ou
sua entalpia é pequena para dar origem a um pico observavel no DSC nas concentracdes de
peptideos utilizadas. (LOHNER et al., 1997)

Termogramas de MLVs de DPPE e DPPG puros também foram obtidos na presenca do
peptideo (figura 3.10).

A presenca do peptideo causou uma pequena mudanca na pré-transicio do DPPG, e um
pequeno aumento na temperatura de transi¢ao principal (figura 3.10 (B)). A cooperatividade
da transi¢do, praticamente, ndo foi alterada. Essas pequenas mudancas sdo caracteristicas da
ligacdo superficial do peptideo na bicamada lipidica sem penetracdo na regido hidrofébica
(MCELHANEY, 1982).
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Figura 3.9: Termograma da mistura lipidica de DPPE:DPPG (1:4): (preto) na auséncia e
(vermelho) na presenca de peptideo, na L:P = 400. A concentra¢cdo da mistura foi de 2,5
mg/ml e o taxa de varredura de 0,5 °C/min.

O termograma de vesiculas de DPPE obtido na presenga de MPX (figura 3.10 (A)) indicou
um aumento de 0,5 °C na temperatura de transi¢do e provocou uma aumento da intensidade
do pico de transi¢do, consequentemente, um aumento na entalpia. Essa mudanca de entalpia,
pode ser indicativo de ligacao do peptideo na bicamada sem formar dominios. O aumento da
temperatura de transicao também pode ser um indicativo para uma estabilizacao preferencial da

fase gel quando MPX esté presente.

Figura 3.10: Termograma de MLVs de DPPE e DPPG puros: (preto) na auséncia e (vermelho)
na presenca de MPX, na L:P = 400. A concentracdo da mistura foi de 2,5 mg/ml e o taxa de
varredura de 0,5 °C/min. (A) DPPE e (B) DPPG.
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3.2 Estudos preliminares com os peptideos L1B, L1A e ac-
L1A

Medidas de DSC foram realizadas para a composic¢ao lipidica POPE:DOPG (3:1) na presenca
e auséncia dos peptideos L1B, L1A e ac-L1, nas razdes molares L:P=15 e L:P=400 e para a mis-

tura DPPE:DPPG (1:4) na presenca e auséncia do peptideo L1B na razao L:P=400.

3.2.1 Medidas de DSC

3.2.1.1 Mistura POPE:DOPG (3:1) na presenca de L1B

O termograma ilustrado na figura 3.11, mostra que a presenca do peptideo L1B causa
um aumento na temperatura de transicdo de fase gel para liquido cristalina comparado com
vesiculas lipidicas pura. Na razdo L:P = 15 a temperatura teve um deslocamento de 8 °C e na
razdo L:P=400 a variacdo observada foi de 4°C. Esse deslocamento da temperatura ¢ um indi-
cativo da formacao de dominios. Interpretamos os efeitos do peptideo através do DSC dessas
misturas lipidicas como sendo o resultado da interacao desse peptideo com DOPG. Uma regiao
da membrana ficard pobre de DOPG permitindo a forma¢do de dominios ricos em POPE, e
assim, separando o lipidio ani6nico do POPE. Resultando, assim, na mudanca da transicao de

fase do componente ligado ao peptideo.

Figura 3.11: Termograma da mistura lipidica de POPE:DOPG (3:1): (preto) na auséncia e
(vermelho) e (verde) na presenca de peptideo L1B, nas razoes L:P= 15 e L:P = 400, respecti-
vamente. A concentragcdo da mistura foi de 2,5 mg/ml e o taxa de varredura de 0,5 ° C/min.
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3.2.1.2 Mistura POPE:DOPG (3:1) na presenca de L1A

A forma do pico de transicdo e a temperatura de transicdo de fase foram afetadas com a
adicao de L1A como ilustrado na figura 3.12. O aumento da concentragao do peptideo implicou
no aumento de T,,. Na razio L:P=15 a temperatura de transi¢cdo aumentou, aproximadamente,
7 °C. Este peptideo promoveu o deslocamento da transi¢do para temperaturas maiores. Isto

indica que o peptideo liga-se preferencialmente ao lipidio aniénico, DOPG.

Figura 3.12: Termograma da mistura lipidica de POPE:DOPG (3:1): (preto) na auséncia
e (vermelho) e (verde) na presenca de peptideo LIA, nas razoes L:P= 15 e L:P = 400. A
concentracdo da mistura foi de 2,5 mg/ml e o taxa de varredura de 0,5 ° C/min.

3.2.1.3 Mistura POPE:DOPG (3:1) na presenca de ac-L1A

A adi¢do de ac-L1A narazao L:P=400 foi observado apenas uma diminuic¢ao na intensidade
da transi¢do sem alterac@o significativa na temperatura de transicdo. Na razdo L:P=15, ac-L1A
promoveu a separacao lateral de fase, causando um notdvel deslocamento da transi¢ao de um
componente para temperaturas maiores (figura 3.13). Dois picos bem pronunciados foram ob-
servados em T=12,5 °C e T=22,6 °C. A intensidade do pico centrado em T=22,6 °C é bem maior
do que o outro. Na segunda varredura a intensidade do pico de maior temperatura aumentou
e a do pico de menor temperatura diminuiu. O fato da temperatura deslocar para temperaturas
proxima da temperatura de transi¢do gel-liquida cristalina do componente zwitteridnico indica
a formacgdo de dominios ricos de POPE, sugerindo ligacdo preferencial do peptideo ao lipidio
anidnico. O efeito causado por este peptideo tem uma cooperatividade maior comparado com
LiIBeLIA.
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Figura 3.13: Termograma da mistura lipidica de POPE:DOPG (3:1) na auséncia e na presenca
de peptideo ac-LIA, nas razoes L:P= 15 e L:P = 400. A concentracdo da mistura foi de
2,5 mg/ml e o taxa de varredura de 0,5 °C/min. As curvas indicam: (preto) vesiculas puras,
(vermelho) presenca de ac-LI1A na razdo L:P=400, (verde) 1° varredura na presenca de ac-LIA
na razdao L:P=15 e (azul) 2° varredura na razdo L:P=15.

3.2.1.4 Mistura DPPE:DPPG (1:4) na presenca de L1B

Na mistura lipidica DPPE:DPPG (1:4) o efeito do peptideo L1B nas propriedades de transicao
de fase desta mistura lipidica sugere que o peptideo liga-se ao componente lipidico zwitteridnico,
deixando uma regido da membrana pobre de DPPE e deslocando a temperatura de transicdo

mais préxima do DPPG puro (figura 3.14).

Figura 3.14: Termograma da mistura lipidica de DPPE:DPPG (1:4): (preto) na auséncia e
(vermelho) na presenca de peptideo LIB, na L:P = 400. A concentragdo da mistura foi de 2,5
mg/ml e o taxa de varredura de 0,5 ° C/min.
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3.2.2 Visualizacao de GUVs

Em experimentos de microscopia de contraste de fase e fluorescéncia de GUV's de POPC:POPG
(3:1) com 0,5 % em mol de NBD-PE mostram a presenca de “manchas’ escuras, o que sugere

também a segregacdo dos lipideos causada pelos trés peptideos. (figuras 3.16, 3.17 e 3.18).

Figura 3.15: Micrografia de fluorescéncia das GUVs feitas de POPC:POPG (3:1) com 0,5
mol% NBD-PE.

Figura 3.16: Micrografia de fluorescéncia das GUVs feitas de POPC:POPG (3:1) com 0,5
mol% NBD-PE na presencga do peptideo LIB.
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Figura 3.17: Micrografia de fluorescéncia das GUVs feitas de POPC:POPG (3:1) com 0,5
mol% NBD-PE na presenca do peptideo LIA.

Figura 3.18: Micrografia de fluorescéncia das GUVs feitas de POPC:POPG (3:1) com 0,5
mol% NBD-PE na presenca do peptideo ac-LIA.
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4 Consideracoes Finais

Do trabalho em anexo, concluimos que os peptideos MPX, N-MP-1 e MP-1 assumem
conformacdo helicoidal na presenca de vesiculas unilamelares pequenas (SUVs); as curvas
de potencial zeta confirmam que o peptideo acumula na superficie de membranas unilame-
lares grandes (LUVs) e as micrografias mostraram que os trés peptideos aumentaram a per-
meabilidade da bicamada induzindo a formacdo de poros ou defeitos perdendo o contraste
gradualmente; em seguida, regides densas foram formadas, originando agrupamentos induzi-
dos por estes peptideos. Os resultados de DSC para estes peptideos e usando mistura lipidica
POPE:DOPG (3:1) indicaram que eles tém capacidade de agrupar lipidios anidnicos. Esta con-
clusdo foi ainda reforcada pela observagao direta usando microscopia de fluorescéncia e con-
traste de fase. A segregacdo dos componentes POPE e DOPG, pode ter sido induzida pela
formacdo de pontes de hidrogénio entre os peptideos com grupos acidos e bésicos e as cabegas
polares dos fosfolipideos. N6s também mostramos que os outros peptideos, L1B, L1A e ac-
L1A, sao também capazes de induzir a separacao lateral de fase nesta mesma mistura lipidica,
provavelmente, por agrupamento da carga que pode estar relacionada com sua atividade litica
em vesiculas anidnicas. Os termogramas obtidos das misturas lipidicas binarias de DPPE:DPPG
nas razdes (1:4) com adicdo de MPX e LI1B e (4:1) na presengca de MPX mostraram que
estes peptideos ligam-se, preferencialmente, ao componente lipidico zwitterionico, formando
dominios rico de DPPE. O fato dos peptideos ligarem ao componente lipidico anidénico em uma
composi¢do e ao componente zwitteridnico em outra, pode estar relacionado a estrutura dos
fosfolipidios como insatura¢des na cadeia e, consequentemente, temperatura de transicdo. E
ainda, a fase lipidica preferencial do peptideo. Andlises futuras serdo feitas para um melhor

entendimento deste mecanismo.
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ABSTRACT: Antimicrobial peptides of the mastoparans family

exert their bactericidal activity by binding to lipid membranes,

inducing pores or defects and leaking the internal contents of

vesicles and cells. However, this does not seem to be the only

mechanism at play, and they might be important in the search

for improved peptides with lower undesirable side effects.

This work deals with three mastoparans peptides, Polybia-

MP-1(MP-1), N2-Polybia-MP-1 (N-MP-1), and Mastoparan

X (MPX), which exhibit high sequence homology. They all have

three lysine residues and amidated C termini, but because of the

presence of two, one, and no aspartic acid residues, respectively, they have +2, +3, and +4 net charges at physiological pH. Here
we focus on the effects of these mastoparans peptides on anionic model membranes made of palmitoleyoilphosphatidylcholine
(POPC) and palmitoleyoilphosphatidylglycerol (POPG) at 1:1 and 3:1 molar ratios in the presence and in the absence of
saline buffer. Zeta potential experiments were carried out to measure the extent of the peptides’ binding and accumulation at the
vesicle surface, and CD spectra were acquired to quantify the helical structuring of the peptides upon binding. Giant unilamellar
vesicles were observed under phase contrast and fluorescence microscopy. We found that the three peptides induced the leakage of
GUVs at a gradual rate with many characteristics of the graded mode. This process was faster in the absence of saline buffer.
Additionally, we observed that the peptides induced the formation of dense regions of phospholipids and peptides on the GUV
surface. This phenomenon was easily observable for the more charged peptides (MPX > N-MP-1 > MP-1) and in the absence of
added salt. Our data suggest that these mastoparans accumulate on the bilayer surface and induce a transient interruption to its
barrier properties, leaking the vesicle contents. Next, the bilayer recovers its continuity, but this happens in an inhomogeneous way,
forming a kind of ply with peptides sandwiched between two juxtaposed membranes. Eventually, a peptide—lipid aggregate forming
a lump is formed at high peptide-to-lipid ratios.

B INTRODUCTION

Among wasp venom constituents, antimicrobial peptides have
been systematically found, many of them belonging to the class of
mastoparans named after their characteristic mast cell degranula-
tion activity. They are tetradecapeptides with cationic character,
amidated C termini, and variable hydrophobicity but are gen-
erally hydro soluble and assume amphipathic helical structures
when interacting with lipid bilayers or in anisotropic environ-
ments.'® Because one of their main targets seems to be the
phospholipid matrix of the membranes, studies have initially
focused on peptides’ conformational changes, insertion, and Iytic
activity in model bilayers as a means to understand the mecha-
nism of action of mastoparans. Preferential interaction with
anionic phospholipid membranes is typical of many of them,”*°
and this behavior observed with other antimicrobial peptides
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resulted, in some cases, in charge segregatlon or lateral lipid
separation into coexisting domains."" To exert its functions, the
cell membrane laterally segregates constituents, and there is
evidence of the presence of lipid domains in bacterial membranes
with functional character.'” Thus, interfering with the pattern of
lipids or other constituents’ distributions on the cell membrane
will lead to defects that challenge its barrier properties and
compromise processes dependent on its structure that would be
a means to develop new drug agents that are less prone to the
development of resistance mechanisms.
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Figure 1. Sequences of peptides studied, showing polar and charged residues in gray.

Several models for the mechanism of action of antimicrobial
peptides have been proposed that do not necessarily exclude each
other and have been revised and discussed."''* Initially, two
opposing models were proposed, the barrel stave' and the
toroidal pore,'®"” that were opposed in the sense that the former
suggests that the bilayer continuity is interrupted by peptides’
assembly in the structure of the pore and the latter suggesting that
lipids and inserted peptides together constitute the pores.
Both models were recently determined as not being static
structures.'® >! In parallel, other models such as the carpet
model**** and the detergent-like model** were presented, with
the latter being considered to be a generalization described by
phase diagrams in which the others appear as particular
situations."" More recently, the interfacial model was proposed
as a physicochemical basis for both the carpet and the detergent-
like models™” in which peptides with imperfect segregation of polar
and nonpolar residues induce pores or defects by disturbing the
packing of the hydrocarbon core of the bilayer because of their
ability to partition into its interfacial region."> Other important
aspects of the mechanism of the lytic activity were gradually
revealed, for instance, those related to the concentration
dependence,7’26’27 pore lifetime,*® membrane thinning effects,”
and graded or all-or-none content release.'* At the same time,
other aspects of the problem have been revealed: (a) the translo-
cation of TAT peptides involving strong electrostatic interactions
of the positively charged residues and the phosphate groups on
both sides of the lipid bilayer forming a transient pore;”" (b) the
charge cluster mechanism by which a high local density of positive
charges of the peptides induces the segregation of anionic lipids
that could cluster out of the zwitterionic, forming defects.*® In this
sense, the molecular shape of peptides acting as wedgelike
structures and intercalating in the membrane interface would
create voids and impose curvature strain.'"*' Nevertheless, more
than one mechanism of action has been demonstrated to occur for
several peptides, depending on environmental conditions.'”*>*>

Recently, Leite et al, > searching for charge effects, showed
that Asp residues and the hydrophobic/hydrophilic balance in
peptides modulate the Iytic activity and the biological properties
of some mastoparans peptides. In the present study, we focused
on the mechanism of action of three mastoparans peptides,
Polybia-MP-1(MP-1) extracted from Polybia paulista, its syn-
thetic analogue N2-Polybia-MP-1(N-MP-1) where the aspartic
acid residue at position 2 was substituted by asparagine, and
mastoparans X from V. xanthoptera (MPX), respectively pre-
senting two, one, and no Asp residues (Figure 1), to investigate
charge effects. These peptides have already been shown to form
pores or defects on phospholipid bilayers with the leakage of
fluorescent probes.””** MPX is an example of a short-chain
peptide whose chain length does not span the bilayer thickness
to which the toroidal-type pore model has been attributed,'® on

the basis of fluorescence spectroscopy determinations of lipid
flip-flop coupled with pore formation; lately, the graded kinetic
mode of its leakage activity has been demonstrated."*** The
onset of the lytic process of the three peptides requires their
accumulation at the membrane surface in a highly cooperative
processes.””** The electrostatic balance of multicharged peptide
accumulation demands the approximation of anionic lipids,
which will be sorted from the otherwise homogeneous distribu-
tion; this effect might lead to lipid clustering and has already been
shown to play a role in the action of antimicrobial peptides.*®

The antimicrobial activity of cationic peptides is attributed to
their interactions with membrane phospholipids,'>*° and pro-
karyotic membranes have different contents of anionic phospho-
lipids ranging from around 15 to almost 100%.*® To study the
effects of the electrostatic interactions at play in the Iytic activity
of mastoparans, a model system was chosen in which variations
of the ionic strength of the environment (absence of salts or the
physiological salt level), of the net charges of peptides (+2, +3,
and +4), and of the anionic character of vesicles were investi-
gated. As representatives of prokaryotic membranes, anionic
phospholipid vesicles made of 1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-
3-phosphocholine (POPC) and 1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-
3-[phosphorac-(1-glycerol)] (POPG) at 1:1 and 3:1 molar ratios
were prepared. Actually, we found evidence that some kind of
clustering or aggregation of lipids occurs to different extents
under the influence of the net charge and the presence of acidic
residues in the peptide chain. With zeta potential experiments,
peptide accumulation on the vesicle surface was confirmed, and
we visualized through phase-contrast optical microscopy, with
and without the help of a fluorescent probe, the formation of
inhomogeneous regions of lipids caused by the binding of
peptides, which suggests that the aggregation of lipids is influ-
enced by the peptides’ net charge.

B MATERIALS AND METHODS

Chemicals. Avanti Polar Lipids (Alabaster, AL) supplied phos-
pholipids 1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (POPC),
1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-[ phosphorac-(1-glycerol)] (POPG),
and 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine-N-(7-nitro-2,1,3-
benzoxadiazol-4-yl) (ammonium salt) (NBD-PE), used as supplied.
Lipid stock solutions of POPC and POPG in a 1:1 molar ratio (possibly
containing 0.5 mol % of anionic fluorescent probe NBD-PE) were
prepared in chloroform. These solutions were used in the formation of
films in round-bottomed test tubes to obtain small, large, and giant
(spontaneous) unilamellar vesicles (SUVs, LUVs, and GUVs, re-
spectively) at a concentration of around 10 mg/mL or directly spread
(2 mg/mL concentration) on the surfaces of two conductive glass slides
(coated with fluorine tin oxide) for giant unilamellar vesicle preparation
by electroformation. In all cases, lipidic films were evaporated under
nitrogen flux and further dried under vacuum for 3 h to remove solvent
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traces. The buffers used were Tris/H3;BO3; S mM, 1 mM Na,EDTA, and
150 mM NaF at pH 7.5 for circular dichroism (CD) experiments and
Tris/HCl 10 mM, 1 mM Na,EDTA, and 150 mM NaCl at pH 7.5 for
zeta potential measurements and for observation of GUVs. Other
chemicals were high-quality analytical or spectroscopic grade.

Peptide Synthesis, Purification, and Mass Spectrometry
Analyses. Peptides were synthesized, as described by Souza et al,,*” by
stepwise manual solid-phase synthesis using the N-9 fluorophenyl-
methoxycarbonyl (Fmoc) strategy. The crude product was purified by
reverse-phase HPLC, and the homogeneity and sequence were accessed
by analytical HPLC and mass spectrometry (ESI-MS). Samples were
analyzed on a triple quadrupole mass spectrometer, model QUATTRO
11, equipped with a standard electrospray (ESI) probe (Micromass,
Altrinchan), adjusted to ca. 250 uL/min. The source temperature was
maintained at 80 °C, and the needle voltage was maintained at 3.6 kV by
applying a drying gas flow (nitrogen) of 200 L/h and a nebulizer gas flow
of 20 L/h. The mass spectrometer was calibrated with intact horse heart
myoglobin and its typical cone-voltage-induced fragments. The molec-
ular mass was determined by ESI-MS by adjusting the mass spectro-
meter to give a peak width at half-height of 1 mass unit, and the cone
sample to skimmer lens voltage, controlling the ion transfer to mass
analyzer, was set to 38 V. About SO pmol (10 #L) of each sample was
injected into electrospray transport solvent. The ESI spectra were
obtained in multichannel acquisition mode; the mass spectrometer data
acquisition and treatment system was equipped with MassLynx
(Micromass) software for handling spectra.

Around 100 uM peptide stock solutions were prepared in quartz
bidistilled water and kept under refrigeration; the final concentration
was checked spectrophotometrically at 280 nm, using the tryptophan
molar absorptivity of 5580 M~ ' cm .

Vesicle Preparation. SUVs and LUV, respectively, for CD and
zeta potential experiments were prepared by the hydration of phospho-
lipid films with fresh, doubly distilled water or Tris buffer with added salt
at room temperature to give around a 10 mM lipid concentration.
To prepare SUVs, hydration was followed by SO min of sonication with a
tip sonicator, centrifugation to remove Ti debris, and then 11 extrusions
through SO nm pore size polycarbonate membranes (Nuclepore Track-
Etch Membrane, Whatman), using an Avanti mini-extruder . To obtain
LUVs, after the hydration of the lipid film, the suspension was extruded
6 times through 400 nm polycarbonate membranes and then 11 times
through 100 nm membranes in the same apparatus. SUVs and LUVs
that had been refrigerated and protected from light were used the same
day of preparation. The vesicle size was confirmed by dynamic light
scattering (DLS) with a Nano Zetasizer ZS90 (Malvern Instruments,
Worcestershire, U.K.), with an SUV average diameter of 80 nm and an
LUV average diameter of 125 to 130 nm.

Circular Dichroism Measurements. To evaluate conforma-
tional changes in the peptides induced by the presence of vesicles made
of POPC/POPG 1:1, in the presence and absence of salts, SUVs were
prepared in water or in saline buffer. CD spectra were obtained at 20 uM
peptide concentration in water, in Tris/H3BO; buffer, and in the
presence of both types of SUVs at several increasing concentrations
until saturation at around 300 uM phospholipid occurred. Buffer,
peptide, and lipid concentrations have been chosen to minimize the
noise-to-signal ratio and light scattering. CD spectra were recorded from
260 to 205 or to 190 nm with a Jasco-710 spectropolarimeter (Jasco
International Co. Ltd., Tokyo, Japan), which was routinely calibrated at
209 nm using p-pantolactone solution.>® Spectra have been acquired at
25 °C using a 0.5 cm path length cell and averaged over eight scans
at a scan speed of 20 nm/min and a bandwidth of 1.0 nm, using a
0.5 s response and 0.1 nm resolution. Following baseline correction,
the observed ellipticity, & (mdeg), was converted to the mean
residue ellipticity [©] (deg cm®/dmol) using the relationship [@] =
1006/ (lcn), where [ is the path length in centimeters, ¢ is the peptide

milimolar concentration, and n is the number of peptide bonds.
Assuming a two-state model, the observed mean residue ellipticity at
222 nm (©°*,,,) was converted to the a-helix fraction (frz) using the
method proposed by Rohl and Baldwin® and previously described.*’

Dynamic Light Scattering (DLS) for Size Evaluation and
the Determination of the Zeta Potential ({). The binding of the
peptides to LUVs was assessed through isotherms of the zeta potential.
With a Nano Zetasizer ZS90 (Malvern Instruments, Worcestershire, U.K.),
which uses wide-angle (90°) laser Doppler velocimetry to measure the
electrophoretic mobility, we found the zeta potential to be § = nu/e,
where 77 is the viscosity of the solvent, 4 is the electrophoretic mobility,
and ¢ is its dielectric constant. This equation, the Smoluchowski
approximation, is valid in saline buffer (ka > 1). In water, where
Ka << 1, this equation is multiplied by 1.5, which corresponds to the
Huckel approximation. Aliquots of water or a buffer-based vesicle
suspension to achieve a 30 uM final concentration were added to the
appropriate amount of peptide stock solution in water or in Tris/HCI
buffer at pH 7.5 in a polystyrene tube. To minimize measurements
fluctuations, each peptide—vesicle suspension was equilibrated for 30
min at 25 °C before measurement and then transferred to special
disposable cuvettes (DTS1060 cells), which are equipped with golden
electrodes (Malvern Instruments). Aliquots of the vesicle suspension in
the absence and presence of peptides at a concentration near that of the
potential reversal were also transferred to disposable cuvettes for size
measurements.

GUV Preparation. Two different procedures were required, elec-
troformation and spontaneous formation, because in the former the
presence of a high ionic strength hinders the formation of GUVs whereas
in the latter GUVs can be grown under physiological salt conditions.

GUV Preparation by Electroformation (lonic Strength, /=0).
The conductive sides of two slides covered with the phospholipid film
were placed facing each other and separated by a Teflon frame 2 mm thick,
forming a chamber. The hydration of the film was done by filling this
chamber with 0.2 M sucrose solution. On the glass slides, an alternating
current of 1 V at a 10 Hz frequency was applied for 1 h.*' The vesicle
suspension was formed and transferred to a polystyrene tube, which was
refrigerated and used the same day.

GUV Preparation by Spontaneous Formation (/=150 mM
NaCl). A phospholipid film prepared in a test tube was prehydrated for
20 min at 45 °C with N,-saturated water. The tube was sealed and kept
at 37 °C for at least 12 h; then 3 mL of Tris/HCI buffer containing
0.2 M sucrose was added, and the tube was resealed and left at 37 °C
for another 12 h period. GUVs appearing as a cloud suspended in the
solution were harvested into a polystyrene tube and refrigerated.*

Observation of GUVs (from Both Preparation Methods). An
aliquot of the vesicle solution was diluted 7-fold into a 0.2 M glucose
solution, introduced in a 150 uL observation chamber that was con-
structed from a common microscope slide, a coverslip, and a 2-mm-thick
Teflon spacer, and left to settle down before observation. The differences
in density and refractive index between sucrose inside and glucose outside
the vesicles provided a better contrast for observation under the phase
contrast microscope (Zeiss Axiovert 200, Jena, Germany and Olympus
IX71, Tokyo, Japan, both equipped with CCD cameras) and stabilized
GUVs by gravity. To avoid osmotic pressure effects, the osmolarities of
the sucrose and glucose solutions were checked with an osmometer
(Osmette A 5002, Precision Systems, Inc., USA) and carefully matched.
Peptide solutions (MP-1, N-MP-1, and MPX) prepared in 0.2 M glucose
were added to the observation chamber in two different ways: (a) with
the help of a glass micropipet of about 15 um diameter prepared using a
PC-10 vertical puller from Narishige (Tokyo, Japan) and (b) with a
conventional micropipet in which case the peptide final concentration
was 10 4M, unless otherwise stated. Vesicles were observed under 63 or
40x phase contrast objectives or in fluorescence mode (U-LH100 Hg
lamp and 460—490 nm excitation filter).
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Effects of Different Peptide Concentrations on GUVs. A
constant aliquot of a POPC/POPG 3:1 GUV suspension was added,
without stirring, to complete the volume of the observation chamber,
which already contained different concentrations of peptide solutions
in 0.2 M glucose. Images started to be recorded immediately, and
representative vesicles were focused and followed.

B RESULTS

Circular Dichroism (CD). The secondary structure of the
peptides in this study was previously evaluated in the presence
of vesicles prepared in buffer that contained near physiological
concentrations of salts.”**** To test the role played by ionic
strength, two different aqueous media were used: pure water and
Tris buffer containing 150 mM NaF. To evaluate the secondary
structure of the peptides and their binding to anionic bilayers,
spectra of all of the peptides were acquired in the absence and
presence of POPC/POPG 1:1 SUVs prepared in both aqueous
media. CD spectra of the peptides in water or in buffer were
shown to be characteristic of a disordered conformation
(Figure 2). The presence of anionic vesicles was found to induce

Figure 2. CD spectra of 20 uM peptides at 25 °C in the absence
(+--) and presence (—) of POPC/POPG 1:1 SUVs (a) in water
(MP-1 as an example, - -+) and the three peptides in water-based
SUVs at 300 uM and (b) in Tris—saline buffer (MP-1 as an example,
-++) and Tris—saline-buffer-based SUVs at 300 M. Spectra obtained
at lower SUV concentrations are not shown. No smoothing has been
applied.

a helical conformation in all peptides and this has been confirmed
for vesicles made of POPC/POPG 1:1 prepared in either a water-
or Tris buffer-based solution. Moreover, the peptides’ molar
ellipticity at 222 nm ([®,,,]) increases with phospholipid
concentration until 300 uM (Table 1a). The main differences
due to the presence of the saline buffer are (1) MPX spectra are
indicative of aggregation in water ([©,5,] > [©,05]) but not in
buffer** whereas spectra of peptides with acidic residues suggest
that they are in the monomeric form ([©5,,] < [@503]) and (2) a
significant decrease in the helical content of MPX. These
observations reveal that the presence of saline buffer promotes
the electrostatic shielding of interactions among basic residues in
MPX with negatively charged phospholipids, lowering its helical
content. However, Asp residues in MP-1” and in N-MP-1 may be
involved in stabilizing the helical conformation by intrachain
hydrogen bonds with Lys residues.**

Zeta Potential (). Zeta potential measurements were carried
out to evaluate the accumulation of peptides on the vesicle
surfaces. The zeta potential values of LUVs, obtained at I = 0 or
I = 150 mM NaCl, were determined in the absence and in the
presence of the peptides at several concentrations. These data
show that the binding and accumulation of peptides at the
POPC/POPG 1:1 vesicle surface is strongly influenced by the
presence of saline Tris buffer (Figure 3). Values of the zeta
potential for these vesicles, in the absence of peptides, at I = 0 was
—105 £ 7 mV, and in Tris buffer containing 150 mM NaCl,
where the Debye screening length is ~7 A, it was —32 £ 2 mV.
This difference is due to the electrostatic screening and to the
approximations used to calculate the zeta potential in water and
saline buffer, where 1ca = 0 and 82, respectively, for vesicles in the
absence of peptides. In buffer, at the potential reversal, xa is
~360 and 1400 for N-MP1 and MPX, respectively. If the
counterion concentration in water due to the phosphates in
the outer leaflet is considered, then xa is ~0.6. In water, zeta
potential curves of the three peptides are approximately parallel
to each other in descending order of the peptides’ net charge
(Figure 3a). The peptide concentration at which the potential
reversal occurred also follows their respective descending net
charge order, which was not the case in the presence of salts
(Table 1b). The use of the potential reversal to compare the
peptides’ affinities to the vesicles has some drawbacks because
near the charge reversal the experimental error is greater than the
respective values of the zeta potential or the electrophoretic
mobility. Notwithstanding this drawback, the discrepancy in the
order of the peptides to achieve charge reversal, as observed in

Table 1. Influence of the Presence of Salt at the Physiological Level on the Conformational Parameters” and on the Potential
Reversal and Vesicles Size Variation Due to the Presence of Peptides near the Potential Reversal Concentration ([pep] Czo)b

(a) molar ellipticity and ot-helix fraction in the presence of
POPC/POPG 1:1 vesicles

LUV size as a function of peptide

concentration (nm)

(b) [peple-o

water buffer
[9222] w [@222] wv fH [@zzz] b [9222] bv
MP-1 —5545 —17850 0.58 —5047 —16809
NMP1 —5207 —19350 0.63 —3712 —20115
MPX —3229 —17 640 0.58 —2504 —14 448

uM water buffer
H,0  buffer [pep] =0 [pep]leeo [pep] =0 [pep]eo
MP-1 103 24.0 131 486 126 nd.
NMPI 72 7.7 130 620 127 224
MPX 5.0 9.0 130 787 127 862

? Molar ellipticity at 222 nm in water, ([©5,5],,), molar ellipticity at 222 nm in the presence of POPC/POPG 1:1 vesicles, ([@,3,],v), O-helix fraction in
the presence the vesicles ( f1), molar ellipticity at 222 nm in buffer, ([©,,,]1,), and molar ellipticity at 222 nm in the presence of vesicles ([@,2;]py)-
Peptides in water or in buffer media present spectral characteristic of a random coil, and their fi; values were not calculated. b Peptide concentration at

potential reversal ([pep]s_o). nd = not determined. (See the text.)
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Figure 3. Zeta potential measurements of 30 uM POPC/POPG 1:1
LUVs in (a) water-based and (b) Tris—saline-buffer-based solutions
obtained at increasing peptide concentrations. The measurements were
made after 30 min of contact at 25 °C. The zeta potential of LUV in the
absence of peptides (&) was —10S &= 7 mV in water and —32 =2 mV in
saline buffer.

buffer, cannot uniquely be accounted for by the experimental
error in the zeta potential near vesicle neutralization. An increase
in the particle size was observed, which could be due to vesicle
aggregation that makes the comparison between peptides diffi-
cult, especially because of the great increase in the vesicle size
induced by MPX, whereas for N-MP1 only a modest increase was
observed. Nevertheless, in water, the effects of the peptides on
the vesicle sizes follow their net charge order.

The zeta potential curves obtained for POPC/POPG 1:1
vesicles prepared in water show that the accumulation process
for the three peptides holds some similarity: there is a gradual
potential increase of up to 4.0 uM peptide followed by a steep
increase in the potential at higher peptide concentrations, leading
to a potential reversal. However, in Tris saline buffer, the curves
show that a gradual accumulation of peptides at the membrane
surface and a potential reversal, though to a much lesser extent
than in water, are achieved only with MPX and N-MP1. Inter-
estingly, N-MP1was the least affected by the presence of saline
buffer (Table 1b). We also observed that at the concentration at
which the potential reversal occurs the vesicle size increased
considerably (Table 1b). For N-MP1 and MPX in water, we
observed that the size distribution histograms changed from one
peak, in the absence of peptides, to two peaks. The size values
shown in Table 1, in these cases, are averaged values. In the
particular case of MP-1, in saline buffer, the concentration for
potential reversal was hardly achieved, and under this condition,
the LUV suspension did not present the necessary count rate to
allow its size measurement. The observed LUVs’ size increase
could be attributed, in part, to the adsorption of the peptides and
also to the vesicles’ fusion, hemifusion, or aggregation, although
with other peptides these modifications were observed at a lower
peptide to lipid ratio (P/L).***® Wimley'® has also pointed out
the occurrence of artifacts at high P/L ratios, as is the case in this
experiment.

Observation of POPC/POPG 1:1 GUVs. The interaction of
MP-1, N-MP-1, and MPX with giant unilamellar vesicles contain-
ing anionic lipids was followed with phase contrast and fluores-
cence microscopy. The lytic mechanism of the peptides was

Figure 4. Phase contrast snapshots of GUVs (obtained by spontaneous
formation) made from a POPC/POPG 1:1 molar ratio in the presence
of saline buffer (I = 150 mM NaCl) at room temperature. The vesicles
initially contained a sugar asymmetry (0.2 M sucrose inside and 0.2 M
glucose outside), which enhances the optical contrast of the GUVs. Each
time sequence shows the lytic effects caused by MP-1, N-MP1, and
MPX on the GUVs. The peptide was introduced into the observation
chamber with a conventional micropipet, so the final peptide concen-
tration would be 10 #M at the end. The time indicated on the top of each
snapshot indicates the start of the injection process. The scale bars
correspond to 20 um.

investigated in water and at physiological ionic strength. The
GUVs initially contained a high optical contrast because of the
sucrose/glucose refractive index asymmetry across the bilayer.
The addition of all peptides induced the loss of optical contrast of
most of the GUVs, with the preservation of the overall vesicular
structure, and occasionally some vesicles burst (Supporting
Information). The increased bilayer permeability suggests the
opening of pores/defects in the bilayer. This overall trend was
observed for atleast 25 GUVs for each condition. Some examples
are shown in Figures 4 (high ionic strength) and S (water).

At high ionic strength, when the electrostatic interaction is
attenuated, the contrast loss happens after at least 30 min but
more frequently around 60 min, as shown in Figure. 4. However,
Figure S shows that the contrast loss in water is accomplished
within seconds to a few minutes. Under both conditions, the
gradual loss of optical contrast parallels some volume shrinkage
(Figure 4, MP-1 and Figure S, N-MP-1 and MPX), but only with
MP-1 and N-MP-1 were morphological changes due to change
in the volume-to-area ratio observed. At high ionic strength,
the bilayer structure is preserved, even after long contact times
(above 60 min) with the three peptides.

After the contrast loss, the peptides induced the formation of
dense regions on the membrane surface, indicating a local
accumulation of lipids. The formation of these dense regions
was more abundant the higher the net charge of the peptide. The
last snapshots of Figure S (MPX) show the formation of such
regions at the expenses of the normal bilayer and that the vesicle
size decreases as the dense region spreads over the surface of the
vesicle. This suggests that these dense regions could originate
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Figure S. Phase contrast snapshots of GUVs (grown by electro-
formation) made from a POPC/POPG 1:1 molar ratio in water
(I =0) at room temperature. The vesicles initially contained a sugar
asymmetry (0.2 M sucrose inside and 0.2 M glucose outside), which
enhances the optical contrast of the GUVs. Each time sequence shows
the lytic effects caused by MP-1, N-MP1, and MPX on the GUVs. A
solution of peptide (S0 #M) was injected close (~50 um away from the
right-hand side) to the GUVs with the help of a glass micropipet and a
micromanipulator, except for the last sequence, which was obtained as
described in Figure. 4. The time indicated on top of each snapshot
indicates the start of the injection process. The scale bars correspond to
10 pm.

from membrane folding/wrinkling mediated by the peptides. At
the end of the process, an undefined peptide—lipid aggregate is
left. Interestingly, the CD spectra of MPX in the absence of saline
buffer is compatible with some kind of peptide aggregation that is
not seen in the presence of buffer. Apparently, the screening of
the repulsive electrostatic interactions among peptide monomers
provided by the saline buffer avoided this aggregation, whereas
the opposite should be expected. Also, it could be speculated that
the formation of these dense regions could happen after a very
long incubation time.

To understand the nature of the enhanced contrast regions and
their possible implication in the lytic mechanism of the peptides,
experiments with fluorescence microscopy were carried out. An
anionic bilayer probe, NBD-PE, was included in the phospholipid
mixture. It was then observed, for the three peptides, that the
dense regions were also highly fluorescent (Figure 6). This could
indicate that the dense regions are enriched in anionic lipids,
although it is not possible to test this hypothesis at the moment.
In that case, it would be reasonable to assume an accumulation
of cationic peptides on the fluorescent regions. The increasing
amount, size, and fastness of cluster formation seem to be related
to the peptides’ increasing net charge.

Observation of POPC/POPG 3:1 GUVs. To evaluate the effect
of different anionic lipid content in the GUVs, two other
compositions were prepared, POPC/POPG 3:1 and 1:3. In the
latter case, vesicles showed a significant number of defects and
“edgy” shapes, which did not allow us to conduct a comprehen-
sive set of experiments (data not shown). The results obtained
with POPC/POPG 3:1 GUVs were very similar to those
presented above with POPC/POPG 1:1, namely, an increase
in membrane permeability with the preservation of the overall
vesicle structure and the later formation of domainlike regions

Figure 6. Fluorescence microscopy images of GUVs (grown by elec-
troformation) made from a POPC/POPG 1:1 molar ratio with 0.5
mol % NBD—PE in water at room temperature. The first snapshot
shows one vesicle in the absence of peptide, as an example of the fluo-
rescent probe distribution. The others were obtained after the addition
of the peptides as described in Figure 4. Size differences should not be
considered in this case. The fading of fluorescent images is due to probe
photobleaching. The scale bars correspond to 10 um.

at the expenses of vesicle size. Vesicle bursting was seen
occasionally, more often at higher peptide concentrations. In this
set of experiments with POPC/POPG 3:1, the peptide concen-
tration was systematically varied. Representative examples of
GUVs after incubation with the three peptides (0.1—1.0 uM) are
illustrated in Figure 7a. The addition of 0.1 4uM MP-1 and 0.2
UM MPX had no effect on the GUVs, as can be seen in the first
snapshots of Figure 7a. In the case of N-MP1, although most
vesicles were preserved after incubation for 15 min with 0.1 4uM
N-MP1, some GUVs became permeable and lost their optical
contrast after ~10 min (first line of Figure 7b). At higher
concentrations of peptides, all GUVs lost their optical contrast
eventually, with kinetics that was dependent on the concentra-
tion of peptide (Figure 7b). A comparison of the minimum
peptide concentration inducing almost immediate contrast loss
shows that peptide N-MP1 had the highest activity (0.5 uM),
followed by MP1 (1 M) and MPX (2.5 uM). After contrast loss,
many GUVs showed a decrease in volume, as seen by the
appearance of floppy vesicles, until dense domainlike structures
appeared on the vesicle surface. (See the sequence shown for
0.25 “M N-MP1 in Figure 7b.) Again, these structures were often
seen in GUVs in the presence of N-MP1 and MPX and were
rarely induced by MP1.

l DISCUSSION

The peptides in the present study have homologous sequences
but different net charges (Figure 1). They assume similar helical
conformations in the presence of POPC/POPG 1:1 vesicles
but show disordered structures either in water or in saline
buffer (Figure 2). MPX was shown in NMR studies*”** to form
amphipathic helices in membranelike environments, and MP-1
and N-MP-1 are presumed to assume amphipathic conforma-
tions from molecular dynamics simulations in trifluoroethanol/
water mixtures.”*’

Additional similarities include the accumulation of peptides
at the membrane surface as shown in the zeta potential curves,
which indicate that cationic peptides neutralize the vesicle charge
without presenting considerable differences among them, except
for the concentration at which the potential reversal occurs
(Table 1b).

Our observations with optical microscopy indicate that the
three peptides increase the bilayer permeability, inducing pores
or defects (either transient or stable) in membranes of different
anionic content, as denoted by the different rates of phase
contrast decrease. Furthermore, denser regions form later at
the expense of the normal bilayer, forming a cluster that is

probably made of lipids and peptides. We propose that a gradual
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Figure 7. Phase contrast snapshots of GUVs (grown by electro-
formation) made from a POPC/POPG 3:1 molar ratio in water (I =
0) at room temperature. The vesicles initially contained a sugar
asymmetry (0.2 M sucrose inside and 0.2 M glucose outside), which
enhances the optical contrast of the GUVs. A fixed aliquot of a GUV
suspension was added to the bottom of the observation chamber that
already contained the peptide solution (0.1—1.0 uM). The time
indicated at the top of each snapshot indicates the contact time of
vesicles with the peptide solution. (a) Each snapshot shows the lytic
effects caused on the GUVs by different incubation times at different
concentrations of MP-1, N-MP1, and MPX. (b) Time sequence of the
GUVs illustrating the kinetics of the interaction of N-MP-1 at increasing
concentrations. Although some GUVs lost their contrast in the presence
of 0.1 uM N-MP1, as shown in the first line, most GUVs remained intact
even after 15 min of incubation (not shown). The scale bars correspond
to 10 um.

mechanism of leakage is predominately characteristic of MP-1,
N-MP-1, and MPX in opposition to the quick sudden burst of
vesicles, as found with the peptide gomesin.* In the presence
of saline buffer, our results are in good agreement with Almeida
and Pokorny’s,-14 they found, through a quantitative analysis of
peptide binding and dye release, that MPX and mastoparans are
involved in the graded mechanism.

In this work, the peptide/lipid ratio ranged from as low as 0.06
in the CD experiments to 1.0 in GUV observations, with most
of the zeta potential determinations in between. Considering
the significant bilayer restructuring observed with GUVs at all
peptide/lipid ratios, we suggest that the aggregation signs shown
by the CD spectra of MPX in SUVs and the LUV size increase
found in the DLS experiments could reflect the same formation
of domains: the larger curvature strength in SUVs and LUVs
would not allow the formation of a membrane ply as observed in
GUVs, but the requirement of peptide charge neutralization at
the vesicle surface would induce the contact with nearby vesicles,
holding peptide molecules sandwiched between them.

The mechanism of gradual leakage from GUVs seems to be
characteristic of the three peptides, which are well correlated to
their short chain length, shorter than the bilayer thickness, and
the formation of predominantly transient pores or defects in the
lipid bilayer. After this step, peptides cause somewhat different
changes in GUVs, which can be observed depending on the
peptide concentration reaching the vesicle surface: MPX forms
abundant and easily observable clusters, whereas there are less
with N-MP-1 and only a few with MP-1. These clusters were
easily observed with the help of the fluorescent probe and could
indicate the formation of regions where anionic phospholipids
might be segregated (Figure 6) because of the preferential
binding of these cationic peptides to anionic bilayers as demon-
strated in experiments of dye leakage and circular dichroism.>*”
Eventually, most GUVs disrupt and only an aggregate of lipids
and peptides are left.

Several mechanisms of antimicrobial peptide action have been
described that aim at comprehensible guidance with respect to
the development of more efficient therapeutic agents. Most of
the proposed models do not exclude each other and can be
viewed as complementary or even having a greater importance
for some peptide families than for others. Clusters of lipid II
induced by the peptide nisin have been demonstrated and
considered to be an alternative mechanism of bactericidal
activity.** Zhao et al. also showed the formation of macroscopic
aggregates on the GUV surface and interior induced by the
presence of temporins, a peptide with 13 residues in the
sequence.”’ The charge cluster mechanism, as named by Epand
and co-workers,">*° may be considered to be a contributing
mechanism, and there are indications of its presence in the
interaction of mastoparans peptides with model POPC/POPG
1:1 and 3:1 membranes. The visualization of clusters or regions
where the bilayer could form a kind of ply occurs after consider-
able lytic activity has taken place. The observation of GUVs
either in the presence or absence of saline buffer showed clusters
in the interaction with the three mastoparans, although the
distribution and the apparent size of these clusters are different
according to the peptides’ net charge. Thus, we could summarize
the mechanism of interaction of MP-1, N-MP-1, and MPX with
anionic lipid bilayers with the help of a cartoon (Figure 8).
Initially random coil peptides in solution bind to anionic
vesicles and assume helical structures, acting cooperatively”?>*>!
(step 1). Then, pores or defects are formed, through which
sucrose and glucose can permeate (step 2). Later on, clusters of
phospholipids that could be enriched in anionics®" (Figure 6)
and peptides are formed. These clusters seem to originate from
membrane plies, with peptides sandwiched between juxtaposed
membranes (step 3). The formation of these membrane plies
mediated by the peptides would explain the decrease in vesicle
size observed in a late stage (step 4). Eventually, a peptide—lipid
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Figure 8. Mechanism of the lytic activity and domain formation. (1) Random coil peptides in solution bind to the vesicle surface, assume a helical
conformation, and increase the bilayer surface tension. (2) After reaching a threshold concentration, peptides increase the bilayer permeability, inducing
pores or defects as denoted by the gradual contrast loss, thus releasing the excess surface tension. (3) Because of the positive charges of bound peptides,
anionic lipids are attracted and the membrane mends, as a consequence of pore/defect closing or nonclosing (4a, 4b) in different possible untidy ways,
(4a) when bending over itself, forming something like a ply, or (4b) because of excess bound peptides, pulling the nearby membrane surface. The
continuous process of peptide binding, breaking, and recovering the membrane at several locations on the same vesicle (Sa) increases the bilayer

thickness at the expense of (Sb) reducing the vesicle size.

aggregate forming a lump is the only structure left at high
peptide-to-lipid ratios. With this profile, we assume that the
three mastoparan peptides act through equivalent mechanisms
in anionic vesicles, whose steps clearly depend on the peptide
concentration.

Bl CONCLUSIONS

In this work, we studied the interaction of three homologous
mastoparans peptides of different net charge with anionic mem-
branes composed of POPC/POPG. Conformational changes
induced by the presence of anionic vesicles were evaluated by
circular dichroism on SUVs, the binding and accumulation of
peptides on the vesicle surfaces by zeta potential measurements,
and lytic activity by the optical microscopy of giant unilamellar
vesicles. To test the role of ionic strength in the interaction of
these cationic peptides with anionic membranes, experiments
were carried out either in water or in the presence of saline buffer
at physiological concentration.

Peptides MP-1, N-MP-1, and MPX assume similar helical
conformations in the presence of SUVs while showing disor-
dered structures either in water or in saline buffer, as determined
in CD experiments. Zeta potential curves confirmed that the
peptides accumulate at the membrane surfaces of large unila-
mellar vesicles and neutralize their charge without presenting
considerable differences among them, except for the concentra-
tion at which the potential reversal occurs.

The experiments with GUVs, in either the presence or absence
of saline buffer, showed that the three peptides increase the
bilayer permeability, inducing pores or defects, mostly transient,
in anionic membranes, as denoted by the different rates of phase
contrast decrease through a predominant mechanism of gradual
leakage. Later, denser regions form at the expense of the normal
bilayer, originating a cluster, probably made of peptides and
lipids, enriched with the anionic component. This phenomenon
was easier to observe for the more charged peptides (MPX >
N-MP-1 > MP-1) in the absence of added salt under the phase
contrast condition but also with the help of a fluorescent probe.
Taken together, our results suggest that the three mastoparan
peptides act through equivalent mechanisms in anionic vesicles.

B ASSOCIATED CONTENT

© Supporting Information. Interaction of mastoparan pep-
tide MPX with a GUV made from a POPC/POPG 1:1 molar
ratio. The sequence shows an example of a vesicle bursting as
observed when the peptide was injected with the help of a

micropipet placed close to the vesicle. This procedure may favor
sudden vesicle bursting, which is not typical of the peptides in
this study. A macropore was also observed. This material is
available free of charge via the Internet at http://pubs.acs.org.
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B NOTE ADDED AFTER ASAP PUBLICATION

This paper was published on the Web on August S, 2011. The
Zeta Potential heading in the Results section, Figure 2, and an
author affiliation were updated. The corrected version was reposted
on August 11, 2011.
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