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RESUMO

Os venenos de vespas caracterizam-se por apresentarem um grande
numero de peptideos biologicamente ativos. Dentre estes, destacam-se os
mastoparanos, tetradecapeptideos que degranulam mastocitos. Ha um grande
interesse a respeito destas toxinas, uma vez que s&o, em grande parte,
responsaveis pela atividade farmacolégica conferida pelo veneno, incluindo
neurotoxicidade, atividade hemolitica, liberagao de histamina de mastocitos e
atividade antibacteriana. Dessa forma, fazendo uso de técnicas de difragao de
raios X, dicroismo circular e fluorescéncia, procurou-se fazer um estudo
estrutural sistematico a respeito dos mastoparanos para, posteriormente,
entender-se as bases moleculares das diferentes atividades bioldgicas.

Neste projeto de Mestrado, foram estudados o eumenine mastoparano-
AF e analogos, extraidos do veneno da vespa solitaria Anterhynchium
flavomarginatum micado, e Anoplin, isolado do veneno da vespa Anoplius
Samariensis.

Varios mastoparanos foram cristalizados, mas os cristais resultantes

foram inadequados aos ensaios de difracdo de raios X, com excegao do EMP-

AF, que difratou a 2A de resolugio. Utilizou-se, entdo, técnicas

espectroscopicas para acessar a estrutura secundaria destes peptideos em
ambientes que mimetizam a hidrofobicidade da membrana biolégica.

Todos os mastoparanos apresentaram-se em uma conformagao
aleatoria em tampdo. Na presenca de TFE, apresentaram conformagao

helicoidal dependente da sequéncia de aminoacidos e da prote¢do do C-

Resumo
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terminal. Porém, em SDS, houve a formagdo de provaveis estruturas B,
dependentes da concentragdao dos peptideos. Na presenca de lipossomos
neutros, todos os mastoparanos apresentaram estrutura aleatéria. Mesmo
nesta situagdo, foram capazes de romper os lipossomos. Em lipossomos

anidénicos, apenas EMP-AF e Anoplin formaram estrutura secundaria definida,

porém EMP-AF apresentou uma conformagdo proxima de folha-f e os

espectros de Anoplin indicaram uma conformacgao helicoidal.
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ABSTRACT

Wasps venoms present a large number of biologically actives peptides,
mastoparans-like, mast cell degranulating tetradecapeptides. There is a great
interest regarding these toxins, since they are largely responsible for the
pharmacological activity of the venom, including neurotoxicity, hemolytic
activity, histamine releasing activity and antimicrobial activity. Making use of X-
ray diffraction, circular dichroism and fluorescence, it was attempt to do a
systematic structural study regarding the mastoparans to understand the
molecular basis of the different biological activities.

In this project, it was studied EMP-AF and analogs, extracted from the
venom of the solitary wasp Anterhynchium flavomarginatum micado and
Anoplin, isolated from the wasp Anoplius samariensis.

Several mastoparans were crystallized, but the resulting crystals were
unsuitable to the X-ray diffraction essays. It was used spectroscopy techniques
to access the secondary structure of these peptides in environments that mimic
the hidrophobicity of biological membranes.

In buffer all the mastoparans adapt a random conformation. In TFE,

they presented a helical conformation dependent of the amino acid sequence

and the C-terminal protection. However in SDS probably occur the formation of

B structures, dependent of the peptide concentration. In the presence of neutral
liposomes, all the mastoparanos presented randomic structure. Even in this

situation they were capable to cause rupture of these liposomes.
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In acidic liposomes, EMP-AF and Anoplin formed a defined secondary

structure, however EMP-AF presented a B conformation and the spectra of

Anoplin indicated a helical conformation.

Abstract
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INTRODUGAO

VENENO DE HIMENOPTEROS

Aproximadamente 75% das espécies de animais do mundo s&o
artrépodes. Enquanto a maioria destas espécies nao tem nenhuma interagao
apreciavel com humanos, algumas causam problemas médicos e agricolas
significantes. Entre os artropodes venenosos mais importantes estdo os
aracnideos (aranhas, escorpides) e insetos da ordem Hymenoptera (que
significa "asas membranosas"), uma das maiores ordens dentro da classe dos
insetos. E composta por, pelo menos, 200.000 espécies de abelhas, vespas e
formigas envolvidos, direta ou indiretamente, na vida humana. Em particular, a
apicultura realizada com abelhas e os acidentes médicos ocorridos devido ao
veneno de vespas sdo bem conhecidos. Assim, devido a esse relacionamento
tdo proximo com os humanos, € natural que os himendpteros sejam alvo de
intensa pesquisa (Vetter & Visscher, 1998).

Reagdes alérgicas a ferroada de insetos sdo conhecidas desde a
antigiidade. O incidente mais antigo que se tém noticia esta gravado num
quadro de ébano, descoberto na tumba vazia do Rei Menes do Egito. De
acordo com a tradugao dos hieroglifos, Menes teve um final tragico resultante
de uma ferroada de vespa, durante uma expedi¢do maritima no século 26 a.C.
(Cohen & Bianchine., 1995).

Embora a maioria das mortes seja devido a reagbes imunologicas,

algumas se devem a toxicidade direta. Reagdes anafilaticas severas

Introdugédo
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acontecem quando as toxinas estimulam diretamente os mastécitos. Os

sintomas mais comuns sdo: inchago, edema, dor, urticaria, ulceragéo,

vasodilatagao, aumento da permeabilidade dos vasos, tonturas, taquicardia e
morte (Park, 2002).

Embora o veneno de abelhas e vespas varie de espécie a espécie,
geralmente &€ composto de proteinas, peptideos, € aminas. As aminas
biogénicas causam dor, sio vasodilatadoras e aumentam a permeabilidade dos
vasos, permitindo que o veneno se espalhe pelo corpo da vitima. Peptideos
basicos e fosfolipases tém atividade hemolitica, citotoxica e neurotoxica.
Enzimas e outras moléculas de peso molecular alto sdo os principais
alergénicos. As reagbes anafilaticas sdao causadas principalmente pelos
mastoparanos e outros peptideos degranuladores de mastécitos (MCD). O
tamanho das moléculas e a presenga de proteinas determinadas aumentam as
propriedades de antigeno do veneno, transformando-o num potente ativador do
sistema imune (Vetter & Visscher, 1998).

Entre os himendpteros, existem dois comportamentos de vida: social e
solitario. Himenoptéros sociais incluem abelhas, vespas e formigas, enquanto
que os solitarios sdo as vespas solitarias e vespas parasitas (extremamente
benéficas a agricultura como agentes de controle biolégico de insetos
causadores de pestes agricolas) (Vetter & Visscher, 1998). Uma das diferengas
entre os dois grupos € a maneira como dispéem de seu veneno.

O veneno de himendpteros sociais € usado para defesa propria e de
suas larvas, contra o ataque de predadores e invasores. A ferroada destes

insetos geralmente produz dor severa, danos locais, ocasionalmente levando a
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morte. Os constituintes quimicos desses venenos tém sido muito estudados e
uma série de substancias agem juntas, produzindo os efeitos biologicos
decorrentes da ferroada (Habermann, 1972; Nakajima et al., 1986).

Dentre as toxinas de vespas sociais melhor caracterizadas, destacam-
se os peptideos anfipaticos de carater inflamatério, tais como, a melitina,
presente no veneno de abelhas, e mastoparanos, no veneno de vespas (Banks
et al,, 1986; Nakajima, 1986). Todos eles mostram potente degranulagéao de
mastocito, hemolise e atividade antimicrobiana. Além disso, podem adotar uma
estrutura secundaria em a-hélice anfipatica, sob condigées apropriadas, o que
€ importante para seus efeitos farmacologicos.

Vespas solitarias usam seu veneno para capturar presas: elas injetam-
no em aranhas e insetos que, paralisados, servem de alimento para suas
larvas. Por esta razdo, o veneno de vespas solitarias deve conter uma
variedade de neurotoxinas (Piek, 1986). Até recentemente, contudo, apenas

um estudo superficial dos componentes quimicos do veneno das vespas

solitarias havia sido empreendido. E provavel que isso se deva a extrema

dificuldade em se coletar um numero suficiente dessas vespas para analise
bioquimica. = Estudos prévios revelaram que realmente o veneno de
himenépteros solitarios contém varias substancias bioativas, como
neurotoxinas e peptideos inflamatérios similares aos encontrados no veneno de

himenbpteros sociais.
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MASTOPARANOS ISOLADOS DE VESPAS SOCIAIS

Diversos peptideos bioativos foram isolados de venenos de vespas e
abelhas em geral. Tais peptideos sdo classificados, segundo suas atividades
biolégicas e estruturas moleculares, em diversas familias, como por exemplo, a
dos mastoparanos e das cininas de vespas (Nakajima et al., 1985; Dohtsu et
al., 1993).

Os mastoparanos fazem parte de uma classe de peptideos que
degranulam mastécitos e geralmente sdo formados por 10 a 14 residuos de
aminoacidos (Nakajima, 1984). Na Tabela 1 sdo apresentados varios

mastoparanos extraidos de veneno de vespas sociais.

Tabela 1. Exemplos de mastoparanos, com suas seqiiéncias primarias e

himenodpteros de origem.

Nome (Seqiiéncia de aminoéacidos) Vespa

Mastoparano (INWKKMAATALKMI-NH,) Parapolybia indica
Mastoparano X (INWKGIAAMAKKLL-NH,) Vespa xanthoptera
Mastoparano-MCD (INLKAIAALVKKVL-NH,) Vespa orientalis
Mastoparano M (INLKAIAALAKKLL-NH,) Vespa mandarinia
Mastoparano C (INLKALLAVAKKIL-NH,) Vespa crabro
Mastoparano (INLKALAALAKKIL-NH,) Vespula lewisii
Mastoparano B (LKLKSIVSWAKKVL-NH,) Vespa basalis
Mastoparano Polistes (VDWKKIGGHILSVL-NH,) Polistes jadwigae
Crabrolin (FLPLILRKIVTAL-NH,) Vespa crabro

Uma das propriedades dos mastoparanos é realizar interagbes com

biomembranas (Katsu et al., 1989), provocando aumento da permeabilidade

das mesmas, através da liberagdo de fosfolipideos. Visto que sdo muito

pequenos para atravessar as membranas como ao-hélices anfipaticas,
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configuragdo que geralmente assumem quando em contato com as mesmas,
os mastoparanos associam-se, formando poros passageiros que acabam por
aumentar a permeabilidade das bicamadas lipidicas a solutos hidrofilicos
(Arbuzova & Schwarz, 1999).

Em experimentos de liberagdo de marcador fluorescente, verificou-se
que os mastoparanos aumentam a permeabilidade de lipossomos formados por
fosfatidiletanolamina e fosfatidilglicerol. Estes lipidios sdo os principais
constituintes da membrana citoplasmatica de Escherichia coli. Porém
mostraram fraca atividade contra lipossomos compostos de fosfatidilcolina e
colesterol. Estes resultados indicam que mastoparanos sao translocados para
o interior de lipossomos compostos principalmente de fosfolipideos acidos
(Katsu ef al., 1990). Estas observagdes sugerem que o mecanismo envolvido
na liberacdo de histamina por mastocitos seja devido a agdo de peptideos da
familia dos mastoparanos. Mastécitos sdo células de defesa de muitos

organismos, que contém granulos de serotonina e histamina, desencadeadores

das reagdes alérgicas. E provavel que esta liberagdo siga um mecanismo no

qual iniciaimente a membrana celular € perturbada (com consequente
rompimento), o peptideo é translocado e as proteinas-G dos mastocitos séo
ativadas (Dohtsu et al., 1993). A Figura 1 ilustra fotomicrografias de um

mastocito antes e depois de ter liberado seus granulos de histamina.
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Figura 1. Fotomicrografias eletronicas de um mastdécito. (a) Os granulos de secregao de
histamina estao intactos. (b) Granulos de secregdo ja foram liberados, a superficie da célula &

irregular e o contetido dos granulos esta em dissolucgéo.
Aumento de 20.000 x. (Junqueira, 1990).

Além da atividade de degranulagdo de mastocitos, descobriu-se que
mastoparanos podem induzir um aumento na atividade fosfolipasica. As
fosfolipases A;, catalisadoras da liberagao de acido aracdénico, séo, talvez, as
enzimas mais estudadas do ponto de vista estrutural, sendo encontradas nas
mais diversas fontes: desde venenos de serpentes, lagartos e abelhas até
pancreas de mamiferos. Os mastoparanos apresentam a capacidade de
aumentar em 12, 15 e 50 vezes a produgao de acido aracdonico, catalisada
pelas fosfolipases A; do veneno de abelha, veneno de cascavel e de pancreas
porcino, respectivamente (Argiolas & Pisano, 1983). Estes resultados sugerem
que mastoparanos e outros peptideos presentes em venenos de insetos atuam,
ao menos em parte, como estimulantes da atividade fosfolipasica. Tal
mecanismo ainda esta para ser elucidado do ponto de vista estrutural.

Os mastoparanos apresentam forte atividade hemolitica, comprovada

por experimentos realizados com o mastoparano B, isolado de Vespa basalis.

Esta hemdlise atua por sinergismo com a proteina do veneno da vespa, 0 que
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11-

sugere um possivel envolvimento do mastoparano B no efeito letal do veneno
de Vespa basalis (Ho & Hwang, 1991).

Estudos estruturais usando dicroismo circular (CD) e ressonancia
magnetica nuclear (RMN) revelaram que, em solugdo aquosa, O0s
mastoparanos nao apresentam estrutura secundaria mensuravel, estando,
portanto, em uma conformagao aleatéria. Em solugao com trifluoretanol adotam
uma conformagédo em a-hélice anfipatica (Chuang et al, 1996), cujos grupos
positivamente carregados (grupo NH, do amino terminal e trés residuos de
lisina ou outros aminoacidos positivamente carregados) localizam-se em um
dos lados da hélice, enquanto que os residuos hidrofébicos ocupam a outra
face da hélice. Tal conformagédo é considerada como de grande relevancia
para a agao téxica do mastoparano (Katsu et al, 1990, Nakajima et al., 1985,
Konno et al., 2000).

A melitina (27 residuos de aminoacidos), toxina extraida do veneno da
abelha Apis mellifera, também interage com membranas. Sua estrutura
tridimensional, resolvida por cristalografia (Terwilliger & Eisenberg, 1982a, b;
Cadigo de acesso no PDB: 2MLT), apresenta a forma de um bastao curvado

composto por dois segmentos de a-hélice em cada cadeia (Figura 2).

’(;? ﬁ.
A Figura 2. Elementos de estrutura

K

w secundaria da melitina (codigo no PDB:
2MLT).
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Na estrutura da melitina, os residuos de aminoacidos hidrofébicos
estao localizados no lado oposto aos residuos hidrofilicos. Este peptideo induz
uma vasta gama de atividades bioquimicas, incluindo hemdlise de eritrocitos
(Bernheiner & Rudy, 1986; Habermann, 1972), pois tem a habilidade de

estimular a liberagdo de fragmentos de membranas de hemacias (Katsu et al,

1988). Devido a semelhanga estrutural de alguns mastoparanos com a

melitina, propds-se que os mesmos atuem sobre biomembranas através de um
mecanismo similar ao dela (Katsu et al,, 1990). A Figura 3 ilustra a superficie
molecular da melitina, colorida de acordo com o potencial eletrostatico, usando
o programa GRASP (Nicholls et al., 1991). Nesta figura, nota-se claramente a

concentracao de cargas positivas (cor azul) em um dos lados da molécula.

Figura 3. Representag¢ao do potencial eletrostatico de superficie molecular da melitina (codigo
de acesso no PDB: 2MLT), calculado com o programa GRASP. Regides em azul: potenciais

positivos; regides em branco: potenciais neutros. (a) vista frontal e (b) vista dorsal.
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A estrutura do mastoparano B de Vespa basalis, em solugao, também
indicou a presenga de uma a-hélice anfifilica entre os residuos 3 a 14, com os
residuos hidrofilicos Lys-4, Ser-5, Ser-8, Lys-11 e Lys-12 localizados de um
lado e os residuos hidrofébicos Leu-3, lle-6, Trp-9, Ala-10, Val-13 e Leu-14
localizados do outro lado da molécula (Chuang et al., 1996).

Tanto os resultados estruturais de melitina, quanto de mastoparano B
sao similares aos observados para a estrutura em solugdo do mastoparano X
(cédigo no PDB: 1A13), isolado de Vespa xanthoptera (Wakamatsu et al., 1992,
Kusunoki et al., 1998), ilustrada na Figura 4. No PDB (Protein Data Bank), esta
depositada a estrutura deste mastoparano X ligado a proteina-G, resolvida por

Ressonancia Magnética Nuclear (RMN).

Figura 4. Elementos de estrutura
secundaria do mastoparano X (cédigo no
PDB: 1A13).

A Figura 5 apresenta a superficie molecular do mastoparano X colorida

de acordo com o potencial eletrostatico, usando o programa GRASP (Nicholls

et al, 1991). E ilustrada a concentragéo de cargas positivas (cor azul) em um

dos lados da molécula.
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Figura 5. Representagdo do potencial eletrostatico de superficie do mastoparano X (cédigo de
acesso no PDB: 1A13), calculado com o GRASP. Regides em azul: potenciais positivos;
regides em branco: potenciais neutros. (a) vista frontal e (b) vista dorsal.

MASTOPARANOS ISOLADOS DE VESPAS SOLITARIAS

Descobriu-se recentemente a presenga de mastoparanos no veneno de
vespas solitarias, dentre eles, EMP-AF e Anoplin, extraidos respectivamente
das vespas Anterhynchium flavomarginatum micado e Anoplius samariensis.
Experimentos bioquimicos realizados com esses mastoparanos indicaram que
a sequéncia primaria, estrutura e atividade biolégica dos mesmos, incluindo
degranulagdo de mastécitos, sdo parecidas com as apresentadas pelos
peptideos anfipaticos inflamatérios de himendpteros sociais (Konno et al,
2000; Nakajima, 1984).

EMP-AF, conhecido como eumenine mastoparano-AF, &€ o principal
peptideo que compbem o veneno extraido da vespa Anterhynchium

flavomarginatum micado (Figura 6), a vespa solitaria mais abundante do Japao
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(Konno et al., 2000). E um tetradecapeptideo, com C-terminal amidado e rico
em aminoacidos hidrofébicos e basicos, cuja seqléncia primaria & similar a dos
mastoparanos anteriormente descritos. Na verdade, quando comparado ao
mastoparano (MP), extraido de Vespula lewisii, EMP-AF possui a mesma
sequéncia de 3 aminoacidos do N-terminal e 7 dos 11 residuos restantes sao

comuns. Assim, prevé-se que EMP-AF adote uma conformagao em a-hélice

anfipatica, como acontece para MP.

Figura 6. A vespa Anterhynchium
flavomarginatum micado com uma
lagarta paralisada (Cortesia do Dr. K.
Konno).

Além de EMP-AF, outros trés analogos, EMP-AF 1~3, foram isolados do

veneno de Anterhynchium flavomarginatum micado, provavelmente devido a

digestdo enzimatica, durante a estocagem das vespas coletadas e

procedimentos de dissecagdo (Konno ef al, 2000). Quando a temperatura
aumenta, as enzimas contidas no veneno podem clivar EMP-AF, resultando
nos peptideos EMP-AF1~3, com N-terminal truncado e/ou C-terminal
hidroxilado. Os analogos sido importantes para a investigagao da relagao
estrutura-fungdo desses mastoparanos. EMP-AF1, possui 14 aminoacidos,
como EMP-AF, porém seu C-terminal € hidroxilado. EMP-AF2 e 3 possuem 11
residuos de aminoacidos, mas apenas o0 primeiro possui C-terminal

carboxiamidado, como EMP-AF.
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Similarmente ao EMP-AF, uma conformagao secundaria em a-hélice anfipatica
€ esperada.

Experimentos bioquimicos realizados com EMP-AF e Anoplin,
indicaram que ambos apresentam atividade de degranulagdo de mastoécito,
caracteristica dos mastoparanos isolados de veneno de vespas sociais.

A Figura 8 mostra as estruturas em a-hélice anfipaticas previstas para

mastoparano, EMP-AF e Anoplin.

Leu?
7( JIle®
lo Leul?
Leud
Lys

Anoplin

Figura 8. Estrutura secundaria prevista dos Mastoparanos

(® residuos hidrofilicos; o residuos hidrofébicos).

Outros mastoparanos extraidos do veneno de vespas solitarias sao:
EMP-EM1~4, extraidos de Eumenes micado, EMP-ER, extraido de Eumenes
rubronotatus, Eu-5 e Eu-6, ambos extraidos de Eumenes rubrofemoratus, Ef-10
e Ef-11, de Eumenes fracterculus, Ed-6, isolado de Oreumenes decoralus, e

0Od-6 e Od-8, extraidos de Orancistroceros drewseni. As sequéncias primarias

desses peptideos sdo apresentadas a seguir (preto: residuos hidrofobicos;
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azul: residuos carregados positivamente; vermelho: residuos carregados

negativamente; verde: residuos polares).

EMP-EM 1
EMP-EM 2
EMP-EM 3
EMP-EM 4
EMP-ER
Eu-5

Eu-6
Ef-10

Leu-Lys-Leu-Met-Gly-Ile-Val-Lys-Lys-Val-Leu-Gly-Ala-Leu-NH,
Leu-Lys-Leu-Leu-Gly-Ile-Val-Lys-Lys-Val-Leu-Gly-Ala-Leu-NH,
Phe-Asp-Ile-Gly-Ile-Ile-Ile-Lys-Lys-Val-Val-Ser-Gly-Leu-NH,
Phe-Asp-Leu-Gly-Ile-Ile-Ile-Lys-Lys-Val-Val-Ser-Gly-Leu-NH,
Leu-Asn-Leu-Lys-Gly-Ile-Phe-Lys-Lys-Val-Ala-Ser-Leu-Leu-Thr
Leu-Asn-Leu-Lys-Gly-Leu-Ile-Lys-Lys-Val-Ala-Ser-Leu-Leu-NH,
Phe-Asp-Ile-Met-Gly-Leu-Ile-Lys-Lys-Val-Ala-Gly-Ala-Leu-NH,
Leu-Asn-Leu-Lys-Gly-Leu-Phe-Lys-Lys-Val-Ala-Ser-Leu-Leu-NH,
Phe-Asp-Val-Met-Gly-Ile-Ile-Lys-Lys-Ile-Val-Ser-Ala-Leu-NH,
Gly-Arg-Ile-Leu-Ser-Phe-Ile-Lys-Gly-Leu-Ala-Glu-His-Leu-NH,

Ile-Leu-Gly-Ile-Ile-Thr-Ser-Leu-Leu-Lys-Ser-Leu-NH,

Ser-Leu-Leu-Ser-Leu-Ile-Arg-Lys-Leu-Ile-Thi

A Figura 9 ilustra um grafico do percentual de liberagdo de histamina

de mastaocitos peritoneais de ratos, pela concentragao de mastoparano (Konno

et al., 2000). Por este grafico, & possivel inferir que o poder inflamatério dos

peptideos isolados de vespas solitarias (Anoplin e EMP-AF, por exemplo) é

proporcional ao apresentado pelos mastoparanos extraidos de vespas sociais

(MP, por exemplo).
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Figura 9. Gréfico da liberagdo de histamina devido a agdo dos mastoparanos sobre mastécitos.
EMP-AF é tao potente quanto MP e Anoplin apresenta um potencial 2/3 menor que o
apresentado por MP (Konno et al., 2000).

Ja a Figura 10 apresenta um grafico da atividade hemolitica dos
mastoparanos sobre eritrécitos humanos (Konno et al., 2000). Nota-se que

EMP-AF possui potencial de hemolise celular proporcional a de MP e maior

que de Anoplin.

7

/

% Absorbéncia

1
5

Conc. Log (M)

Figura 10. Grafico da absorbancia medida como conseqiiéncia da quebra de eritrocitos
humanos pelos mastoparanos. EMP-AF apresenta um potencial 1/3 menor que MP e Anoplin

praticamente ndo apresenta atividade hemolitica (Konno et al., 2000).
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Um entendimento mais aprofundado das diferentes atividades
biolégicas dos mastoparanos isolados de veneno de vespas solitarias, requer
um estudo estrutural mais detalhado, analisando-os em solugao, no estado

cristalino e na presenga de biomembranas.

INTERACAO DE PEPTIDEOS COM MEMBRANAS LIPIDICAS

Varios organismos, tais como fungos, plantas, insetos, anfibios e
mamiferos, incluindo os seres humanos, produzem peptideos anfifilicos que
possuem atividade antibacteriana, anti-fiungica, hemolitica, anti-virética e anti-
tumoral. Mesmo bactérias possuem peptideos antibacterianos, neste caso,
contra bactérias especificamente competidoras (Baba & Schneewind, 1998).

As industrias farmacéuticas vém mostrando grande interesse no estudo
destes peptideos, principalmente devido ao aparecimento das superbactérias,
resistentes aos antibiéticos sintéticos disponiveis no momento. Entre os novos
potenciais agentes, destacam-se diversos peptideos isolados de venenos, tais
como, apidaecinas (18 residuos de aminoacidos), drosocinas (19 aminoacidos)
(Otvos Jr. et al., 2000), magaininas (Gibson et al., 1986) e cecropinas (Steiner
et al., 1981).

Os eumenines mastoparanos também apresentam potencial para
serem usados como drogas antimicrobianas, uma vez que, as presas
capturadas por vespas solitarias ndo sdo mortas de imediato, permanecendo

paralisadas até servirem de alimento para as larvas da vespa (Konno et al,
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2000). Isto indica que o veneno das mesmas também possui componentes
antimicrobianos que impedem a decomposi¢io dos animais capturados.

A necessidade de se compreender o mecanismo de agao destes
peptideos, abriu um vasto campo para pesquisas das estruturas secundarias e
terciarias, e também das fungdes desses compostos, tanto em meio aquoso,
como ligados a membranas-modelo ou biolégicas, objetivando a produgao de
novas drogas (lbrahim et al, 2000).

Geralmente peptideos antimicrobianos possuem uma estrutura
anfifilica, com uma superficie altamente hidrofébica e outra, hidrofilica. Porém,
a classificagdo dos mesmos €& bastante complicada, uma vez que existem
peptideos analogos, ou seja, com seqiéncias de aminoacidos parecidas, que
possuem diferentes conformagdes, podendo ou nao atuar pelo mesmo
mecanismo (Epand & Vogel, 1999). Exemplos deste comportamento sdo a
dermaseptina S4 (Ghosh et al., 1997) e a cecropina LL-37 (Oren et al., 1999)
que, apesar de possuirem varias cargas positivas, ligam-se e penetram em
vesiculas compostas por fosfolipideos zwitteribnicos ou por fosfolipideos
carregados negativamente.

O mesmo ocorre com peptideos liticos. O fato de diasteridmeros
(possuem tanto L- quanto D-aminoacidos) de peptideos liticos, apesar de
possuirem uma estrutura anfipatica alterada, serem capazes de provocar lise
bacteriana, similarmente aos seus analogos formados apenas por L-
aminoacidos, sugere que uma conformacgido helicoidal desse tipo nao €&

necessaria para a atividade (Shai, 1999).
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Os peptideos podem tanto estabilizar, quanto desestabilizar

membranas (Epand et al,, 1995). E a desestabilizagdo que leva a lise celular e

é consequéncia de uma mudanga na curvatura da bicamada. Peptideos
desestabilizadores de membranas causam uma perturbacdo na estrutura das
mesmas por um aumento na tensdo de curvatura. Ja a estabilizacdo de
membranas parece ser uma conseqiéncia da diminuicdo da tensao negativa
de curvatura da monocamada (Epand et al., 1995).

As consequéncias da incorporagao de hélices anfipaticas nas
propriedades da membrana é dependente, ao menos em parte, do tamanho e
da distribuicao de cargas da face hidrofilica da hélice (Segrest et al, 1990) e
muito mais consequéncia do arranjo conformacional do peptideo na membrana,
do que efeito do peptideo nas propriedades da bicamada.

Uma vez que varios peptideos possuem carga liquida positiva, tem-se
levantado a hipétese de que seu modo de agédo deva envolver a ligagao a
moléculas carregadas negativamente, o que inclui os fosfolipideos das
membranas. Essa ligacdo pode ser, entdo, devido a interagdes eletrostaticas
ou hidrofébicas, regidas pelo carater anfifilico dos peptideos, provocando a
formagao de canais ou de poros idnicos que atravessam a membrana, ou
ocorrendo de forma paralela @ membrana. Em ambos os casos, provoca um
disturbio letal no empacotamento dos lipideos (Epand et al., 1995).

Varios mecanismos foram propostos para descrever 0s passos
detalhados envolvidos na permeabilizagdo de membranas por peptideos. Os

principais sdo: modelo "barril* € modelo "carpete".
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No modelo de barril (Yang et al., 2001; Shai, 1999) ocorre a formagao
de poros ou canais transmembranicos, pela associagdo de o-hélices
anfipaticas (ou até mesmo folhas-), de tal forma que a superficie hidrofobica
do peptideo interaja com a regido central, também hidrofébica, da membrana e
a superficie hidrofilica forme um poro aquoso (Figura 11, superior e Figura 12,
a direita).

O seguinte critério deve ser preenchido de forma que uma molécula
venha a formar um poro transmembranico: a) ligagdo de mondémeros do
peptideo, na forma de a-hélice, 8 membrana; b) os monémeros se reconhecem
pela baixa densidade que ocorre na membrana; c) insercdo da hélice na
bicamada lipidica e d) agregacao de mais mondémeros, aumentando o tamanho
do poro.

Uma vez que os peptideos podem inserir-se no centro hidrofébico da
membrana, € provavel que a ligagdo entre os dois seja feita através de
interagdes hidrofébicas. Consequentemente, os peptideos podem se ligar a
membranas fosfolipidicas independentemente de suas cargas (Shai, 1999).

Espera-se que esse modelo de agao seja proporcional a concentragao
do peptideo, uma vez que, pelo menos 4 moléculas do peptideo precisam ser
agrupadas para formar um poro ion-permeavel. O tamanho do poro também
depende da concentragdo do peptideo. E, por fim, a orientagao das hélices

depende da razao lipideo/peptideo (Epand et al., 1995).
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Figura 11. Desenhos esquematicos do modelo "barril" (superior) e "toroidal" (inferior). A
camada escura simboliza os grupos-cabega da bicamada lipidica. Os mondmeros do peptideo

estdo representados pelos cilindros (Yang et al., 2001).

O modelo de barril se aplica ao mecanismo de agao da alameticina

(Sansom, 1993, Bechinger, 1999), cujos canais sao reproduziveis e bem
definidos.

Alguns peptideos alinham-se paralelamente a bicamada, o que levou
ao surgimento de outros modelos, sendo o principal 0 modelo de "tapete" ou
"carpete” (Pouny el al, 1992; Oren & Shai, 1998; Shai, 1999), apresentado na

Figura 12, a esquerda.
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Figura 12. llustragdo dos modelos "barril" (a direita) e "carpete" (a esquerda), sugeridos para a penetragdo de membranas. No modelo
"carpete": (a) os peptideos de ligam a superficie da membrana com suas regides hidrofébicas em contato com a membrana e as regides
hidrofilicas, em contato com o solvente; (b, ¢) quando uma concentrag&o limiar de monémeros € atingida, a membrana é rompida. No
modelo "barril"; (a) os peptideos se agrupam na superficie da membrana; (b) se inserem no centro lipidico da membrana e ocorre o
recrutamento de mondmeros adicionais para a formag&o do poro permanente (Shai, 1999).
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O modelo "carpete"” foi proposto inicialmente para descrever o modo de
acao de analogos da dermaseptina, cecropina e outros peptideos antibidticos,
e representa uma situagao na qual o peptideo esta em contato com o grupo
polar dos fosfolipideos durante todo o processo de permeabilizagao da
membrana (Shai, 1999). De acordo com esse modelo, inicialmente os
peptideos ligam-se a membrana, cobrindo sua superficie como se fosse um
carpete. A penetragdo da membrana ocorre apenas em altas concentracdes
locais de peptideo e a ruptura da superficie s6 ocorre quando toda ela estiver
coberta com uma monocamada de peptideo (Figura 13c).

Ao contrario do que ocorre no modelo de barril, os peptideos nao estao
inseridos no centro hidrofobico da membrana, nem se aglomeram para manter
suas superficies hidrofilicas face a face. Além disso, um peptideo que penetra
na membrana, via este mecanismo, necessariamente nao precisa adotar uma
estrutura secundaria especifica (Shai, 1999).

Os quatros passos propostos que parecem estar envolvidos neste
modelo sdo: a) ligagdo preferencial do monémero do peptideo aos grupos-
cabega dos fosfolipideos; b) alinhamento do mondédmero na superficie da

membrana de tal forma que sua regido hidrofilica esteja em contato com

moléculas de agua ou com os grupos polares dos lipideos; c) rotagdo da

molécula, que leva a uma reorientacéo dos residuos hidrofobicos em diregéo

do centro hidrofébico da membrana; d) desintegracdo da membrana.
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Figura 13. Modelos da interagdo peptideo-membrana. (a) Hélice transmembranica; (b) Modelo "buraco de

minhoca"; (c¢) Modelo "carpete"”; (d) Modelo da difus&o no plano da superficie da bicamada; (e) llustragao
da diminuigdo do empacotamento da bicamada lipidica, devido a inser¢ao de peptideos (Bechinger, 1999).
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Antes do colapso do empacotamento da bicamada pelo mecanismo
"carpete”, pode ocorrer a formagao de poros transientes na membrana, que
permitem a passagem de substancias com baixo peso molecular. A formagao

de tais poros foi proposta para explicar o mecanismo de agdo das magaininas,

dermaseptinas e melitinas e recebe o nome de modelo "toroidal" (Figura 11,

inferior) ou "buraco de minhoca" (Figura 13b).

De acordo com essa variante do modelo "carpete", o peptideo, na
conformagéo de hélice anfipatica, liga-se a membrana de forma que o eixo da
hélice fique perpendicular a superficie e os residuos carregados do peptideo,
em conjunto com a parte polar dos lipideos, formam um complexo dindmico
que delineia o interior de um poro aquoso (Figura 14). Esse poro pemmite a
invas&o da bicamada lipidica pelo aumento da permeabilidade da membrana e
provoca sua eventual ruptura através de um mecanismo osmético (Yang et al.,
2001). Porém, é observado apenas nos primeiros estagios da interagdo
peptideo-membrana (Epand et al,, 1995). Os peptideos passam para o interior
da monocamada ap6s formarem os poros e podem vir a interagir com as
proteinas-G citoplasmaticas (Shai, 1994; Matsuzaki, 1998; Kenner & Aboderin,
1971).

Ludtke e colaboradores propuseram, em estudos com a magainina,
uma dependéncia da formagao de canais na membrana com a concentragao
do peptideo (Ludtke et al, 1994). Sugeriram que, em baixas concentragdes, a
magainina fica adsorvida paralelamente a superficie, sofrendo flutuagoes

térmicas que promovem o aparecimento esporadico de canais instaveis no

Introducgéo
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tempo, na forma e no tamanho. E, em altas concentragdes, forma canais em

maior numero e tamanho, provocando lise celular.

lipideos

Figura 14. Esquema da formag&o de um poro transiente (modelo toroidal): (a) Ligag¢do do
peptideo a membrana; (b) Formagdo do poro, composto por uma associago entre as
moléeculas de peptideo e os grupos polares dos lipideos; (¢) Translocagao do peptideo para o
interior da bicamada e desintegragdo do poro (Matsuzaki, 1998).
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Bechinger (1997) sugere, baseado em estudos da cecropina, que os

peptideos altamente carregados destréem o empacotamento da bicamada

lipidica. Normalmente, os peptideos ligados difundem-se na membrana
continuamente, mudando suas orientagées e distancias relativas. Quando a
distancia entre eles atinge um valor critico, aumenta a desestabiliza¢do local da
membrana, provocando sua ruptura.

Esses sao atualmente os modelos mais importantes mas, além desses,
temos outros, como o mecanismo da hélice transmembranica (Figura 13a) e o

modelo da difusao no plano da superficie da bicamada (Figura 13d).
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OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi o estudo conformacional de

mastoparanos, peptideos extraidos do veneno de vespas solitarias e os

principais responsaveis pela atividade farmacolégica conferida por estes

venenos, incluindo neurotoxicidade e atividades hemolitica, inflamatéria e
antibacteriana. Dessa forma, fazendo uso de técnicas de difracédo de raios X,
dicroismo circular e fluorescéncia, procurou-se fazer um estudo estrutural
sistematico a respeito destes peptideos para, posteriormente, entender-se as
bases moleculares de suas diferentes atividades biologicas.

Este projeto tem um carater multidisciplinar e faz parte de um projeto
de pesquisa mais abrangente (CAT-CEPID/FAPESP), que objetiva o estudo
estrutural de toxinas e envolve a colaboragdo do Grupo de Biocristalografia do
Departamento de Fisica, Ibilce-Unesp (www.biocristalografia df.ibilce.unesp.br)

com o CEIS, IB-Unesp, Rio Claro-SP.

Objetivo
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MATERIAIS E METODOS

CRISTALIZACAO

Para a determinagao da estrutura tridimensional de uma proteina, por
técnicas de difracao de raios X, € imprescindivel a obtengao de monocristais de
tamanho apropriado para a coleta de dados. Existem varias técnicas de
cristalizagao de proteinas, todas tendo como objetivo levar a solugdo da
macromolécula biolégica a um estado de supersaturagcéo (Giegé & Ducruix,
1992) favoravel a formacdo dos primeiros nucleos cristalinos (agregados
organizados da macromolécula). A técnica mais utilizada nos experimentos de
cristalizacdo € a difusdo de vapor, sendo possiveis pelo menos trés
implementagbes desta técnica: gota sentada, gota pendurada e gota
sanduiche. O sistema utilizado para a cristalizagdo dos mastoparanos foi

difusao de vapor do tipo gota pendurada, como esquematizado na Figura 15.

Figura 15. Representacdo esquematica do método gota pendurada de difusdo de vapor.
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Neste método um volume determinado, geraimente 1,0ml, de cada uma
das solugdes que compdem o método da Matriz esparsa (Jancarick & Kim,
1991), é colocado nos reservatérios da placa de cristalizagdo. As gotas,
contendo o peptideo ja dissolvido e a solugédo de cristalizagéo, sédo montadas
em laminulas siliconizadas em uma propor¢éo de 1:1. Uma descri¢éo sobre a
técnica e os principios de cristalizagao séo discutidos no Apéndice A.

As amostras liofilizadas dos peptideos foram fornecidas pelo Prof. K.
Konno e Prof. Dr. Mario Sérgio Palma (CEIS, IB-Unesp, Rio Claro). Os
mastoparanos submetidos aos experimentos de cristalizagao foram: Anoplin,

EMP-AF e EMP-AF2.

CRISTALIZACAO DO ANOPLIN

Experimentos de cristalizagdo do Anoplin foram realizados usando os
métodos ja descritos e os primeiros cristais foram obtidos em uma solugéo
contendo 0,1M de Citrato de Sédio, 20% de Isopropanol e 20% de PEG 400,
em uma concentragao peptidica de 14mg/ml, em 30% de trifluoretanol (TFE).

Tentativas de melhoria dos cristais foram realizadas visando a
diminuicdo da quantidade de nucleos cristalinos e aumento do volume dos
mesmos. Para isso, fez-se variagbes nas solugdes de cristalizagédo e do
peptideo.

Apos varias modificagées, os melhores cristais foram obtidos em gotas
contendo 0,1M de Citrato de Sédio, 20% de PEG 400 e 10% de Isopropanol,
em uma concentragao de peptideo de 3mg/ml, dissolvido em solugéo aquosa a
50% de TFE.

Materiais e Métodos
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CRISTALIZAGAO DO EMP-AF

O EMP-AF foi dissolvido em solugdo aquosa a 50% de TFE. Cristais
de EMP-AF se formaram em varias condigdes de cristalizacdo usando os
métodos ja descritos, mas os melhores cristais foram obtidos apés duas

semanas de crescimento, em gotas que continham 2ul de solugao de EMP-AF

a 5mg/ml e 2ul de Formiato de Sédio 4,0M.

CRISTALIZAGAO DO EMP-AF 2

Este peptideo € um analogo sintético do EMP-AF, diferindo deste
apenas por ter o N-terminal hidrolisado.

Policristais de EMP-AF2, foram obtidos em gotas nas quais o peptideo,
dissolvido em solugao aquosa contendo 50% de TFE, a uma concentragao de
5mg/ml, foi misturado, em igual proporgao, com solugéo de 0,1M de Acetato de

Saédio (pH 4,6) e 2,0M de Formiato de Sodio.

COLETA DE DADOS DE DIFRACAO DE RAIOS X

Estudos preliminares de difragdo de raios X mostraram que cristais de
macromoléculas biolégicas degradam-se rapidamente quando expostos ao raio
X, a temperatura ambiente. Assim, procurou-se coletar os dados de difragdo a
partir de criocristais congelados a 85K (-188°C), seguindo procedimentos
descritos previamente (de Azevedo Jr., Mueller-Dieckmann et al., 1996; Kim et

al., 1996, de Azevedo Jr., Leclerc et al., 1997).

Materiais e Métodos
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Apenas os cristais do Anoplin e EMP-AF foram submetidos aos
experimentos de difracdo de raios X, uma vez que foram os melhores
resultados obtidos na cristalizagéo.

Antes do congelamento do cristal de EMP-AF, PEG 400 foi adicionado
as gotas de cristalizagao, para crioprote¢ao.

Os dados de difragéo de raios X foram coletados a um comprimento de
onda de 1,535A, usando fonte de luz sincrotron (Estagdo PCr, Laboratério
Nacional de Luz Sincrotron, LNLS, Campinas, Brasil) (Polikarpov, Oliva ef al,,
1998; Polikarpov, Perles et al, 1998) e placa de imagem MAR de 34,5cm, a uma
distancia cristal-detector de 150,43mm. Usando uma faixa de oscilagdo de 20°,
30 imagens foram coletadas e os dados de difragdo de raios X foram
processados a uma resolugdo de 2,0A, usando os programas DENZO e
SCALEPACK (Otwinowski, 1993). Procedimentos de auto-indexagao,
combinados com as analises dos padrdes de difracao e calculo das médias das
intensidades equivalentes, foram usados na caracterizagdo da simetria de
Laue.

Valores estimados do volume de Mathews e do conteudo de solvente

do cristal foram calculados segundo a equagéo:

V,, = s (1)

M

Z.PM

onde Vy € o Volume de Mathews (Mathews descobriu que, para muitos cristais,
a razao do volume da cela unitaria € o peso molecular estao entre 1,7 e 3,5
A’IDa), Z é o nimero de moléculas por cela unitaria, PM & o peso molecular da
molécula em estudo e V.., € 0 volume da cela unitaria, encontrado a partir da

equacgao 2:
Materiais e Métodos
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Vi = a.h.c‘/l —cos” a —cos’ B —cos’y +2cosa cos B cosy (2)

sendo a, b, ¢, a, B e y os parametros da cela unitaria.
A densidade do cristal foi calculada segundo a equagao 3:

_ ZPMm,
vV,

cela

p V.

onde my é 1,673.10%g e ps,y € a densidade do solvente (1g/cm®).

Os cristais do Anoplin também foram submetidos a experimentos de
difragdo de raios X na Estagdo de PCr do Laboratério Nacional de Luz
Sincrotron, LNLS, Campinas, Brasil (Polikarpov, Oliva et al, 1998; Polikarpov,
Perles et al, 1998), usando técnicas de criocristalografia ou montados nos

tubos capilares, mas nao produziram dados de difragao de raios X.

DICROISMO CIRCULAR

Os espectros de dicroismo circular dos mastoparanos foram obtidos
utilizando-se um espectropolarimetro Jasco-710 (JASCO International Co. Ltd.,
Tokyo, Japan). Foram coletados na regido do UV distante, no intervalo de
comprimento de onda de 190 a 250nm, a 25°C. A velocidade de varredura foi
20nm/min, utilizando uma largura de banda de 1,0nm, sensibilidade de
20miligraus, tempo de resposta de 1s e 0,1nm de resolugdo. Os espectros
finais foram obtidos a partir da média de 6 acumulagdes e usou-se cubetas de
quartzo de caminho Optico de 0,5cm ou 1cm.

Os espectros foram coletados em varias concentragbes de 2,2,2-

Trifluoretanol (TFE), adquirido da Merck, Dodecil Sulfato de Sédio (SDS), da
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Pharmacia, e em lipossomos zwitteribnicos e anibnicos, constituidos pelos
fosfolipideos PC (L-a-fosfatidilcolina, PM=734) e PG (L-a-fosfatidil-DL-glicerol,
PM=745), extraidos de gema de ovo. Alternativamente, foram utilizados os
lipideos sintéticos DPPC (dipalmitoil-fosfatidilcolina) e DPPG (dipalmitoil-
fosfatidilglicerol). Todos os lipideos foram adquiridos da Sigma Chemical Co.
A montagem desses lipossomos sera descrita a seguir.

Os mastoparanos foram dissolvidos em tampado Tris
(Tris(hidroximetil)aminometano, Merck) 5mM, pH 8,0. Para EMP-AF1, EMP-
AF3 e Anoplin, testou-se a dependéncia da elipticidade pela concentragédo do
peptideo, na presenga de SDS.

Fazendo a corregdo da linha de base, a elipticidade observada, 6
(miligraus), foi convertida em elipticidade molar média, [©] (graus cm?dmol),
usando a relagao 4:

fo] - 1009

len

(4)

onde / € o caminho dptico da cubeta em centimetros, ¢ € a concentragdo do
peptideo em milimolar e » € o nimero de residuos do peptideo.

Assumindo um modelo de dois estados, proposto por Rohl & Baldwin
(Rohl & Baldwin, 1998), a elipticidade residual observada em 222nm (©%;, em
graus cm?/dmol residuo) foi convertida em porcentagem de a-hélice (f;) usando

a equacgao 5:

obs €
L G')222 % 9222

T AH C
G‘)222 i 9222

Ju
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onde ©f,, = +640graus cm?/dmol residuo (Rohl & Baldwin, 1998) corresponde a

elipticidade em 100% de random coil (conformagao aleatéria). ®%, (graus

cm?/dmol residuo) (Rohl & Baldwin, 1998) corresponde a elipticidade residual

para uma estrutura 100% helicoidal e & dada por:

©%, =-42500(1 - (x/n)) (6)

onde n € o numero de residuos de aminoacidos e x € o nimero de grupos
carbonila nao ligados por pontes de hidrogénio no peptideo. Usou-se x=3 para
peptideos carboxiamidados (EMP-AF, EMP-AF2, Anoplin, EMP-EM1 e EM-
EM2) e x=4 para peptideos nao-carboxiamidados (EMP-AF1, EMP-AF3, EMP-
ER) (Rohl & Baldwin, 1998).

Alguns detalhes sobre a técnica de dicroismo circular séao

apresentados no Apéndice B.

FLUORESCENCIA

A espectroscopia de fluorescéncia foi utilizada para monitorar a
liberagdo de moléculas fluorescentes (5-carboxifluoresceina) de lipossomos,
induzida pelos peptideos. Foi utilizado o fluorimetro Hitashi F4500 (Spectronic
Inc., Rochester NY) do Departamento de Quimica, Ibilce-Unesp. Os espectros
de emissdo da carboxifluoresceina foram obtidos na regido do visivel, no
intervalo de comprimento de onda de 500 a 600nm, com maxima fluorescéncia
em 520nm. A amostra foi excitada em 490nm e a abertura da fenda de
excitagao foi de 5nm e de emissao, 2,5nm. A velocidade usada foi 60nm/min e
a voltagem da fotomultiplicadora foi 900V.

Materiais e Métodos
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Nestes experimentos, aliquotas de lipossomos foram adicionadas, sob
agitagcéo, a uma solugéo de peptideo, cuja concentragao inicial era de 10uM,
dissolvido em tampao Tris 5SmM. Os espectros foram coletados em cubetas de
quartzo de caminho 6ptico de 1cm. A composigdo lipidica dos lipossomos foi
100% de fosfatidilcolina, extraida da gema de ovo. As concentragées de
lipideo variaram de 600pM a 900uM. Os valores da intensidade de
fluorescéncia foram medidos durante uma hora, em intervalos de 5 minutos,
nas propor¢des de 35 e 10 lipideos/peptideo. Apés o término de cada medida,
adicionou-se 0,1% do detergente Triton X-100, para obter-se a intensidade de
fluorescéncia maxima da carboxifluoresceina encapsulada.

As curvas de liberagao de carboxifluoresceina foram apresentadas em

termos de porcentagem de liberagdo maxima pela equacgao 7:

100(F,, - F..)

Porcentagem de Liberagéo (%) = W (7)

onde Fpep € a fluorescéncia obtida apds determinado tempo de observacgéo, na
presenca do peptideo, Fnax € a fluorescéncia obtida ap6s a adigdo de Triton X-
100 e Fpin € a fluorescéncia inicial do lipossomos intactos.

Detalhes sobre a técnica de fluorescéncia sao descritos no Apéndice C.

PREPARO DOS LIPOSSOMOS

Lipossomos s&o microesferas ocas compostas de uma ou varias
bicamadas lipidicas e suas propriedades fisico-quimicas podem permanecer

estaveis de horas e até anos. Essas estruturas sao escolhidas para os estudos
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de propriedades de sistemas biolégicos que envolvem membranas, por
mimetizarem sua organizagdo estrutural e algumas de suas fungbes. A
manipulagao da composicao fosfolipidica e a adicado de componentes naturais
facilitam o direcionamento e escolha dos métodos experimentais do estudo a
ser realizado (New, 1990). Os lipossomos tém sido usados em estudos de
sistemas, de proteinas de membranas, transporte de substancias e de

interagao de toxinas de membrana (Freer, 1980; Lasic, 1988).

Os lipossomos foram preparados pela técnica de evaporagao de fase

reversa (Szoka e Papahadjopoulos, 1978), conforme ilustrado na Figura 16.
Esta técnica permite a manipulagdo da composicéo fosfolipidica da bicamada

artificial através da espécie e da razéo dos fosfolipideos.

Figura 16. Diagrama representativo da formagao de lipossomos pelo método de evaporagado de
fase reversa. (1) Os lipideos estdo dissolvidos em solventes apropriados. (2) Fixagdo na
superficie do frasco. (3) Formagao de micelas na fase reversa. (4, 5 e 6) Apo6s a sonicag&o, os
lipossomos sao formados pela fusdo das micelas.
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Os fosfolipideos foram dissolvidos, a uma concentragéo de 5Smg/ml, em
éter etilico anidro (Merck) nas seguintes proporgoes: 100% de PC, no caso de
lipossomos neutros, e 70%PC/30%PG, para lipossomos aniénicos. Estes
lipossomos mimetizam membranas bacterianas.

As solugdes de fosfolipideos foram secas por evaporagdo rotativa
(Evaporador Rotativo MA 120, Marconi, Brasil), a vacuo, por cerca de 15
minutos, aderindo na parede do frasco na forma de um filme. Para
ressuspendé-las novamente, adicionou-se 1ml de tampao Tris 25mM, pH 8,0,
contendo NaCl 150mM. Sonicou-se em ponta de titdnio (Sonicador Virsonic
475, Virtis Co., Inc. NY) por um minuto, no gelo, e depois aqueceu-se o frasco
por um minuto, até retorna-lo a temperatura ambiente. Repetiu-se esse
processo até o filme de lipossomos descolar-se totaimente do frasco, formando
uma emulsao de fase reversa. Adicionou-se aproximadamente 2ml de éter e
colocou-se novamente para secar no evaporador rotatorio, até a solugao ficar
densa. Aqueceu-se mais uma vez, até a fase ficar aquosa. Secou-se por mais

10 minutos até todo o éter evaporar, resultando numa camada multilamelar.

Deixou-se em banho de 45°C, por 30 minutos, produzindo, por fim, lipossomos

unilamelares de diametro aproximado de 1000nm (Bugs, R. exame de
qualificagdo, Unesp, 2001). Restos de titanio resultantes da sonicagdo foram

removidos por centrifugagao.

Materiais e Métodos

AVA
AVAVEY

2 3 4 5 6 7 unespmll 12 13 14 15 1o 17 18



LIBERACAO DE CARBOXIFLUORESCEINA

Para os experimentos de fluorescéncia, preparou-se uma solugdo de
carboxifluoresceina (5-carboxifluoresceina - C;1H1207 - PM=376,3), da Sigma
Chemical Co., numa concentragdo de 50mM, dissolvida em tampéao Tris 25mM
NaCl 150mM, pH 7,0, que foi encapsulada nos lipossomos de PC e DPPC.
Essa solugédo é acrescentada ao fiime de lipideos antes da sonicagdo. Para
extrair o excesso de carboxifluoresceina, os lipossomos, ja contendo a solugédo
encapsulada, sao separados, em uma coluna de filtracdo em gel (Sephadex G-
25, 1x10cm), da solugédo nao encapsulada, deixando a amostra pronta para os
experimentos de liberagdo do conteudo interno.

Quando encapsulada nos lipossomos, a auto-supressdo da
carboxifluoresceina € grande, devido a transferéncia de energia entre as
moléculas que estdao muito préximas. Desta maneira, o sinal de fluorescéncia é
baixo. Quando liberada dos lipossomos, diluindo-se na cubeta, a auto-
supressao diminui, devido ao afastamento das moléculas e a intensidade de
emissao aumenta cerca de 10 vezes. Ao adicionar-se uma solugao contendo o
agente que danifica a membrana dos lipossomos, como os mastoparanos, a

carboxifluoresceina € liberada e o sinal de fluorescéncia torna-se mais intenso.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

CRISTALIZACAO DE MASTOPARANOS

A Figura 17 ilustra os cristais do Anoplin obtidos em uma solugao
contendo 0,1M de Citrato de Sédio, 20% de Isopropanol e 20% de PEG 400,
em uma concentragado peptidica de 14mg/ml, em 30% de trifluoretanol (TFE).
Esses cristais aculiformes ndo sdo adequados aos ensaios de difragéo de raios

X, por isso procurou-se melhora-los, otimizando as condi¢des de cristalizagao.

Figura 17. Fotomicrografia dos primeiros cristais do Anoplin (aumento de 134 x).

A Figura 18 ilustra os cristais do Anoplin obtidos ap6s as modificagbes
nas condicdes de cristalizagdo, visando a melhoria dos resultados. Estes

cristais foram obtidos em gotas contendo 0,1M de Citrato de Sédio, 20% de
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PEG 400, 10% de Isopropanol e cuja concentragdo de peptideo era 3mg/mli,

dissolvido em solugédo aquosa a 50% de TFE. Apresentaram um volume maior,

quando comparados aos anteriores e arestas melhor definidas, por isso foram

submetidos a coleta de dados de raios X. Entretanto, ndo resultaram em

imagens de difragao.

Figura 18. Fotomicrografia dos cristais do Anoplin apés as melhorias (aumento de 43 x).

A Figura 19 ilustra os cristais de EMP-AF submetidos aos experimentos
de criocristalografia. Foram obtidos em gotas contendo 2ul de solugdo de
EMP-AF a 5mg/ml e 2ul de Formiato de Soédio 4,0M e, por serem bem
formados, possuindo volume suficiente e arestas definidas, foram submetidos

aos experimentos de difragcao de raios X.

Resultados e Discussao

AYA
AVAVAY

1 2 3 4 5 6 7 unespmll 12 13 14 15 1l 17

18



{y

Figura 19. Fotomicrografia dos cristais de EMP-AF (aumento de 134 X).

A Figura 20 ilustra 0s cristais de EMP-AF 2 obtidos em gotas contendo
solugéo de 0,1M de Acetato de Sodio (pH 4.6) € 2.0M de Formiato de Sadio,
em uma concentragdo peptidica de 5mg/ml a 50% de TFE. Apés varias
tentativas de melhorias dos resultados, s6 foram obtidos policristais, 0s quais
nao sio adequados aos experimentos de difragdo de raios X, por produzirem

imagens superpostas.
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Figura 20. Fotomicrografias dos cristais de EMP-AF 2 (aumento de 134 x): (a) sem
polarizagdo da luz; (b) com polarizagio da luz.

COLETA DE DADOS DE DIFRACAO DE RAIOS X

Os cristais do Anoplin (Figura 18) foram submetidos a experimentos de

difragcdo de raios X na Estacdo de PCr do Laboratério Nacional de Luz
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Sincrotron, LNLS, Campinas, Brasil (Polikarpov, Oliva et al, 1998; Polikarpov,
Perles et al, 1998), usando técnicas de criocristalografia e também montados

nos tubos capilares mas, em ambas técnicas, os cristais ndo produziram dados

de difragdo. E provavel que isto se deva ao fato dos cristais ndo possuirem um

volume adequado. Também pode ser devido a uma desordem cristalina
interna, ocorrida durante a formacgéo do cristal. Sem os dados de difragéao de
raios X & impossivel resolver a estrutura de uma macromolécula biolégica por
cristalografia. Assim, procurou-se fazer um estudo conformacional deste
peptideo por técnicas de dicroismo circular.

A Figura 19 ilustra uma fotomicrografia dos cristais de EMP-AF
adequados aos experimentos de difracdo de raios X, com dimensdes meédias
de 0,1x0,1x0,3mm. Analises preliminares mostraram que o cristal tem simetria
de Laue do tipo trigonal primitivo, com parametros de cela de a=43,3A,
b=43,3A e c=79,9A. Apbs o congelamento, os parametros de cela diminuiram
para a=42,2A, b=422A e c=79,9 A, uma redugéo de 5,02% do volume da cela
unitaria. Assumindo que a unidade assimétrica contenha 10 moléculas do
peptideo, de peso molecular 1,65kDa cada uma, o valor de Vy sera 2,16A’Da™
(Mathews, 1968). Assumindo um valor de 0,74cm’g™ para o volume especifico
parcial da proteina, o volume de solvente calculado no cristal sera de 43,05% e
a densidade do cristal sera de 1,27gcm™. Estatisticas detalhadas dos dados
de difragcao coletados no sincrotron sdo mostradas na Tabela 2.

Tentativas de resolver a estrutura de EMP-AF usando a técnica de
substituicdo molecular (Navaza, 1994) ndo produziram uma solugéo razoavel.

E provavel que isto de deva a pequena dimens&o do modelo de busca, quando
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comparado as dimensdes da cela unitaria. O modelo inicial usado foi o
mastoparano X (Figura 4), isolado de Vespa xanthoptera (Kusunoki et al.,
1998) (codigo de acesso do PDB: 1A13) resolvido por Ressonancia Magnética
Nuclear, cujos residuos foram modificados de acordo com a seqiéncia do

EMP-AF.

Tabela 2. Estatistica detalhada dos dados de difragdo de raios X coletados com fonte
sincrotron (LNLS, Campinas).

Faixas de Namero de Is(l) Redundincia Completeza Faixa de
Resolugio (A) Reflexdes (%) Rimerge (%)
Independentes

10,004,33 1022 19,83 2,08 95,7 52
4,33-3,44 1052 20,93 2,07 98,8 47
3,44-3,00 1049 18,65 2,01 99,5 51
3,00-2,73 1059 16,78 2,00 99,0 6,9
2,73-2,53 1050 15,08 1,99 99,4 7,2
2,53-2,38 1053 14,67 1,98 98,3 7.8
2,38-2,26 1038 12,96 1,99 98,1 7.9
2,26-2,17 1062 12,01 1,96 97,5 9,8
2,17-2,08 985 10,25 1,96 96,6 11,8
2,08-2,01 1017 8,01 1,94 95,8 15,4
Total de Reflextes 10387 14,91 2,00 979 8,2

" Rmerge = 100 X 2 [E(| hai = (Uniod)VZEnkii (Inis), ONde I corresponde a intensidade de uma
medida individual de reflexdo com indices h, ke I, e {I,) corresponde a intensidade significativa
desta reflexao.

ANALISE DA ESTRUTURA SECUNDARIA POR DICROISMO CIRCULAR

A técnica de CD é muito usada nos estudos da estrutura secundaria de
proteinas e de peptideos devido a sua alta sensibilidade, permitindo estimar a

presenca de o-hélices, folhas-f3, bem como, estruturas desordenadas, seja em
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solugdo aquosa, contendo um solvente especifico ou, ainda, na presenca de
membranas-modelo.

Estudos prévios de CD mostraram que os mastoparanos tendem a
adotar uma estrutura aleatéria, com uma unica banda negativa em 196nm, em
solugdo tampdo. Quando é introduzido solugdo aquosa de TFE, ou na
presencga de bicamadas fosfolipidicas, essa banda fica positiva e surgem duas
bandas negativas, em 208nm e 220nm, e uma banda positiva a 195nm,
indicando mudanga conformacional de estrutura aleatéria para uma estrutura
rica em o-hélice (Chuang et al, 1996). Os espectros caracteristicos das

estruturas secundarias sao apresentados na Figura 21.

_3)

espiral aleatoria Figura 21. Espectros de CD das
estruturas secundarias.
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ESPECTROS DE CD DE EMP-AF

Na Figura 22 sao apresentados os espectros de CD de EMP-AF em
varias concentragoes de TFE. Nessas condigbes, o0 maximo de fragao de o-

hélice obtida foi 57%, em 30% (4,5M) de TFE. Em tampao Tris, este peptideo
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adota uma conformacao aleatéria, também evidenciada pelo espectro contido

na Figura 22.

30000

EMP-AF
Tampéo
10% TFE
15% TFE
20% TFE
30% TFE

T T T T ¥ T w T T T ! I
200 210 220 230 240 250
A (nm)
Figura 22. Espectros de CD de EMP-AF em varias concentragdes de TFE.

T
190

A Figura 23a corresponde aos espectros de EMP-AF na presencga de

SDS. Observa-se que, com o aumento da concentragéo deste surfactante, de

163uM para 655uM, o peptideo tende a adotar uma conformagéao diferente da
apresentada em TFE, com um deslocamento da banda de 222nm,
caracteristica de a-hélice, para aproximadamente 228nm, a banda negativa de
208nm, ficando cada vez menos intensa (menos negativa) e a banda positiva
de 190-195nm, deslocando-se para 200nm. Este espectro € semelhante ao de
uma proteina que contém apenas folhas- (espectro padrao apresentado na
Figura 21). Outra possibilidade seria distor¢ao do espectro de a-hélice devido
ao processo de n-merizagado. Considerando que, dificilmente, estes peptideos
estejam orientados em SDS, pois a concentragao de SDS é cerca de 15 vezes

menor que a da cmc (Bugs, R. exame de qualificagdo, Unesp, 2001), os dados
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sugerem que o processo de n-merizagédo induz formagéo de estrutura . A

Figura 23b evidencia o deslocamento dos espectros de EMP-AF em TFE e

SDS, indicando conformagées diferentes.

| EMP-AF
00 Tampéao
—— 13uM SDS
40uM SDS
163uM SDS
327uM SDS
655uM SDS

g
i

e e
g e e g T ——
e — e -

O (deg cm’dmol™)

EMP-AF
Tampéo
30% TFE
- 163uM SDS

T 2 T 3 T T
220 230 240 250
% (nm)

(b)

Figura 23. Espectros de CD de EMP-AF: (a) em varias concentragdes de SDS; (b) nos
maximos de TFE e SDS.
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Em 970uM de lipossomos zwitteridnicos (PC), EMP-AF adota uma
conformagao contendo apenas 14% de fragao de a-hélice. Ja na presenga da

mesma concentragdo de PC/PG (3:1), o espectro do peptideo mostra uma

intensa banda negativa por volta de 230nm, que também pode indicar uma
conformagdo em folha-B, como ocorrido em SDS. Esses resultados s&o
apresentados na Figura 24. Assim, tanto em SDS, quanto em lipossomos

acidos, torna-se dificil estimar a fragao de a-hélice.

EMP-AF
— Tampao
970uM PC
970uM PC/PG

M pasa A AL

§
o
E
o

™
£
o
o
o)
=
@

Pah'Y,
P A

AN

I L3 ) L I = I 2
190 200 210 220
L (nm)

Figura 24. Espectros de CD de EMP-AF em lipossomos zwitteriénicos (PC)
e anidnicos (PC/PG).

Os valores das fragées de a-hélice (f;) para as diversas concentragdes

de EMP-AF encontram-se na Tabela 3.
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Tabela 3. Fragdes a-hélice de EMP-AF obtidas em diversas condigdes.
[EMP-AF] 0% o
Tampéo 7,0uM -2785 10%
30% TFE 7,0uM -18588 57%
163uM SDS 7,0uM ND folha-p (?)
970uM PC 9,4uM -4132 14%
970uM PC/PG 9,4uM ND folha-g (?)

* Obtida através da equago 5, pagina 37.

ESPECTROS DE CD DE EMP-AF1

EMP-AF1 apresentou uma conformacgao aleatéria em tampao Tris e,

em 30% de TFE, obteve-se uma fragdo de o-hélice de apenas 23%, cujos

espectros sao apresentados na Figura 25.

EMP-AF1
Tampao
-10% TFE
17% TFE
20% TFE
30% TFE

I . I . I ¥ I % L) X I ’ T
190 200 210 220 230 240 250
A (nm)

Figura 25. Espectros de CD de EMP-AF1 em varias concentragées de TFE.
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Os espectros deste peptideo em SDS também indicaram um

deslocamento da banda de 222nm em diregdo a 230nm, como ocorrido para

EMP-AF, impossibilitando a estimativa de a-hélice nesta situagao (Figura 26a).

Esse comportamento fica mais evidente na Figura 26b, que apresenta os

espectros nos maximos de TFE e SDS.
30000 -

© (deg cm’dmol™)

EMP-AF1
Tampéo
- 3,2uM SDS
5,0uM SDS
6,5uM SDS
13,0uM SDS
163,0uM SDS

i ) P i oo Wt
An ‘,%‘fﬁayﬁr&w—-*‘*m' T

gy BN Al
D "““’*"‘v\ i

AN

¥ T T
190 200 210 220

A (nm)

(@)

© (deg cm’dmol™)

T T T T T
230 240 250

EMP-AF1
Tampéo
30% TFE
163uM SDS

T
220

* (nm)

(b)

T T T v T
230 240 250

Figura 26. Espectros de CD de EMP-AF1: (a) em varias concentragdes de SDS; (b) em TFE e

SDS.
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A Figura 27, a seguir, mostra que EMP-AF1 possui uma dependéncia
da elipticidade pela concentragdo, na presenca de SDS. Em duas
concentragdes diferentes deste peptideo (2,3uM e 9,4uM) os espectros mudam
significativamente, 0 que sugere um processo de n-merizagao e/ou ainda a
formagao de folhas-3, que sao dependentes da concentragao do peptideo, uma

vez que sdo necessarias duas fitas para se formar uma estrutura secundaria

deste tipo.

EMP-AF1
Tampao/2,3uM EMP-AF1
163uM SDS/2,3uM EMP-AF1
Tamp&o/9,4uM EMP-AF1
163uM SDS/9,4uM EMP-AF1

T T T T L] T T T T
210 220 230 240 250
A (nm)

Figura 27. Espectros de CD de EMP-AF 1, evidenciando a dependéncia da elipticidade pela
concentragdo, em SDS.

Em 670uM de lipossomos anidnicos (Figura 28), esse mastoparano

apresentou uma conformacao aleatéria com apenas 6% de fragao de a-hélice.

Os valores da elipticidade molar e de f; para EMP-AF1 encontram-se na

Tabela 4.
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Figura 28. Espectros de CD de EMP-AF1 na presenca de lipossomos acidos.

Tabela 4. Fragdes a-hélice de EMP-AF 1obtidas em diversas condigdes.
[EMP-AF1] 0% S

Tampéo 4,7uM -1847 6%
30%TFE 4,7uM -7987 23%
163uM SDS 4,7uM ND folha-B (?)
Tampio 2,3uM -6068 18%
163uM SDS 2,3uM -18292 51%
Tampao 9,4uM -3125 10%
163uM SDS 9,4uM ND folha-p (?)
670uM PC/PG 10,0uM -1664 6%

* Obtida através da equagdo 5, pagina 37.

ESPECTROS DE CD DE EMP-AF2

Todos os valores de elipticidade molar e as fragbes de o-hélices

obtidos para EMP-AF2 estdao expostos na Tabela 5. EMP-AF2 apresentou
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estrutura aleatéria em tampéao e ~20% de a-hélice em 30%TFE. A Figura 29

apresenta os espectros de EMP-AF2 nas diversas concentragoes de TFE.

Tabela 5. Fragdes a-hélice obtidas em diversas condigdes para EMP-AF2.
i ob. *
[EMP-AF2] (OJsed Ja

Tampao 9uM -1541 7%
30% TFE 9uM -5522 20%
163,M SDS 9uM ND folha-B (?)
670uM PC/IPG 12uM -1389 7%

* Obtida através da equacgdo 5, pagina 37.

EMP-AF2
Tampéo
10% TFE
-20% TFE
30% TFE
— 40% TFE
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190 200 210 220 230 240
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Figura 29. Espectros de CD de EMP-AF2 em varias concentragdes de TFE.

Na Figura 30a sao apresentados os espectros de CD de EMP-AF2 na
presenca de SDS. Como ocorrido para os eumenines mastoparanos anteriores,
os espectros desse peptideo em SDS, apresentaram uma unica banda
negativa em 220nm e uma banda positiva em 200nm, sugerindo também a
formacgao de folha-B. Além disso, os espectros de EMP-AF2 em SDS diferem

dos obtidos, no mesmo detergente, para EMP-AF e EMP-AF1, sugerindo que
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as estruturas também sejam diferentes. Os espectros maximos obtidos em

TFE e SDS sao mostrados na Figura 30b e evidenciam a provavel diferenga na

conformacéo do peptideo

3 f k. -\n‘w\f\_‘w

nestas duas condigoes.

EMP-AF2
- Tampao
13uM SDS
82uM SDS
163pM SDS
-655uM SDS

AN - 2 e
0 P XA e R
’__.,.\\; e,

A ,J‘”f )

T
200

T ] I . ) ¥ T ¥ T
210 220 230 240 250
A (nm)

(a)

EMP-AF2
Tampéo
30% TFE
163uM SDS

e At
AN A Y AP
p
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200 210 220 230 240 250
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Figura 30. Espectros de CD de EMP-AF2: (a) em varias concentragbes de SDS; (b) nos

maximos de TFE e SDS.
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Em lipossomos aniénicos (PC/PG), EMP-AF2 apresentou uma

conformacgao aleatéria, cujos espectros de CD sao apresentados na Figura 31.

:

© (deg cm’dmol™)
1

EMP-AF2
Tampao
670uM PC/IPG

T T T T T T T T T Y T
200 210 220 230 240 250
A (nm)

Figura 31. Espectros de CD de EMP-AF2 em lipossomos anibnicos.

ESPECTROS DE CD DE EMP-AF3

EMP-AF3, por sua vez, apresentou estrutura aleatéria, tanto em
tampéao Tris, quanto em TFE. Em SDS, nao se pode estimar a fragdo de a-
hélice, pois os espectros obtidos foram caracteristicos de folha-g ou volta-g
(Figura 32a).

Visto que esse peptideo nao demonstrou significativa dependéncia da

elipticidade pela concentragcdo (Figura 32b) supdem-se que esteja formando

estrutura secundaria do tipo volta-f.
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EMP-AF3
163uM SDS
— 325uM SDS

© (deg cm’*dmol’™)

T T T ¥ T Y T T
190 200 210 220 230

A (nm)

(@)

325.M SDS
4,2uM EMP-AF3
8,4uM EMP-AF3

© (deg cm’dmol™)

T . T
210 220
A (nm)

(b)

Figura 32. Espectros de CD de EMP-AF3: (a) em duas concentracdes de SDS;
(b) evidenciando a ndo-dependéncia da elipticidade pela concentragio do peptideo, em SDS.
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Na presencga de lipossomos, tanto neutros, quanto acidos, EMP-AF3

nao apresentou uma estrutura rica em o-hélice (Figura 33). Todas as

porcentagens de a-hélice obtidas para EMP-AF3 encontram-se na Tabela 6.

EMP-AF3
970uM PC
970uM PC/PG

© (deg cm*dmol™)

T T T T T T T T T
210 220 230 240 250

A (nm)

Figura 33. Espectros de CD de EMP-AF3 em lipossomos neutros (PC) e anidnicos (PC/PG).

Tabela 6. Fracdes a-hélice obtidas em diversas condigées para EMP-AF3.

[EMP-AF3] Q" 1t

222

Tampao 4,2uM -1158 5%
30% TFE 4,2uM -1987 7%
325uM SDS 4,2uM ND folha-B (?)
Tampao 8,4uM 6%
325uM SDS 8,4uM folha-p (?)
8%
9%

970uM PC 40pM
970uM PC/PG 12uM

* Obtida através da equacdo 5, pagina 37.
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ESPECTROS DE CD DE ANOPLIN

O espectro de CD do Anoplin em tampao Tris apresenta uma pequena
quantidade de estrutura secundaria (~5%). A fragado de a-hélice aumenta com
o aumento das concentragées de TFE e SDS. Os valores mais altos obtidos
foram capazes de induzir 44% de conformacgao helicoidal em 30% (4,5M) de
TFE (Figura 34), enquanto que 163uM de SDS induziu 55% de a-hélice (Figura

34 e 35).

Anoplin

——— Tampao
30% TFE
163uM SDS

1 .il',. | N AV
A

M \ oy 'v.lj-._..‘” :
N Wy o apY P
4 " n T o W ey
Vi vy

I Y T
210 220

A (nm)

Figura 34. Espectros de CD de Anoplin nos maximos de TFE e SDS.

Resultados e Discussdo

AVA
AVAVEY

1 2 3 4 5 6 7 unespmll 12 13 14 15 1l 17

18



Anoplin
3,2uM SDS
163uM SDS
655uM SDS

© (deg cm’dmol”)
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190 200 210 220 230 240 250
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Figura 35. Espectros de CD de Anoplin em varias concentragbes de SDS.

Anoplin possui uma leve dependéncia da elipticidade pela
concentragdo, observada na presenga de SDS, o que sugere um processo de
n-merizagdo (Figura 36). Como aconteceu para EMP-AF e EMP-AF1, os
espectros de Anoplin em mais altas concentragdes de peptideo, tendem a

sofrer um deslocamento da banda de 222nm em diregdo a 230nm.

Nota-se, nas Figuras 34 e 35 que o espectro de Anoplin em SDS,

apresenta as caracteristicas de conformacdo em a-hélice. Porém, ainda na
presenca desse surfactante, mas em maiores concentragdes do peptideo,

ocorre @ mudanga do espectro acima referida, indicando uma possivel

formacéao de folha-p.
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Anoplin
— Tampao/3,1uM anoplin
163uM SDS/3,1uM anoplin
Tampao/12uM anoplin
163uM SDS/12uM anoplin

© (deg cm*dmol”)

2(;0 . 21II:I l 250 ' 2:150 ' 2:10 I 2&‘;0
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Figura 36. Espectros de CD de Anoplin, evidenciando a dependéncia da elipticidade pela
concentragio, em SDS, e a mudanga na estrutura secundaria.

Em lipossomo zwitteridnico, Anoplin ndo apresentou estrutura definida

e em lipossomo com carga negativa, chega a formar 38% de conformagao o-

hélice, identificada pelo espectro contendo duas bandas negativas, uma a
208nm e a outra a 220nm (Figura 37). Ao contrario do que ocorreu para EMP-

AF, em lipossomos acidos, Anoplin tende a formar estrutura helicoidal. Os

resultados de /i sdo apresentados na Tabela 7.
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Anoplin
Tampéao
1,5mM PC
— 1,5mM PC/PG

Figura 37.

© (deg cmzdrnol'1)

220
% (nm)

Espectros de CD de Anoplin em lipossomos neutros (PC) e anidnicos (PC/PG).

Tabela 7. Fragdes a-hélice obtidas em diversas condigdes para Anoplin.

[Anoplin]

obs
@ 222

ﬁ[*

Tampao
30% TFE
163uM SDS
Tampiao
163uM SDS
Tampao
163uM SDS
1,5mM PC

1,5mM PC/PG

6,2uM
6,2uM
6,2uM
3,1uM
3,1uM
12uM
12uM
12uM
12uM

-1063
-12628
-16139

1411
-10454

-1102

ND

1535

-10901

5%
44%
55%

6%
36%

5%

folha-B (?)

7%
38%

* Obtida através da equacdo 5, pagina 37.
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ESPECTROS DE CD DE OUTROS MASTOPARANOS

Para os peptideos EMP-EM1, EMP-EM2 e EMP-ER foram feitos alguns
testes preliminares na presenga de tampao e solugdo aquosa de TFE. Em
tampao, os trés apresentaram uma estrutura aleatéria. Em TFE, todos
adotaram uma conformacgao helicoidal, cujas fragdes de a-hélice obtidas foram:
47% para EMP-EM1, 52% para EMP-EM2 e 76% para EMP-ER.

E provavel que essa diferenga entre as porcentagens de a-hélice entre
os EMP-EMs e o EMP-ER se deva a diferenga no numero de residuos e a
presenca de residuos polares em maior quantidade em EMP-ER. Os espectros

de CD para EMP-ER em varias concentragées de TFE sao apresentados na
Figura 38. Os espectros de CD para EMP-EM1 e EMP-EM2 em TFE sao

apresentados nas Figuras 39 e 40, respectivamente.

EMP-ER
Tampéo
10% TFE
15% TFE
20% TFE
30% TFE

© (deg cmzdmol'1)

I."‘ i AN .7
LF .'\W;J'- , i = Vol
. AT ,f‘mf“u

' AN

W L"\'r\ of

. —————
200 220 230 240 250
A (nm)

Figura 38. Espectros de dicroismo circular em TFE para EMP-ER.
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EMP-EM1
Tampéao
10% TFE
15% TFE
-30% TFE
40% TFE

@ (deg cm’dmol’)

T ¥ T 7 T Y T
220 230 240 250

% (nm)

Figura 39. Espectros de dicroismo circular em TFE para EMP-EM1.

EMP-EM 2
Tampéo
10% TFE
15% TFE
30% TFE
40% TFE

® (deg cm’dmol™)

Figura 40. Espectros de dicroismo circular em TFE para EMP-EM2.

Resultados e Discussdo

| AT
AVAVAY

| wy
4 5 6 7 unesp 11 12 13 14 15 16 17 18



EXPERIMENTOS DE LIBERACAO DE CARBOXIFLUORESCEINA

Os experimentos de liberacao de marcador fluorescente induzida por
peptideo, indicaram que EMP-AF &, dentre os mastoparanos estudados neste
projeto, o mais eficaz no ataque as membranas lipidicas zwitteridnicas. Para
este peptideo, realizou-se os experimentos de liberacao de carboxifluoresceina
de lipossomos compostos de fosfatidilcolina, nas razées de 35 e 10
lipideos/peptideo. Apenas um minuto ap6s a adicao dos lipossomos na
solucdo contendo o mastoparano, numa proporgao de 35 lipideos/peptideo, o
sinal de fluorescéncia indicou 10% de liberagédo do conteudo interno. Cerca de
30 minutos depois, obteve-se 40% de liberagdo da carboxifluoresceina e, no
final de uma hora, essa porcentagem chegou a 47%, indicando uma
estabilizagdo da atividade da toxina. Esses resultados sdo apresentados na
Tabela 8.

Na razdo de 10 lipideos/peptideo esses valores dobraram: apés um
minuto da adicdo do lipossomo, obteve-se 22% de liberagao de
carboxifluoresceina; em 30 minutos, 92% e ap6s uma hora, o sinal de
fluorescéncia indicou uma porcentagem de 95%. Esses resultados sao

apresentados na Tabela 9. A atividade do EMP-AF tende a se estabilizar por

volta dos 20 minutos, ap6s a adi¢do dos lipossomos. E provavel que nessas

razées lipideo/peptideo, EMP-AF danifique as membranas lipidicas, sem a
formagcdo de poros nas mesmas pois, segundo os dados de CD, em
lipossomos neutros (PC ou DPPC), esse mastoparano ndo forma estrutura

helicoidal.
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Tabela 8. Porcentagem de liberagdo de carboxifluoresceina por EMP-AF em uma razdo de 35
lipideos/peptideo.

Tempo (min) Fluorescéncia % de Liberagao

1160,65 0,0
1265,115 9,60
1395,751 21,3
1473,533 28,4
1508,748 31,6
1544,346 36,0
1581,87 38,3
1597,91 39,7
1616,163 41,4
1633,282 43,0
1648,588 443
1664,372 45,8
1673,751 46,6
2259,705 100

Tabela 9. Porcentagem de liberagdo de carboxifluoresceina por EMP-AF em uma razdo de 10
lipideos/peptideo.

Tempo (min) Fluorescéncia % de Liberagdo

0 561,925 0,0
1 873,484 22,0
5 1470,366 66,0
10 1613,622 77,0
15 1737,003 86,0
20 1787,619 89,0
25 1805,102 91,0
30 1816,999 92,0
45 1838,223 93,0
50 1846,439 94,0
60 1851,571 94,6
triton 1927,888 100
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As curvas da cinética da liberagao de calceina de lipossomos PC por

EMP-AF sao apresentadas na Figura 41. As curvas sdo monoexponenciais

(indicado pela curva vermelha na Figura 41a), indicando que, se houver

formacgao de poros, estes possuem densidade constante.

EMP-AF
a— 10 lipideos/peptideo

Chi*2 = 0.00128
R*2 = 0.98889

yO 094413
A1 -0.91205 +/- 0.02974
t1 492694 +/- 042396

T LR | ¥ T
20 30 40

Tempo (min)

EMP-AF
=— 35 lipideos/peptideo

Tempo (min)

Figura 41. Curvas da cinética de liberagao de carboxifluoresceina para EMP-AF em:
(a) 10 lipideos/peptideo; (b) 35 lipideos/peptideo.
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Anoplin evidenciou uma atividade menos intensa no ataque as
membranas dos lipossomos neutros. Na proporgao de 35 lipideos/peptideo,
obteve-se um maximo de 7% de liberagao do conteudo interno, apés uma hora
do inicio das medidas (Tabela 10).

Numa razdo de 10 lipideos/peptideo (Tabela 11), a porcentagem
maxima obtida apés uma hora de adicao dos lipossomos foi 48%, a metade do
obtido para EMP-AF, na mesma propor¢ao. Varios podem ser os motivos
dessa diferenca de atividade entre Anoplin e EMP-AF, entre eles o nimero de
residuos de aminoacidos e a distribuicao de cargas na molécula.

A Figura 42 compara os resultados obtidos com EMP-AF e Anoplin,

nas razoes de 10 e 35 lipideos/peptideo e evidencia o maior potencial de

ataque a lipossomos neutros por parte do EMP-AF, num periodo de 10

minutos.

I anoplin
I empaf

20 30 40 50

lipideo/peptideo

% Liberagao de carboxi - 10 min

Figura 42. Liberagéo de carboxifluoresceina de lipossomos de fosfatidilcolina, ap6s 10 minutos
de adigio dos mesmos as solugdes de peptideos (EMP-AF e Anoplin), em duas razées de
lipideo/peptideo.
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Tabela 10. Porcentagem de liberacio de carboxifluoresceina por Anoplin em uma razéo de 35
lipideos/peptideo.

Tempo (min) Fluorescéncia % de Liberagao

1004,133 0,0
1005,617 0,1
1005,87 0,1
1007,516 0,2
1014,749 0,7
1020,622 1,2
1037,647 2,4
1051,401 3,4
1060,528 4,1
1067,816 46
1078,019 6,4
1090,793 6,3
1097,478 6,8
triton 2370,982 100

Tabela 11. Porcentagem de liberagdo de carboxifluoresceina por Anoplin em uma razdo de 10
lipideos/peptideo.

Tempo (min) Fluorescéncia % de Liberagao
1105,921 0,0
1155,622 4,6
1241,944 12,6
1282,812 16,4
1305,392 18,6
1338,913 21,7
1379,301 25,4
1436,926 31,0
1483,267 36,7
1523,551 39,0
1571,099 43,3
1595,216 45,6
1620,335 48,0
2178,721
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Os demais mastoparanos submetidos a ensaios de liberagdo de
marcador fluorescente, EMP-AF1, EMP-AF2 e EMP-AF3, demonstraram uma
pequena capacidade de ataque as membranas compostas por fosfolipideos
neutros, numa razao de 35 lipideos/peptideo. Apés 10 minutos do inicio das
medidas, EMP-AF1 apresentou uma porcentagem de 4,5% de liberagédo de
carboxifluoresceina, EMP-AF2, 14,3%, e EMP-AF3, 6,4% de liberagdo da
sonda. Apoés uma hora EMP-AF1 e EMP-AF3, apresentaram cerca de 10% de
liberacado de carboxifluoresceina, enquanto que EMP-AF2 apresentou 22% de
atividade, no mesmo periodo de tempo.

A Figura 43 compara o potencial de ataque aos lipossomos de
fosfatidilcolina de todos os EMPs, em um periodo de 10 minutos e em uma
razao de 35 lipideos/peptideo. Nota-se que EMP-AF rompe mais eficazmente

os lipossomos neutros comparado a seus analogos.

40-

B empaf3
I e mpafi
B empaf2
I e mpaf

% Liberagado de carboxi - 10min

34 35 36
lipideo/peptideo

Figura 43. Liberagdo de carboxifluoresceina de lipossomos de fosfatidilcolina, apds 10 minutos
da adigdo destes as solugdes dos eumenines mastoparanos, em uma razao de 35
lipideos/peptideo.
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ESTRUTURA SECUNDARIA E TERCIARIA DOS MODELOS

Varias tentativas de cristalizagao do Anoplin foram feitas baseadas nos
procedimentos descritos previamente para EMP-AF (Canduri et al, 2000;
Delatorre et al, 2001). Contudo, apenas microcristais, inadequados aos
experimentos de difracao de raios X, foram obtidos. No caso de EMP-AF, as

tentativas de se resolver a estrutura tridimensional usando a técnica de

substituicdo molecular (Navaza, 1994) nao produziram uma solucé@o razoavel.

Assim, uma vez que nao ha estrutura de Anoplin ou EMP-AF, foram
construidos modelos baseados na homologia, usando o programa MODELLER
(Sali & Blundell, 1993). Esses procedimentos foram realizados pelo Grupo de
Biocristalografia do Departamento de Fisica, Ibilce-Unesp.

Ambos peptideos possuem alta homologia com MP-X, cujas
coordenadas atdmicas (codigo de acesso no PDB: 1A13) (Kusunoki et al.,
1998), resolvidas por RMN, foram usadas como modelo inicial.

O modelo de EMP-AF é apresentado na Figura 44. A cadeia principal
do peptideo tende a adotar uma conformagdo em o-hélice anfifilica, com as
cadeias laterais positivamente carregadas localizadas em um lado e as cadeias
laterais hidrofobicas dispostas no outro lado da molécula (Figura 44a). A Figura
44b mostra o potencial eletrostatico da superficie do modelo do EMP-AF,
calculado com o programa GRASP (Nicholls et al, 1991), indicando a
concentragado dos residuos positivamente carregados, Lys-8, Lys-5 e Lys-12,

em um lado da molécula.
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Figura 44. (a) Modelo estrutural do EMP-AF. (b) Representagio do potencial eletrostatico de
superficie do modelo de EMP-AF, calculado com o GRASP (regides em azul: potenciais

positivos dos residuos de lisina; regides em branco: potenciais neutros).

No modelo do Anoplin, apresentado na Figura 45, nota-se o mesmo
comportamento. A cadeia principal do peptideo, dos residuos de 4 a 9 no
modelo do anoplin, adota uma conformacdo em a-hélice anfifilica com 3
cadeias laterais positivamente carregadas localizadas em um lado e as cadeias

laterais hidrofobicas dispostas no outro lado da molécula (Figura 45a). A Figura

45b mostra o potencial eletrostatico da superficie do modelo do Anoplin,

calculado usando o programa GRASP (Nicholls et al, 1991) indicando a
concentragao dos residuos positivamente carregados, Lys-4, Arg-5 e Lys-7, em

um lado da molécula.
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Figura 456. (a) Modelo estrutural do Anoplin. (b) Representacio do potencial eletrostatico de
superficie do modelo do Anoplin, calculado com o GRASP (regides em azul: potenciais
positivos da arginina e dos residuos de lisina; regides em branco: potenciais neutros).

Estudos sobre a relagao estrutura-atividade dos mastoparanos isolados

de vespas sociais tém mostrado que as cargas positivas sdo cruciais para o
desempenho de suas atividades biologicas (Kusunoki, 1998; Higashijima,

1990). Essas cargas positivas mantém-se em EMP-AF e Anoplin.
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CONCLUSADO

Existe um grande interesse a respeito dos mastoparanos, peptideos
toxicos isolados de veneno de vespa, uma vez que esta familia de peptideos €,
em grande parte, responsavel pela atividade farmacologica conferida pelo
veneno destes himenopteros. A atividade engloba neurotoxicidade, atividades
bactericida e hemolitica, e liberacao de histamina de mastécitos. Assim,
estudos estruturais dos mastoparanos viriam elucidar as bases moleculares de
sua atuacgao biologica, permitindo a produgao de novos farmacos.

A idéia inicial deste projeto de Mestrado era o estudo estrutural dos
mastoparanos por técnicas de difracdo de raios X. Para isso, cristalizou-se
varios destes peptideos, mas os cristais resultantes foram, na maior parte das
vezes, inadequados aos ensaios de difragdo. Dessa forma, foi necessario
acrescentar novas técnicas ao projeto, como o dicroismo circular e a
fluorescéncia, com intuito de investigar a estrutura dos mesmos.

Com as técnicas espectroscopicas foi possivel acessar a estrutura
secundaria dos peptideos em ambientes que mimetizam a hidrofobicidade da
membrana, alvo no desempenho de suas atividades biolégicas. Assim, foram
estudadas as conformagbes dos mastoparanos em TFE, SDS e em
lipossomos.

Todos os mastoparanos extraidos de veneno de vespas solitarias,
estudados neste projeto, apresentaram-se em uma conformacgao aleatéria em

solugao tampéao.
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Em TFE, apresentaram conformacao helicoidal dependente da
sequéncia de aminoacidos e da protecao do C-terminal. EMP-AF e Anoplin
possuem, nestas condigdes, as maiores fragdes de a-hélice, respectivamente
57% e 44%, seguidos por EMP-AF1 e EMP-AF2 com ~20% de porcentagem de

a-hélice cada um e, por fim, EMP-AF3 que apresenta estrutura aleatoéria

mesmo em TFE. E interessante notar que apesar de Anoplin ser mais curto em

quatro residuos, a quantidade de a-hélice é apenas 27% menor que de EMP-
AF. Entretanto, quando o C-terminal do EMP-AF nao esta protegido (EMP-
AF1), a quantidade de a-hélice é significativamente reduzida. A delecao de
trés residuos no N-terminal (EMP-AF2) reduz a fragdo de a-hélice para os
niveis observados para o EMP-AF1. A protecdo no C-terminal pelo grupo
amida pode facilitar a formagao de mais uma ponte de hidrogénio na cadeia
principal, entre o grupo carbonila da Isoleucina-11 com o grupo amida do C-
terminal. Esta ponte deve estar ausente no EMP-AF1 e EMP-AF3, justificando
a menor quantidade de a-hélice observada.

Uma vez que, TFE é conhecido como indutor de a-hélice, ndo se pode
afirmar que, em condigbes fisiologicas, a formagao de estrutura helicoidal
aconteca.

Isso fica mais evidente quando os espectros de CD, com os peptideos
na presenca de SDS, sao analisados. Nestas condi¢gées, houve a n-merizagao
e/ou provavel formagao de estrutura B. Abaixo da cmc, SDS apresenta-se em
um estado monomérico e acaba por induzir conformagao em folha-f3, pois
oferece um modelo hidrofébico que promove a estabilizagao da conformagao

do peptideo através de interagdes hidrofébicas entre monémeros do peptideo e
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mondémeros de SDS. Dessa forma, peptideos que adotam conformagdo em a-

hélice em TFE, podem adotar conformagdo B na presenca de baixas
concentragdes de SDS (Blondelle ef al., 1999).

Também ja foram descritos, a altas concentragbes de peptideo,
agregados formados por folha-p e pequenas porgdes de a-hélice, resultado do
aumento de ligagbes de hidrogénio entre as moléculas de peptideo (Blondelle
et al., 1999).

Na presengca de lipossomos neutros, todos os mastoparanos
apresentaram estrutura aleatéria. Porém, mesmo nesta situagdo foram
capazes de romper estes lipossomos, comprovado pelos resultados de
liberagao de carboxifluoresceina. Em lipossomos aniénicos, apenas EMP-AF e
Anoplin formaram estrutura secundaria definida, porém EMP-AF apresentou
uma conformacgao proxima de folha-§ e os espectros de Anoplin indicaram uma
conformacao helicoidal.

Os resultados concordam com os ensaios biolégicos descritos
previamente, cujos graficos de atividade de degranulagdo de mastocitos e
hemodlise sdo apresentados nas Figuras 46 e 47, respectivamente.

EMP-AF & o eumenine mastoparano com maior potencial para
degranular mastocitos peritoneais de ratos e causar a hemolise de eritrocitos
humanos (Konno et al, 2000). Sua alta atividade de liberagdo de
carboxifluoresceina de lipossomos constituidos por fosfatidilcolina, poderia
explicar sua agdo de hemolise de eritrocitos humanos, uma vez que estas
ultimas células sao formadas por fosfolipideos zwitteridnicos (fosfatidilcolina) e

neutros (esfingomielina).
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Figura 46. Grafico do potencial de liberagdo de histamina de mastdcitos peritoneais de ratos
dos eumenines mastoparanos, comparados a MP extraido de vespa social. Apenas EMP-AF e
EMP-AF2 apresentam esta atividade na mesma proporgdo que MP. EMP-AF1 e EMP-AF3
possuem potencial menor que MP (Konno et al., 2000).

Pode-se inferir, a partir dos dados de baixa liberagdo de marcador
fluorescente de lipossomos neutros, que EMP-AF1 nao apresenta atividade de
hemolise de eritrécitos humanos e sua atividade de degranulagdo de

mastocitos € extremamente baixa (Konno et al., 2000).

Da mesma maneira, a baixa atividade de liberagdo de

carboxifluoresceina de PC, nos experimentos de fluorescéncia para EMP-AF2,

reflete seu baixo potencial de causar hemdélise em eritrocitos humanos (Konno

et al., 2000).
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EMP-AF3 possui atividades de degranulagdo de mastécitos e hemolise
tao baixas quanto EMP-AF1 (Konno et al., 2000), confirmadas por sua baixa

interagao com os lipossomos de fosfatidilcolina.

06 Hemolise

-5
Conc. Log (M)

Figura 47. Grafico do potencial hemolitico dos eumenines mastoparanos, quando comparados
ao MP, extraido de vespa social. Apenas EMP-AF apresenta hemdlise sobre eritrocitos
humanos, porém seu potencial é 1/3 do apresentado por MP. Os demais eumenines
mastoparanos ndo apresentam essa atividade (Konno et al., 2000).

Anoplin € um mastoparano que possui atividade de degranulagdo de
mastocitos e hemolise de eritrocitos humanos inferiores a de EMP-AF. Porém,

possui maior potencial que os demais eumenines mastoparanos (Konno et al.,

2000), o que pode ser explicado, considerando sua seqiuéncia primaria e

estrutura secundaria prevista, e por conseguinte sua menor hidrofobicidade, se
comparada a EMP-AF1~3. Esses dados sao inferidos por sua relativamente

alta atividade de liberagao de marcador fluorescente de lipossomos neutros.
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Um resumo dos resultados obtidos sobre a conformagado dos

mastoparanos extraidos de veneno de vespas solitarias e suas atividades

biolégicas € apresentado na Tabela 12 (dados de atividade foram gentilmente

cedidos por Dr. K. Konno).

Tabela 12. Resumo dos resultados conformacionais e de atividade biolégica para os

mastoparanos extraidos de vespa solitaria.

Anoplin

EMP-AF

EMP-AF1

EMP-AF2 EMP-AF3

Hemédlise ~0

1/3MP*

0 ~0

~0

Degranulagio de
Mastécitos

MP

MP

LMP

S. saprophyticus 20

5

25

>100

Atividade
antimicrobiana **

E. coli 20

20

50

>100

C. albicans 40

NDW

>100 >100

>100

Jfuem tampio 5%

10%

6% 7%

5%

fH em TFE 44%,

57%

23% 20%

7%

fnem SDS 55%

folha-p ?

folha-p ?  folha-p

? folha- ?

Jnem lipossomos 7%
neutros

14%

ND ND

8%

/v em lipossomos
acidos

38%

folha-f3 ?

6% 7%

9%

% Liberagio de
carboxi ***

<2%

35%

<2% <2%

<2%

*

de vespa social.

Dados de atividade de degranulagdo e hemoélise sdo comparados aos obtidos por MP, mastoparano extraido

** MIC (ug/ml): Concentragdo minima do peptideo para matar 50% da colnia de microrganismos.
Staphylococcus saprophyticus: Gram-positiva; Escherichia coli. Gram-negativa; Candida albicans: fungo.
*** Razéo de 35 lipideos/peptideo, num periodo de 10 minutos.

****ND: Nao determinado.

Pela tabela, é possivel perceber que Anoplin possui alto potencial para

tornar-se um antibiético pois, ao mesmo tempo em que apresenta baixas taxas

de hemolise sobre eritrécitos humanos e degranulagdao de mastocitos, mostra
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uma alta atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas, Gram-
negativas e contra fungos. Outra vantagem que este mastoparano possui é
seu pequeno tamanho. Anoplin € formado por apenas 10 residuos de
aminoacidos (o menor peptideo extraido de vespa solitaria que se tem noticia
até o momento), o que facilita sua sintese e modificagdo quimica, com o intuito
da producgao de novos farmacos. EMP-AF também apresenta potencial para se
tornar um antibiético, uma vez que, mata eficazmente bactérias Gram-positivas
ou -negativas. Porém, seriam necessarias modificagbes em sua sequéncia e
estrutura de tal forma que ndo apresentasse tao alto poder de hemdlise e
degranulacao.

O mecanismo de atuagao dos peptideos sobre membranas nao pode
ser inferido com precisao, a partir dos dados obtidos até o presente momento.
Contudo, algumas evidéncias sugerem o0 mecanismo que pode estar
ocorrendo.

Uma delas é a provavel n-merizagao que acontece na presenga de

SDS e lipossomos, evidenciada pelos espectros de CD. Isto pode indicar a

formacao de poros transientes, uma vez que a aglomeragcao de monémeros do
peptideo € necessaria neste modo de acdo. Além disso, pelo modelo de
carpete, nao ha obrigatoriedade de uma conformacao helicoidal por parte dos
peptideos, fato este que ocorre em SDS e em lipossomos.

Entretanto, nos experimentos de liberagdo de marcador fluorescente,
evidenciou-se o alto potencial de EMP-AF em romper lipossomos formados por
fosfatidilcolina, um fosfolipideo zwitteridnico. Este processo pode indicar um

mecanismo do tipo barril, no qual os peptideos se inserem no centro
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hidrofébico da membrana preferencialmente através de interagdes hidrofobicas.
Por conseguinte, os peptideos poderiam se ligar a membranas fosfolipidicas
independentemente das cargas dos fosfolipideos constituintes. Este modelo
também é dependente da concentragdo do peptideo, ja que pelo menos 4
moléculas deste precisam ser agrupadas para formar um poro ion-permeavel.
Muitas questdes ficaram em aberto ao final deste trabalho:
Qual o mecanismo usado pelos eumenines mastoparanos para
permeabilizarem as membranas?
Por que EMP-AF rompeu lipossomos formados por 100% de
fosfolipideos neutros?
Por que, na presenga de SDS, os eumenines mastoparanos nao
formaram estrutura helicoidal como esperado?
Ocorre n-merizagao, formagao de estrutura [ ou outra
conformacao?
Para responder estar questdoes e completar os estudos fisico-quimicos,
sera necessario o uso de novas técnicas, como a liberagao de marcadores
fluorescentes de lipossomos acidos, em especial marcadores de pesos

moleculares diferentes, bem como, a sintese dos peptideos com triptofano.

O presente trabalho resultou em trés publicagcbes apresentadas no

Apéndice D. Os dados finais obtidos da analise de CD e liberacao de

marcadores fluorescentes serao submetidos em breve.
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APENDICE A

CRISTALIZAGAO

INTRODUCAO

Até 1911, a Cristalografia estudava apenas a simetria dos cristais, os
indices de Miller de suas faces, as dimensdes relativas das celas unitarias e
algumas propriedades fisicas, como indices de refragao e densidade. Apos
1911, a Cristalografia passou a ter por objetivo o conhecimento da estrutura
dos materiais, independentemente do seu estado fisico e de sua origem, e das
relagdes entre essa estrutura e suas propriedades. Esta nova definicao se
tornou possivel em virtude da primeira experiéncia de difragdo de raios X
realizada no laboratério de Max von Laue que teve como resultado duas
descobertas fundamentais: a natureza ondulatéria eletromagnética dos raios X
e a natureza descontinua da matéria, estabelecendo dessa forma o fato de
todos os materiais serem constituidos por atomos e/ou moléculas. Nos cristais,
estes se apresentam distribuidos periodicamente formando uma rede
tridimensional prépria para a difragdo de raios X, cujo comprimento de onda &
da ordem de 1A (http://www.Inls.br/sbcr; Lenhninger,1995).

Os métodos cristalograficos permitem determinar as posicoes relativas
de todos os atomos que constituem a molécula (estrutura molecular) e a
posicao relativa de todas as moléculas na cela unitaria do cristal. Entretanto foi
necessario desenvolver métodos adequados para a determinagao da estrutura
cristalina e molecular de moléculas com cerca de 200 atomos e de proteinas,
que podem ter milhares de atomos. Distingue-se, entdo, duas areas com
metodologias proéprias: Cristalografia de Pequenas Moléculas e Cristalografia
de Proteinas, melhor detalhada a seguir.

A Cristalografia, usando técnicas de difragao de raios X em
monocristais, € Gtil para a investigacdo da estrutura tridimensional de

macromoléculas biolégicas, como proteinas, RNAs, virus, polissacarideos e
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polinucleotideos, para posterior correlagdao de estrutura e fungao das mesmas
(Giacovazzo, 1992).

Apesar dos cristais de proteinas serem conhecidos desde o inicio do
século XX, apenas por volta de 1960 as primeiras estruturas cristalograficas, de
mioglobina e hemoglobina, foram elucidadas através de técnicas de

substituicao isomorfica. A partir dessa época, varios avancgos teoricos e

tecnoloégicos foram obtidos, entre eles, o uso de dispersdao andmala,

substituicao molecular e o desenvolvimento de técnicas de oscilagao nas
coletas de dados de cristais com grandes dimensodes de cela. No final de 1970,
o crescimento do potencial computacional permitiu o refinamento em espaco
reciproco, ao mesmo tempo em que se introduzia o uso de programas graficos
que permitiram a interpretacao dos mapas de densidade eletronica e dos
modelos construidos. Em anos mais recentes, tornou-se disponivel o uso da
radiacao sincrotron e dos detectores em duas dimensdes que tornaram a
coleta de dados um procedimento de rotina (Giacovazzo, 1992).

Os principais passos envolvidos na resolugdo da estrutura, a nivel
atémico, de uma macromolécula biolégica estao mostrados a seguir (Ducruix, &
Giegé, 1999).

Purificagio da macromolécula

N2

Cristalizagao
v
Coleta dos dados
N2
Determinagio das fases
N 2
Densidade eletronica

v

Refinamento do modelo
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E no Brookhaven Protein Data Bank, PDB, que sao depositadas as

coordenadas das estruturas macromoleculares resolvidas. Ultimamente o
numero de estruturas disponiveis resolvidas por RMN tem aumentado muito
em comparagao as resolvidas por cristalografia de raios X. Isso provavelmente
se deve aos problemas encontrados no processo de cristalizagdo, um dos
passos mais incertos da determinagao de estruturas de proteinas (Giacovazzo,
1992).

PRINCIPIOS DA CRISTALIZACAO

As macromoléculas biologicas (proteinas, virus, RNA, DNA) séao
polimeros de aminoacidos ou nucleotideos, os quais ficam enovelados em uma
estrutura tridimensional principalmente devido a interagdes dipolo-dipolo,
ligacbes de hidrogénio, interagcées de van der Waals, algumas ligagoes
covalentes e, eventualmente, pontes salinas entre residuos carregados.

Quando o material organico presente em uma determinada solugao
precipita, suas moléculas procuram um estado de mais baixa energia livre.
Isso € acompanhado pelo empacotamento das mesmas em um arranjo
tridimensional regular. Em outras palavras, um cristal cresce (Drenth, 1994).

Os cristais de macromoléculas biologicas sao diferentes dos cristais de
pequenas moléculas (como os de Cu, Al, Ag e metais alcalinos) em varios
aspectos. Podem diferir em tamanho: cristais de macromoléculas sao
normalmente bem menores, dificilmente excedendo 1mm® em volume. Outra
diferenca é com relagdao a fragilidade acentuada dos cristais de
macromoléculas biolégicas, consequéncia das fracas interagoes (ligagdes
hidrofébicas e ligagdes de hidrogénio) entre as moléculas dentro da rede
cristalina e do alto conteido de solvente nestes cristais (de 20% a mais de
80%). Mas, o alto conteudo de solvente tem consequéncias uteis, pois o0s
canais de solvente nos cristais de macromoléculas biolégicas permitem a
difusédo de pequenas moléculas, uma propriedade usada na preparacao de
derivados isomorfos e de complexos binarios de proteina e ligante (Ducruix, &
Giegé, 1999).
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Outra caracteristica dos cristais de macromoléculas biologicas € a
grande dimensao de suas celas unitarias, se comparadas com as dimensoes
das celas unitarias das pequenas moléculas. Cristais de macromoléculas
biolégicas podem ter parametros de cela unitaria de até algumas dezenas de
milhares de angstrons (Usha et al, 1984).

Para um planejamento racional das condi¢gbes de cristalizacao €
necessario o controle dos parametros envolvidos. A seguir, na Tabela 1A, sao
descritos os principais parametros a serem controlados em um experimento de

cristalizacao de macromolécula biolégica.

Tabela 1A. Alguns parametros que afetam a cristalizagdo de macromoléculas biolégicas.

Fisico-quimicos:

Supersaturagdo (concentragdo de macromoléculas e precipitantes)
Flutuagdes no pH e na temperatura

Tempo (cinética do equilibrio e crescimento)

Forga idnica e pureza dos reagentes

Difusdo e convecgdo

Volume e geometria da amostra

Efeitos da densidade e viscosidade (diferencgas entre o cristal e liquido-mae)
Particulas sdlidas, efeitos de parede e interface

Press3o, campos elétricos e magnéticos

Vibragdes e som

Ligagdo de substratos, cofatores, ions

Biolégicos:

Dificuldade de obtengdo da maioria das moléculas biol6gicas
Contaminagéo por bactérias
Fontes bioldgicas e estado fisiolégico de organismos ou células

SOLUBILIDADE E SUPERSATURAGAO

Uma macromolécula biolégica segue as mesmas leis da
termodinamica, como qualquer outro tipo de molécula (inorganica ou organica)
no que se refere a supersaturacdo, nucleagdo, e crescimento de cristais

(Boistelle & Astier, 1988). Todavia, macromoléculas biolégicas apresentam
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peculiaridades, porque as interagdes necessarias para solubiliza-las num
solvente sao similares, e podem ser competitivas com as interagdes
intermoleculares que sao responsaveis pela estrutura tridimensional da
macromolécula (Ducruix & Giegé, 1992).

A solubilidade de macromoléculas biologicas & definida também pelas
caracteristicas do solvente. Como o solvente consiste usualmente de agua
pura ou um tampao adequado no qual sao controlados fatores como pH e for¢a
idnica (sais), eventualmente estes compostos podem afetar a solubilidade da
macromolécula bioldgica.

Proteinas podem ser consideradas polieletrélitos capazes de se
dissolverem em agua por apresentarem as cadeias laterais hidrofobicas
preferencialmente no seu interior, enquanto as cadeias laterais hidrofilicas se
localizam principalmente na sua superficie.

A estabilidade das macromoléculas biolégicas em solugao baseia-se na
competicao das interagdes solvente-soluto com interagées intramoleculares as
quais sao necessarias para manter a estrutura da macromolécula. O balanco

das interagbes que controlam a solubilidade e/ou a conformagao de uma

macromolécula podem ser modificadas por (von Hippel & Schleich, 1969):

temperatura, pH, sais, competidores de ligacdes de hidrogénio, aditivos

hidrofébicos e solventes organicos.

DIAGRAMAS DE FASE DE MACROMOLECULAS BIOLOGICAS

Para crescer cristais de qualquer composto, as moléculas ou ions
devem ser trazidos a um estado de supersaturagdo, estado que e
termodinamicamente instavel. Disto segue que, o conhecimento das
solubilidades macromoleculares € um pré-requisito para o controle das
condigdes de cristalizagdo. Assim, como as bases teoricas da solubilidade sao
ainda controversas, especialmente no que tange efeitos dos sais, os dados
sobre a solubilidade quase sempre se originam de determinagoes
experimentais. Nos ultimos anos, métodos quantitativos permitiram tais

determinacdes usando pequenas quantidades de proteina (Mikol & Giegé,
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1989; Riés-Krautt & Ducruix, 1989). O principal resultado destes métodos foi a

demonstragcao experimental do comportamento da solubilidade, enfatizando a

importancia da determinagdo de diagramas de fase para o planejamento

racional de experimentos de crescimento de cristais de macromoléculas
biolégicas. Um diagrama deste tipo esta representado na Figura 1A, e
compreende as seguintes zonas:

(a) Curva de solubilidade (S): separa as zonas supersaturada e
hiposaturada. Em um experimento onde as concentragdes do agente de
cristalizacdo e da macromolécula biolégica correspondem as condigdes da
curva S, a solugado saturada da macromolécula esta em equilibrio com a
macromolécula cristalizada. Isto corresponde a situagao ao final do processo
de crescimento do cristal a partir de uma solugdo supersaturada, ou da
dissolugao de cristais em uma solu¢ao hiposaturada.

(b) Abaixo da curva de solubilidade: a solugao esta hiposaturada e a
macromolécula biolégica nunca ira cristalizar, visto que as condi¢des
termodinamicas estao estaveis.

(c) Acima da curva de solubilidade: a concentragdo da macromolécula
biologica & maior que a concentragcdo no equilibrio para uma dada
concentragdo salina. Isto corresponde a uma zona de supersaturagao.
Dependendo da cinética para se atingir o equilibrio e do nivel de
supersaturagao, esta regidao pode ser dividida em trés zonas: (P) zona de
precipitacdo, onde o excesso de macromolécula imediatamente se separa da
solugdo em um estado amorfo; (N) zona de nucleagdo, onde o excesso da
macromolécula biolégica se separa sob a forma cristalina; (M) zona
metaestavel, onde a solugdo supersaturada pode nao nuclear, ou seja, pode
nao gerar cristais, por um longo periodo de tempo, a menos que a solucao seja
mecanicamente pertubada ou que uma semente (um pequeno cristal) seja

introduzida, processo conhecido como semeadura.
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Supersaturagdo

Figura 1A. Descrigdo esquematica de um diagrama bidimensional da solubilidade de uma
macromolécula biolégica (P: zona de precipitagdo; N: zona de nucleagio; M: zona metaestavel;

curva S: curva de solubilidade).

TECNICAS DE CRISTALIZACAO

As técnicas mais utilizadas na cristalizagdo de macromoléculas
biolégicas sao: Dialise, Difusdo em interface livre, Batch e Difusdao de vapor
(Ducruix & Giegé, 1992). A seguir cada método sera discutido brevemente.

a) Didlise

O principio deste método € o equilibrio de pequenos solutos via
membrana semi-permeavel. A vantagem é sua reversibilidade: se a proteina
precipita ou forma cristais ndo adequados, pode ser redissolvida por dialise
contra uma solucao sem precipitante. Isto também é util quando o processo de
cristalizacao requer uma mudanga de pH. Por outro lado, precipitantes de peso

molecular alto nado podem ser utilizados.
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b) Difusdao em Interface Livre

Essa técnica geralmente é utilizada em pequena escala (a

concentracao de proteina usada é razoavelmente alta (50mg/ml) e ndo segue
os métodos de screening. Consiste de dois solventes de diferentes
densidades, nos quais a macromolécula ndo é igualmente solivel. Os
componentes da solugdo de cada camada difundem lentamente entre as
camadas, permitindo as condigées de supersaturagdo para a macromolécula

na regiao intermediaria e os cristais se formam nessa regiao.

c) Batch

Este &€ o método mais antigo e também mais simples para cristalizagao
de proteinas, geralmente usado para a producao de cristais em larga escala.
Nele, a macromolécula a ser cristalizada &€ misturada com um agente
cristalizante numa concentragdo tal, que permita atingir a supersaturagédo
instantaneamente.

Um fator que limita a aplicacao desse método & a alta quantidade de

amostra da macromolécula biolégica necessaria.

d) Difusado de Vapor

O principio da cristalizagdo por difusdo de vapor esta no equilibrio
quase estatico de duas solugdes, cujas concentragdes do agente precipitante
sao diferentes.

Uma gota contendo a macromolécula bioldégica a ser cristalizada em
tampao e agentes cristalizantes, é equilibrada contra um reservatério, no qual a
solucao do agente de cristalizacao esta a uma concentragao mais alta do que
na gota. O equilibrio prossegue por meio da difusdo das espécies volateis
(4gua e solventes organicos) até que a pressao de vapor na gota se iguale
aquela do reservatorio. Se o equilibrio ocorre por meio de troca da agua (da
gota para o reservatorio), isto leva a uma diminuicao do volume da gota, e
consequentemente, um aumento na concentragao de todos os constituintes da
gota de cristalizagdo. Esses principios se aplicam para os métodos de gotas
penduradas, gotas sentadas e gotas sanduiches, mostrados na Figura 2A.
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Figura 2A. Representagdo esquematica da gota pendurada, gota sentada e gota sanduiche.

O METODO DA MATRIZ ESPARSA (FATORIAL)

Com o aumento do numero de macromoléculas biolégicas cristalizadas
com sucesso, tornou-se ébvio que muitas das condigbes de cristalizagcao
assemelhavam-se, ou seja, havia uma concentracao de resultados usando-se
um numero determinado de precipitantes, tampdes e aditivos. Isto levou a
proposicao de diversos métodos de cristalizagao (Carter & Carter, 1979), nos
quais um numero limitado de condi¢cdes de cristalizagcdo eram tentados,
usando-se pequenas quantidades da macromolécula biolégica. A partir da
observacao dos resultados preliminares destes experimentos era possivel
determinar qual tampao, aditivo e agente precipitante seriam os mais
favoraveis e a partir dai proceder-se a sucessivos melhoramentos até se
conseguir cristais adequados.

Dentro deste raciocinio a Dra. Jaru Jancarick da UC Berkeley propés o
método da matriz esparsa (Jancarick & Kim, 1991), no qual diversas condigoes
diferentes sao tentadas para se cristalizar a macromolécula biolégica.

No método da matriz esparsa foram escolhidas trés categorias de
parametros que afetam a cristalizacao como varaveis principais: pH e materiais
tampdes, aditivos e agentes precipitantes. Por tentativa e erro a matriz
multimensional foi simplificada eliminando-se as condigdbes que podiam ser
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parcialmente representadas por resultados de outras condigoes.
condicdes finais estao listadas na Tabela 2A, no final deste apéndice.
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Tabela 2A. Solugdes de Cristalizagdo.

SAL

TAMPAO

PRECIPITANTE

0,05M Cloreto de Calcio

0,2M Citrato de Sédio
0,2M Cloreto de
Magnésio

0,2M Citrato de Sédio

0,2M Acetato de Amodnio
0,2M Acetato de Aménio

0,2M Cloreto de
Magnésio

0,2M Citrato de Sédio
0,2M Cloreto de
Magnésio
0,2M Sulfato de Aménio

0,2M Sulfato de Litio

0,2M Acetato de
Magnésio

0,2M Acetato de Amdnio
0,2M Sulfato de Amoénio

0,2M Acetato de
Magnésio

0,2M Acetato de Sédio

0,2M Cloreto de
Magnésio

0,2M Cloreto de Calcio
0,1M Sulfato de Cadmio
0,2M Acetato de Aménio

0,2M Citrato de Sédio

0,2M Acetato de Sodio

0,1M Acetato de Sédio

0,1M Tris
0,1M HEPES
0,1M Tris
0,1M Cacodilato de
Sadio
0,1M Cacodilato de
Sadio
0,1M Citrato de Sédio
0,1M Acetato de Sédio
0,1M Citrato de Sédio

0,1M HEPES
0,1M Tris
0,1M HEPES
0,1M Cacodilato de
Sodio
0,1M HEPES

0,1M Tris

0,1M Cacodilato de
Sadio

0,1M Tris
0,1M Acetato de Sdédio
0,1M Cacodilato de
Sédio
0,1M Tris
0,1M HEPES

0,1M Acetato de Sédio
0,1M Imidazol
0,1M Acido Citrico
0,1M HEPES

0,1M Cacodilato de
Sadio

30% MDP

0,4M Tartarato de Sodio e Potassio

0,4M Fosfato de Aménio
2,0M Sulfato de Aménio
30% MDP

30% PEG 4K

1,5M Acetato de Sodio

30% Isopropanol

30% PEG 4K
30% PEG 4K
1,0M Fosfato de Aménio

30% Isopropanol
30% PEG 4K

28% PEG 400

30% PEG 8K

1,5M Sulfato de Litio
30% PEG 4K

25% PEG 8K

30% Isopropanol
25% PEG 4K

30% MDP
30% PEG 4K
30% PEG 400

30% Isopropanol
1,0M Acetato de Sédio
30% MDP
20% Isopropanol

30% PEG 8K
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0,2M Sulfato de Amoénio
0,2M Sulfato de Aménio

0,05M Fosfato de
Potassio

0,2M Acetato de Zinco

0,2M Acetato de Calcio

1,0 M Sulfato de Litio
0,5 M Sulfato de Litio

0,1M Acetato de Saédio

0,1M HEPES
0,1M Tris

0,1M Acetato de Sédio
0,1M HEPES
0,1M HEPES

0,1M Citrato de Sddio
0,1M HEPES

0,1M Cacodilato de
Sédio
0,1M Cacodilato de
Sédio
0,1M Acetato de Sédio
0,1M Tris

0,8M Tartarato de Sédio e Potassio
30% PEG 8K
30% PEG 4K
2,0M Sulfato de Aménio
4,0M Formiato de Sédio
2,0M Formiato de Sédio
0,8M Fosfato de Sédio e Potassio
8% PEG 8K
8% PEG 4K
1,4M Citrato de Sédio
2% PEG 400 + 2,0M Sulfato de Aménio
20% Isopropanol + 20% PEG 4K
20% Isopropanol + 20% PEG 4K

20% PEG 8K

30% PEG 1,5K
0,2M Formiato de Magnésio

18% PEG 8K

18% PEG 8K

2,0M Sulfato de Aménio
2,0M Sulfato de Aménio
2% PEG 8K
15% PEG 8K
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APENDICE B

DICROISMO CIRCULAR

INTRODUGCAO

Uma caracteristica comum a uma grande variedade de biopolimeros &
a existéncia de estrutura secundaria helicoidal. As a-hélices de polipeptideos e
proteinas, as hélices simples, duplas e triplas de polinucleotideos e as
conformagodes helicoidais de alguns polissacarideos sao tanto unicas em cada
classe de compostos quanto importantes para sua fungao biolégica. A
detecgao de tais estruturas e a medicdo da quantidade das mesmas,
desempenham um papel importante na compreensao da funcao dessas
moléculas (van Holde, 1975).

Muitas sdo as técnicas que utilizam principios fisicos para elucidarem
as propriedades de biopolimeros, mas poucas oferecem essas informacées a
partir da assimetria estrutural de moléculas dissolvidas. Isso €& obtido pela

resposta das moléculas a luz polarizada (van Holde, 1975).

POLARIZACAO DA LUZ

Uma onda eletromagnética é caracterizada pela orientagao e amplitude
de seus campos elétrico e magnético componentes. Os vetores de ambos os

campos sao perpendiculares entre si e a dire¢ao de propagacgao (Figura 1B-

superior). E por meio de sua orientagdo com relagido a um sistema externo de

referéncia (o aparelho, uma molécula) que descrevemos a polarizagao (van
Holde, 1975).

A luz circularmente polarizada (Figura 1B-inferior) percorre um caminho
helicoidal na direcdo da propagacao. Pode ser circularmente polarizada a
direita ou a esquerda, dependendo do sentido de rotagdo com relagao a
diregao de propagacao. Por convengao, considera-se luz circularmente
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polarizada a direita, quando o vetor elétrico, visto apontando em diregdo a

fonte, gira num sentido horario (van Holde, 1975).

Figura 1B. Superior: vetores campo elétrico e magnético componentes de uma onda
eletromagneética. Inferior: diagrama esquematico que mostra o componente elétrico da luz
circularmente polarizada a direita.

A absorcao diferenciada da radiagao polarizada em fungao da

frequéncia é chamada Dicroismo. Quando aplica-se luz circularmente

polarizada, temos Dicroismo Circular (Circular Dichroism-CD) (Rodger &

Nordén, 1997), apresentado resumidamente na Figura 2B.

luz polarizada |uz polarizada
a esquerda a direita

co=[00-007]+® =

molécula -
quiral

espectro
de CD

Figure 2B. llustracdo esquematica do dicroismo circular.
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Ao atravessar uma amostra formada por moléculas opticamente ativas
(com excegao da glicina, todos os aminoacidos sao quirais; consequentemente,
a estrutura secundaria de uma macromolécula biolégica também € quiral), a luz
circularmente polarizada € desviada para direita ou esquerda, produzindo o
sinal de CD. A Figura 3B apresenta um esquema do espectropolarimetro usado

nos experimentos de dicroismo circular.

luz circularmente
polarizada

polarizador

absorc¢ao preferencial

esquerda

esquerda

direita

P
detector

Figura 3B. Desenho esquematico de um espectropolarimetro.

CARACTERISTICAS DO DICROISMO CIRCULAR

As aplicagbes do Dicroismo circular incluem (http://www.ap-

lab.com/circular_dichroism.htm ):

= determinar o enovelamento de uma macromolécula biolégica (estrutura
secundaria e terciaria);
comparar as estruturas de uma mesma proteina obtida de fontes diferentes
ou comparar as estruturas de mutantes da mesma proteina;
estudar a estabilidade conformacional de uma macromolécula biolégica sob
estresse, sua estabilidade térmica, de pH e contra desnaturantes;
determinar se interagdes proteina-proteina ou outras interagdes alteram sua
conformacao.

Ha muitas vantagens em usar-se CD para estudar sistemas biologicos

(Rodger & Nordén, 1997):
Apéndice B

AVA
AVAVEY

2 3 4 5 6 7 unespmll 12 13 14 15 1o 17 18



os experimentos sao simples e rapidos de serem realizados;

os experimentos sao realizados em solugao. Isso & importante, pois muitas
vezes o processo de cristalizagao nao € bem sucedido;

requer menores concentragées da amostra que os experimentos de RMN;

a escala de tempo intrinseca de um medida de CD (10™"s para absor¢do de

um féton de UV) é definida pela energia dos fétons usados; € muito menor

que a de RMN que usa ondas de radio (10%). Essa diferenca pode ser

relevante nos estudos das interagées de ligantes com macromoléculas;

CD pode ser usado para moléculas de qualquer tamanho.

RESULTADOS PARA ESTRUTURAS SECUNDARIAS

O fendémeno de Dicroismo circular € muito sensivel a estrutura
secundéaria de polipeptideos e proteinas e é observado apenas nas regides de
comprimento de onda onde a substancia absorve luz. As proteinas absorvem
luz na regiao do Ultravioleta.

O espectro UV de proteinas & geralmente dividido em UV-proximo
(near UV), e UV-distante (far UV). O UV-préximo, de 250 a 300nm, é também
descrito como regido aromatica. O UV-distante (<250nm) é regido
principalmente pelas transi¢ées (Figura 4B) da cadeia peptidica principal da
proteina, que sao do tipo (Rodger & Nordén, 1997):

e N7 centrada por volta de 220 nm; envolve elétrons ndo-ligados do O da carbonila.
e T>T* centrada por volta de 190 nm; envolve os elétrons = da carbonila.

by © iy tey

o oo | [loge
— [ 1\ | — i
n n o

Figura 4B. llustragbes esquematicas das transicées em peptideos: (a) n>n* e (b) n>n*.
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A intensidade e a energia das transicoes dependem dos angulos ® e
Y. Estes angulos permitem um certo grau de liberdade de rotagao as cadeias
laterais, apesar das ligagdes peptidicas serem planares e rigidas.
Consequentemente, as cadeias laterais podem formar pontes de hidrogénio.
Surgem, assim, estruturas secundarias do tipo a-hélice, folha-$ e volta.

A Figura 5B apresenta os angulos ® e W e as transi¢cdes responsaveis
pelos sinais de CD.

O— C/
\ H
N
/Ca\ Figura 6B. Desenho esquematico de

71 uma ligacao peptidica, com os angulos ©
¢ CB

e W e as transi¢des responsaveis pelos

H_ N = sinais de CD.
=1
AN
n—=1u C
N

O

Espectros de CD distintos foram descritos para conformagdes
secundarias "puras", a partir de solucao de poli-L-lisina que, sob temperaturas
e pHs diferentes, apresenta 100% de a-hélice, 100% de folha-B e 100% de
random coil. A auséncia de estrutura regular resulta em zero de intensidade de
CD, enquanto que uma estrutura ordenada resulta em um espectro que contém

sinais positivos e/ou negativos (http://www.ap-lab.com/circular_dichroism.htm ).

O espectro de CD de uma proteina nativa € a soma dos multiplos
fracionarios de cada componente estrutural. Assim, ele determina a
porcentagem de cada estrutura secundaria na molécula, mas nao determina
quais residuos de aminoacidos estao envolvidos na formagao das estruturas.
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A Figura 6B ilustra os espectros caracteristicos das estruturas secundaria

b
(—]

[\ ]
—]

=

230 250
comprimento de onda (nm)

Figura 6B. Espectros de CD de estruturas secundarias "puras".

= CD de a-hélice
E a estrutura secundaria dominante em muitas proteinas, inclusive nas
globulares. Seus espectros sao caracterizados por 2 bandas negativas a

222nm (transicao n->m*) e 208nm (transicao (T>7*)paraela), COM magnitudes
aproximadamente iguais e uma banda positiva em 190nm (transicao
(> Tt*)perpendicuiar). A Figura 7B-superior apresenta um desenho esquematico

da formagao de uma a-hélice, na qual a ligacao de hidrogénio ocorre entre o n

residuo e o n+4 residuo e € intracadeia (Rodger & Nordén, 1997).

Apéndice B

AVA
AVAVEY

2 3 4 5 6 7 unespmll 12 13 14 15 1o 17 18



= CD de folha-B
A caracterizagao espectroscopica de folhas-B € mais dificil, pois

proteinas que sao formadas por esse tipo de estrutura secundaria sdao menos
soluveis em solventes com boa transmissdo de UV. O espectro de CD de

folha-B possui um regido negativa a 216nm (transicdo m->71*) e uma positiva a

195nm (transicao n->7*) de amplitudes comparaveis. A Figura 7B-inferior

apresenta um desenho esquematico da formagao de uma folha-B, na qual as
ligagdbes de hidrogénio ocorrem entre o n residuo com n+3 residuo e €&
intercadeia (Rodger & Nordén, 1997).

= (CD de estrutura aleatéria

O espectro possui um sinal negativo forte um pouco abaixo de 200nm

(transi¢ao n->m*), uma faixa positiva a aproximadamente 218nm (transi¢cao

n->7*) e uma faixa negativa bem fraca a 235nm (Rodger & Nordén, 1997).

Figura 7B. Desenhos esquematicos de uma a-hélice (superior) e folha-3 (inferior).
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DICROISMO CIRCULAR DE PEPTIDEOS

CD ¢ aplicado extensivamente a caracterizacao estrutural de peptideos

para (http://broccoli.mfn ki.se/pps_course_96/ss 960723 21 html):

= monitorar as mudangas conformacionais (por exemplo, mondémero-
oligbmero, adigao de substrato ligante, desnaturacéo, etc.);
= estimar o conteudo de estrutura secundaria (por exemplo, tal peptideo é
25% helicoidal sob determinadas condigoes);
Ja foram apresentados espectros de CD de peptideos em varios
sistemas de solventes, tais como, trifluoroetanol (TFE), hexafluoroisopropanol
(HFIP) e SDS (Dodecil sulfato de Sédio), famosos promotores de hélice.
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APENDICE C

FLUORESCENCIA

PRINCIPIOS BASICOS

Luminescéncia € uma propriedade fisico-quimica de substancias que,
ao absorverem um féton, tém seus elétrons elevados a um estado eletrénico
excitado e, no retorno ao estado eletrénico fundamental, emitem um féton de
energia menor. A emissao resultante da volta para o estado fundamental com a
mudancga no spin dos elétrons € chamada de fosforescéncia e sem mudanca
no spin, fluorescéncia.

Para que se possa verificar a emissao fluorescente € necessario a
presenca de um fluoréforo, seja natural ou inserido, no sistema. Os fluoréforos
possuem anéis aromaticos, cujos elétrons sdo excitados quando expostos a um
comprimento de onda especifico. Sao exemplos de fluoréforos: quinina,
fluoresceina, antracina e perileno.

A absorcao e emissao de luz sao bem ilustradas no diagrama de nivel
de energia de Jablonski (Figura 1C) (Jablonski et al. 1935). O estado
fundamental, primeiro e segundo estados eletrénicos sao descritos como So, S+
e S, respectivamente. Esses niveis eletronicos de energia, os fluoroforos, sao
divididos em subniveis de energia vibracional descrito por 0, 1, 2, etc... As
transicoes entre os niveis eletrénicos de energia sio verticais (Lakowicz, 1983).

A absorcao da luz, que ocorre em 107° segundos, leva a molécula a
uma transi¢cao de um estado energético baixo a um nivel de maior energia
vibracional (S1 ou S3). No estado excitado singleto (S1), o elétron do orbital de
alta energia tem a orientacao spin oposta ao do elétron da 6rbita de menor
energia e sao ditos pareados. Apds a excitacao, com poucas excecoes, 0s
elétrons decaem para o nivel de mais baixa energia vibracional do Si. Esse
processo & chamado de conversdo interna e geralmente ocorre a 10"

segundos. Se o tempo de vida de emissao fluorescente é de 107 segundos, a

conversao interna ja foi completada até a emissao.
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Figura 1C. Diagrama de Jablonski.

Assim, a emissao de fluorescéncia resulta de um decaimento do estado
excitado equilibrado termicamente Si (singleto) para o estado fundamental
(Figuras 1C e 2C). As moléculas em S1 podem também sofrer um conversao
para o estado Tripleto (T4) cujos elétrons ndo sao pareados, ou seja, seus
spins tém a mesma orientacao. O retorno do estado tripleto necessita da
inversao do spin dos elétrons para voltar ao estado fundamental. A
fosforescéncia resulta dessa emissao e tem seu comprimento de emissao
maior, ou seja, de mais baixa energia que a fluorescéncia (Lakowicz, 1983).

A fluorescéncia € a emissao de fotons resultante do retorno de um
elétron pareado a um orbital de energia menor (estado fundamental). A
transicao & permitida nas leis de mecanica quantica e o fluxo de emissao é
tipicamente proxima a 10° sec™. Essa razdo de emissao resulta em um tempo
de vida da fluorescéncia perto de 10 sec ou 10 nsec. O tempo de vida da
fluorescéncia € a média do periodo de tempo em que o fluoréforo (substancia
que emite fluorescéncia) permanece excitado. A fosforescéncia € a emissao

resultante da transicao de estados de diferente multiplicidade, como o retorno
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do estado tripleto para o fundamental. O tipico tempo de vida da emissao de
fosforescéncia varia de milisegundos a segundos (Lakowicz, 1983).

Os dados de fluorescéncia sao geralmente apresentados como
espectros de emissao, que por sua vez, € a representacao grafica da
intensidade de fluorescéncia pelo comprimento de onda (em nm). Os
espectros variam entre si e sao dependentes da estrutura do fluoréforo e do
solvente no qual este se encontra dissolvido (Lakowicz, 1983).

Figura 2C. Etapas envolvidas no
processo de fluorescéncia. Apés a
absorc¢ao inicial, ocorre o decaimento
com transferéncia de energia para a
vizinhanca. A transicio radiativa
(absorgao) é do estado fundamental para
o estado eletrénico superior.

Absorgao

FLUORESCENCIA DE PROTEINAS

Nas proteinas geralmente estdao presentes aminoacidos aromaticos
(triptofano, tirosina e fenilalanina) que sao sondas intrinsecas naturais de
fluorescéncia. Em particular, os estudos de fluorescéncia dos aminoacidos
tirosina e triptofano fornecem informagdes sobre as variagdes ocorridas no

microambiente destes residuos. A metodologia & vantajosa por oferecer

resultados satisfatorios sobre alteragcdes na conformacgao terciaria da proteina,

com a vantagem de utilizar quantidades baixas desta.

A absorgao das proteinas em 280nm € devido aos residuos de tirosina
e triptofano. Em comprimentos maiores, como 295nm, a absorcdo é
primariamente do residuo de triptofano. Isso sugere que esse residuo pode ser
seletivamente excitado de 295 a 305nm, fato confirmado experimentalmente. A
fenilalanina nao é excitada na maioria das situagdes, pois tem um pico maximo
de absorcao proximo a 260nm. Assim o rendimento quantico desse residuo é
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muito pequeno e raramente sua emissdo € observada. O espectro de emissao
de fluorescéncia dos aminoacidos aromaticos € mostrado na Figura 3C. A
emissao do residuo de tirosina em agua ocorre em 330nm e, relativamente, €
insensivel a polaridade do solvente. A emissdo maxima do triptofano na agua é
de 348nm e é altamente dependente da polaridade do microambiente.

303 nm
Tyr

INTENSIDADE DE
FLUORESCENCIA

240 280 320 360 400 440
COMPRIMENTO DE ONDA (nm)

Figura 3C. Espectros de emissao de fluorescéncia dos aminoacidos aromaticos.

A fluorescéncia da maioria das proteinas € dominada pela emissao do
residuo triptofano. O nucleo inddlico e seus derivados sao muito sensiveis a
polaridade do microambiente ou do solvente. Como consequiéncia, o espectro
de emissao do residuo de triptofano pode refletir a polaridade do ambiente que
o circunda. O espectro de emissao de fluorescéncia das proteinas € sensivel a
ligagao de substratos, as reacdes de associacdo com supressores de
fluorescéncia e a desnaturacao de proteinas. A caracterizacao do ambiente do
triptofano e, consequentemente da proteina, pode ser feita através de estudos
da supressao de fluorescéncia intrinseca do triptofano (FIT) (Lakowicz, 1983).
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Crystallization and preliminary X-ray diffraction
analysis of a eumenine mastoparan toxin: a new
class of mast-cell degranulating peptide in the wasp

venom

Mastoparans are tetradecapeptides found to be the major component
of vespid venoms. A mastoparan toxin isolated from the venom of

Received 10 September 1999
Accepted 11 July 2000

Anterhynchium flavomarginatum micado has been crystallized and
X-ray diffraction data collected to 2.7 A resolution using a
synchrotron-radiation source. Crystals were determined to belong
to the space group P6,22 (P6,22). This is the first mastoparan to be
crystallized and will provide further insights into the conformational
significance of mastoparan toxins with respect to their potency and

activity in G-protein regulation.

1. Introduction

Several different bioactive peptides have been
isolated from the venoms of wasps and hornets.
The mastoparan toxins, the mast-cell degran-
ulating peptides of the vespid venom, are
tetradecapeptides and have been reported to
be the major peptide in many species of hornet
(Nakajima, 1984). Several such peptides have
been characterized as causing the liberation of
histamine, serotonin and other chemical
substances mediating inflammation upon
binding to plasma membranes. Some of these
peptides also possess a potent haemolytic
activity which acts in synergy with the lethal
protein of the vespid venom (Ho & Hwang,
1991).

The action of these tetradecapeptides
appears to involve multiple signal transduction
pathways and may stimulate these activities via
its effect on G proteins. Previous structural
studies using circular dichroism (CD) and
nuclear magnetic resonance (NMR) spectro-
scopy revealed that mastoparans exhibit a
random-coil form in aqueous solution, whereas
these tetradecapeptides adopt the amphiphilic
a-helix conformation in trifluorethanol-
containing aqueous solution (Chuang et al,
1996). This conformational behaviour has also
been observed for other phospholipid
membrane-binding peptides (Higashijima er
al., 1983).

Especially interesting is the stimulation of
phospholipase A, activity by mastoparans.
Phospholipase Ajs are perhaps the most
ubiquitous enzymes in venoms (Giotto et al.,
1998; de Azevedo eral., 1997, 1998, 1999; Ward
et al., 1998). They are found in the venoms of
snakes, lizards and hornets. Several masto-
parans can facilitate phospholipase A; activity,
a behaviour similar to melittin. Mastoparans
cause a 12-, 15- and 50-fold increase in the

production of arachidonic acid catalyzed by
phospholipase A, from bee venom, eastern
diamondback rattlesnake and porcine
pancreas, respectively (Argiolas & Pisano,
1983).

A mastoparan toxin was isolated from the
solitary wasp A. flavomarginatum micado, the
most abundant eumenine wasp in Japan, and
named eumenine mastoparan (Konno er al,
2000). Solitary wasps paralyze insects or
spiders with stinging venom and feed the
paralyzed victims to their larvae. Accordingly,
the venom should contain a variety of consti-
tuents acting on the nervous system. However,
only a few constituents of the venom have been
chemically characterized, despite the thou-
sands of solitary wasp species inhabiting the
earth. In the present work, the crystallization
and preliminary X-ray analysis of the eume-
nine mastoparan (lle-Asn-Leu-Leu-Lys-lle-
Ala-Lys-Gly-lle-lle-Lys-Ser-Leu-NH;), a new
class of mast-cell degranulating peptide, is
reported in order to provide further insights in
the conformational characteristics and the
implication for its biological functions.

2. Materials and methods
2.1. Tetradecapeptide synthesis

The peptide was prepared by stepwise solid-
phase synthesis using N-9-fluorenylmethoxy-
carbonyl (Fmoc) chemistry with TGS-RAM
resin (Shimadzu Corp., Kyoto, Japan) on a
Shimadzu PSSM-8 peptide synthesizer. All
Fmoc amino acids and the resin were
purchased from Shimadzu Corp. Side-chain
protective groups included r-butoxy for serine
and r-butoxycarbonyl for lysine. Cleavage of
the peptide-resin was performed by treatment
with  anisole/1,2-ethanedithiol/trifluoroacetic
acid solution (5:1:94 by volume), using 10 ml
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Table 1
Detailed X-ray diffraction
crystal of EMP.

No. of

d dent

T Redun-
reflections

dancy

from all

data (%)

in range (A) ta(h)

statistics for synchrotron data from a

Completeness

crystallization papers

drops in which 2 ul of EMP
solution (Smgml™') was
mixed with an equal volume
of reservoir solution. 0.1 M
sodium acetate trihydrate pH
4.6 and 2.0 M sodium formate

Recrget
in range
from all
data (%)

21.43
0.27
23.03
3.4
23.47
1823
15.26
16.00
13.50
1.2
11.06
8.68
7.40
8.08
622
17.97

382
549
5.69
598
57
6.04
596
5.85
615
595
s\
590
5.44
543
487
5.63

9746
100.0
100.0
100.0
100.0
100.0
100.0
100.0
100.0
100.0
100.0
100.0

98.9

98.9

98

9.5

20.00-6.58 122
6H.58-5.26 1n7
5.264.60 100
4.60-4.19 96
4.19-3.89 m
3R9-3.66 7
A.66-3.48 95
348333 92
333320 93
120-3.09 92
3.09-2.99 96
299-2.91 8’7
291-2.83 89
283-2.76 88
2.76-2.70 &7
All reflections 1436

was used as the reservoir
36 solution. A  crystal was
&0 mounted in a borosilicate
ﬂ glass capillary tube for X-ray
104 data collection.
126 X-ray diffraction data were
::: collected at a wavelength of
186 1.547 A using the Synchrotron
;;3 Radiation Source (Station
. PCr, Laboratério Nacional de
Luz Sincrotron, LNLS,
Campinas, Brazil; Polikarpov,

48

A iy

an i of the refl
the mcan intensity of that reflection.

per gram of resin at room temperature for
2 h. After filtering to remove the resin and
ether extraction, the crude peptide was
purified by semipreparative reverse-phase
HPLC (CAPCELL PAK C18, 10 x 250 mm,
40% acetonitrile—water containing 0.1%
trifluoroacetic acid). The homogeneity of
the synthetic peptide was assessed by
analytical HPLC and fast-atom bombard-
ment mass spectral (FAB-MS) analysis.

2.2. Crystallization

The eumenine mastoparan (EMP) used
in the crystallization experiments was
dissolved in 50% trifluorethanol-containing
aqueous solution. Crystals of the EMP have
been obtained under several different crys-
tallization conditions using the hanging-
drop vapour-diffusion and sparse-matrix
methods (Jancarik & Kim, 1991). The best
crystals were obtained after 2 d growth from

Figure 1
Photomicrograph of the hexagonal-shaped crystal of
EMP.

t Rearm = W0 [ i (Mases = Uaed DV Eari Unis), where luy, is the intensity of
ividual ion with indices A, k and [, and (/,) is

2.6

220

244

x Oliva et al., 1998; Polikarpov,

Perles er al, 1998) and a

345cm  MAR  Research

imaging-plate detector at a

crystal-to-detector distance of

200.0 mm and a temperature
of 281 K. Using an oscillation range of 2.0°,
30 images were collected and the raw X-ray
diffraction data were processed to 2.7 A
resolution using the program DENZO and
scaled with the program SCALEPACK
(Otwinowski, 1993).

Autoindexing procedures combined with
analysis of the X-ray diffraction pattern and
averaging of equivalent intensities were
used in the characterization of the Laue
symmetry.

3. Results and discussion

Fig. 1 illustrates a photomicrograph of a
hexagonal-shaped crystal of EMP isolated
from the venom of A. flavomarginatum
micado suitable for X-ray diffraction
experiments, with average dimensions of
about 0.1 x 0.1 x 0.8 mm. The crystal has
the primitive hexagonal Laue lattice, space
group P6;22 (P6422), with unit-cell para-
meters a = 4332 (2), b = 4332 (2),
¢ = 79.86 (2) A. Assuming the asymmetric
unit content to be two or three peptides of
molecular weight of 1.65kDa each, the
possible Vyy values are 284 and
1.89 A® Da~' (Matthews, 1968), respectively.
Assuming a value of 0.74cm®g~' for the
protein partial specific volume, the possible
calculated solvent content in the crystal are
41% for two peptides in the asymmetric unit
and 34.9% for three peptides in the asym-
metric unit; the calculated crystal densities
are 109 and 123 gcm” 3 respectively.
Detailed data-collection statistics for the
synchrotron data are given in Table 1.

There are at least two possibilities for the
number of molecules in the asymmetric unit,
two or three molecules. In order to solve this
ambiguity, a self-rotation function was
calculated and inspected; however, it was
not conclusive. Attempts to solve the struc-
ture were performed for the two possibilities
and in both cases did not produce a
reasonable solution. The two possible space
groups were tried in the molecular replace-
ment and refinement. The best solutions
were submitted to simulated-annealing
refinement as implemented in X-PLOR
(Briinger, 1992) and did not converge to
reasonable values of the R factor and Ry
(R factor = 39% and Ry = 45% for three
peptides in the asymmetric unit). The initial
model was a mastoparan-X isolated from
Vespa xanthoptera (Kusunoki er al, 1998;
PDB accession code 1a13) solved by nuclear
magnetic resonance (NMR) spectroscopy, in
which the residues were modified to be in
accordance with the EMP sequence. This
model is an amphipathic helix in which the
residues with hydrophilic side chains are
located on one side and the residues with
hydrophobic side chains are located on the
other side of the molecule. Further attempts
to solve the EMP structure will be
performed using the multiple isomorphous
replacement method.

We thank Mr J. R. Brandao Neto and Dr
1. Polikarpov (LNLS) for their help in the
synchrotron data collection. This work was
supported by grants from FAPESP, CNPq,
Fundo Bunka de Pesquisa (Banco Sumi-
tomo), Suntory Grants and FUNDUNESP
(Brazil).
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Abstract

Mastoparans are tetradecapeptides found to be the major component of vespid venoms. These peptides present a wide
spectrum of biological activities, such as mast cell degranulation, hemolytic activity and also reveals antimicrobial activity. A
mastoparan toxin isolated from the venom of Anterhynchium flavomarginatum micado has been crystallized. At room
temperature these crystals diffracted to 2.8 A resolution. However, upon cooling to cryogenic temperature around 85 K, the
original resolution limit could be improved to 2.0 A. Crystals were determined to belong to the space group P3; (P3,). This is
the first mastoparan to be crystallized and it will provide further insights in the conformational significance of mastoparan
toxins, with respect to their potency and activity in G protein regulation. © 2001 Elsevier Science B.V. All rights reserved.

Keywords: Mastoparan; Cryocrystallography: Synchrotron; Wasp

The chemical constituents of the venoms of Hyme-
nopteran social wasps and bees have been well char-
acterized; a range of amines, peptides and proteins
act together to produce a wide spectrum of biological
effects [1-3]. Stinging with these venoms produces
severe pain, local damage, and occasionally death
in large vertebrates. In contrast, solitary wasps use
their venoms in different way, for prey capture. Soli-
tary wasps paralyze insects or spiders with stinging
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E-mail: walterfrat@df.ibilce.unesp.br

0167-4838/01/%
PII: S0O167-4838(00)00192-8

5 6

venom and feed the paralyzed victims to their larvae
[4]. Accordingly, the venom should contain a variety
of constituents acting on the nervous system. How-
ever, only few constituents of the venom have been
chemically characterized, despite the thousands of
solitary wasp species that inhabit of the earth. A
systematic survey of the biologically active substan-
ces in solitary wasp venoms inhabiting Japan has
identified novel peptide neurotoxins, pompilidotoxins
(PMTXs), from the venoms of the spider wasps Ano-
plius samariensis and Batozonellus maculifrons [4].
During this survey a new mast cell degranulating
peptide has been identified, designated as eumenine

see front matter © 2001 Elsevier Science B.V. All rights reserved.
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mastoparan-AF (EMP-AF) in the venom of the soli-
tary wasp Anterhynchium flavomarginatum micado,
the most abundant eumenine wasp in Japan [3].
The amino acid sequence and biological activities
of this peptide are similar to those of mastoparans,
the mast cell degranulating peptides isolated from
various hornet venoms [2].

The mastoparan toxins are tetradecapeptides and
have been reported to be the major peptide in many
species of hornets [5]. Several such peptides have
been characterized as to cause liberations of hista-
mine, serotonin and other chemical substances medi-
ating inflammation upon binding to plasma mem-
brane. Some of these peptides also possess a potent
hemolytic activity which acts in synergy with the le-
thal protein of the vespid venom [6]. The action of
these tetradecapeptides appears to involve multiple
signal transduction pathways and may stimulate
these activities via its effect on G proteins.

Especially interesting is the stimulation of phos-
pholipases A, activity by mastoparans. Phospho-
lipases A, are perhaps the most ubiquitous enzymes
in venoms [7-11]). They are found in venoms of
snakes, lizards and hornets. Several mastoparans
can facilitate phospholipase A, activity, a behavior
similar to melittin. Mastoparans cause a 12-, 15-, and
50-fold increase in the production of arachidonic
acid catalyzed by phospholipase A, from bee venom,
eastern diamondback rattlesnake and porcine pan-
creas, respectively [12].

Several peptides of similar size had their structures
determined by X-ray crystallography [13-15]; how-
ever, no X-ray studies have been performed on mas-
toparans. Previous structural studies using circular
dichroism (CD) and nuclear magnetic resonance
(NMR) spectroscopy revealed that mastoparans ex-
hibit a random coil form in aqueous solution, where-
as these tetradecapeptides will adopt the amphiphilic
a-helix conformation in trifluoroethanol-containing
aqueous solution [16]. This conformational behavior
has also been observed for other phospholipid mem-
brane-binding peptides [17].

In the present work the preliminary cryocrystallo-
graphic analysis of the eumenine mastoparan (Ile-
Asn-Leu-Leu-Lys-Ile-Ala-Lys-Gly-Ile-Ile-Lys-Ser-Leu-
NH>), a new class of mast-cell degranulating peptide
is reported, in order to provide further insights in
the conformational characteristics and the implica-

tion to its biological functions. Preliminary X-ray
diffraction analysis indicated that the EMP crystals
diffract to 2.0 A resolution. However, rapid degrada-
tion of the EMP in the X-ray beam at room temper-
ature has obstructed the collection of a full data
set to resolution higher than 2.8 A. In order to im-
prove resolution, water-soluble protein crystals are
frequently flash-cooled to cryogenic temperatures
[18-20]. In this communication, we report on a
successful experiment in which flash-cooled EMP
crystals have diffracted to 2.0 A, and a full data set
has been successfully collected using synchrotron ra-
diation.

Peptide was prepared by stepwise solid-phase syn-
thesis using N-9-fluorenylmethoxycarbonyl (Fmoc)
chemistry with TGS-RAM resin (Shimadzu Corp,.
Kyoto, Japan) on a Shimadzu PSSM-8 peptide syn-
thesizer. All Fmoc amino acids and the resin were
purchased from Shimadzu Corp. Side-chain protec-
tive groups included tert-butoxy for serine and
t-butoxycarbonyl for lysine. Cleavage reaction of
peptide-resin was performed by treatment with ani-
sole-1,2-ethanedithiol-trifluoroacetic acid solution
(5:1:94, by volume) at a rate of 10 ml/g of resin at
room temperature for 2 h. After filtering to remove
the resin and ether extraction, the crude peptide was
purified by semi-preparative reverse-phase HPLC
(CAPCELL PAK CI18, 10Xx250 mm, 40% acetoni-
trile-water containing 0.1% trifluoroacetic acid).
The homogeneity of the synthetic peptide was as-
sessed by analytical HPLC and fast-atom-bombard-
ment mass spectral (FAB-MS) analysis.

The eumenine mastoparan (EMP) used in the crys-
tallization experiments was dissolved in 50% trifluo-
roethanol-containing aqueous solution. Crystals of
the EMP have been obtained in several different crys-
tallization conditions, using the hanging drop vapor
diffusion and sparse matrix methods [21]. The best
crystals were obtained after 2 days growth from
drops in which 2 pl of EMP solution (5 mg/ml)
was mixed with an equal volume of reservoir solu-
tion. Sodium formate (4.0 M) was used as the reser-
voir solution.

Preliminary X-ray studies on EMP-AF showed
that these crystals diffracted to 2.0 A resolution,
although they decayed quickly when exposed to X-
ray at room temperature. To overcome this difficulty
we collected data from a flash-frozen crystal at 85K,
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Fig. 1. Photomicrograph of the crystals of EMP.

using the procedures described earlier [18-20]. In
brief, prior to flash freezing, PEG 400 was added,
up to 25% by volume, to the crystallization drops
for cryoprotection.

X-ray diffraction data were collected at a wave-
length of 1.535 A using the Synchrotron Radiation
Source (Station PCr, Laboratorio Nacional de Luz
Sincrotron, LNLS, Campinas, Brazil) [22,23] and a

34.5 cm MAR imaging plate detector (MAR Re-
search) at a crystal to detector distance of 150.43
mm. Using an oscillation range of 2.0°, 30 images
were collected and the raw X-ray diffraction data
were processed to 2.0 A resolution using the program
DENZO and scaled with the program SCALEPACK
[24].

Auto-indexing procedures, combined with analysis

Table 1
Detailed X-ray diffraction statistics for synchrotron data of crystal of EMP

Number of Ilo(I) Redundancy
independent reflections

Resolution in Completeness from Rmerge in range
range (A) all data (%) from all data (%)

100.00-4.33 1022 19.83 2.08 95.7 5:2
4.33-3.44 1052 20.93 2.07 98.8 4.7
3.44-3.00 1049 18.65 2.01 99.5 5.1
3.00-2.73 1059 16.78 2.00 99.0 6.9
2.73-2.53 1050 15.08 1.99 99.4 7.2
2.53-2.38 1053 14.67 1.98 98.3 7.8
2.38-2.26 1038 12.96 1.99 98.1 1.9
2.26-2.17 1062 12.01 1.96 971.5 9.8
2.17-2.08 985 10.25 1.96 96.6 11.8
2.08-2.01 1017 8.01 1.94 95.8 15.4

All reflections 10387 14.91 2.00 979 8.2

Ruverge = 100X Zpit[Zi (W miri =) DI/ Z i il ike), where Iy, is the intensity of an individual measurement of the reflection with indi-
ces, h, k and I, and {f;,) is the mean intensity of that reflection.
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of the X-ray diffraction pattern and averaging of
equivalent intensities, was used in the characteriza-
tion of the Laue symmetry.

Fig. 1 is a photomicrograph of the crystals of
EMP isolated from the venom of Anterhynchium fla-
vomarginatum micado suitable for X-ray diffraction
experiments, with average dimensions of about
0.1 X0.1x0.3 mm. Preliminary X-ray diffraction
analysis indicated that the crystal has the primitive
trigonal Laue lattice, with cell parameters of
a=433(2) A, b=43.3(2) A and ¢=79.9(2) A. Upon
freezing the cell parameters shrank to a=42.2(2) Al
b=422(2) A and ¢=79.9(2), a reduction of 5.02% in
the volume of the unit cell. Assuming the asymmetric
unit content to be 10 peptides of molecular mass of
1.65 kDa each one, the Vi, value is 2.16 A’ Da™!
[25]. Assuming a value of 0.74 cm® g~! for the pro-
tein partial specific volume, the calculated solvent
content in the crystal is 43.05% and the calculated
crystal density 1.27 g cm™?. Detailed data collection
statistics for the synchrotron data are given in Table
1.

Attempts to solve the EMP structure using stan-
dard molecular replacement techniques [26] did not
produce a reasonable solution. This is probably due
to the small dimensions of the search model when
compared to unit cell dimensions. The initial model
was the mastoparan-X isolated from Vespa xanthop-
tera [27) (PDB accession code: 1A13) solved by
NMR spectroscopy, in which the residues were
modified to be in accordance with the EMP se-
quence. This model is an amphipathic helix in which
the residues with hydrophilic side chains are located
on one side and the residues with hydrophobic side
chains located on the other side of the molecule.
Further attempts to solve the EMP structure will
be performed using the method of multiple isomor-
phous replacement.
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Abstract

A novel antimicrobial peptide, anoplin, was purified from the venom of the solitary wasp Anoplius samariensis. The
sequence was mostly analyzed by mass spectrometry, which was corroborated by solid-phase synthesis. Anoplin, composed
of 10 amino acid residues, Gly-Leu-Leu-Lys-Arg-Ile-Lys-Thr-Leu-Leu-NH,, has a high homology to crabrolin and
mastoparan-X, the mast cell degranulating peptides from social wasp venoms, and, therefore, can be predicted to adopt an
amphipathic a-helix secondary structure. In fact, the circular dichroism (CD) spectra of anoplin in the presence of
trifluoroethanol or sodium dodecyl sulfate showed a high content, up to 55%, of the a-helical conformation. A modeling
study of anoplin based on its homology to mastoparan-X supported the CD results. Biological evaluation using the synthetic
peptide revealed that this peptide exhibited potent activity in stimulating degranulation from rat peritoneal mast cells and
broad-spectrum antimicrobial activity against both Gram-positive and Gram-negative bacteria. Therefore, this is the first
antimicrobial component to be found in the solitary wasp venom and it may play a key role in preventing potential infection
by microorganisms during prey consumption by their larvae. Moreover, this peptide is the smallest among the linear a-helical
antimicrobial peptides hitherto found in nature, which is advantageous for chemical manipulation and medical
application. © 2001 Elsevier Science B.V. All rights reserved. =

Abbreviations: PMTX. pompilidotoxin; EMP-AF, cumenine mastoparan-AF; MALDI-TOF MS. matrix-assisted laser desorption/
ionization time-of-flight mass spectrometry; CPY, carboxypeptidasc Y: APM. aminopeptidase M: PSD. post-source decay: CID. colli-
sion-induced dissociation: CD, circular dichroism; TFE, trifluoroethanol: PC, L-a-phosphatidylcholine; PG, r-a-phosphatidyl-bL-glyc-

erol
* Corresponding author, at address a. Fax: +55-19-534-0009. E-mail address: kk-gon@rc.uncsp.br (K. Konno).
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Kevwordy: Anoplin: Antimicrobial peptide: Amphipathic a-helical structure: Solitary wasp venom

1. Introduction

Solitary wasp venoms may be a rich source of
bioactive substances, in particular neurotoxins, as
well as spider and scorpion venoms since solitary
wasps use their venoms to paralyze insects or spiders
and feed the paralyzed prey to their larvae [1]. How-
ever, the chemical components of the solitary wasp
venoms have been only poorly documented contrary
to those of the spider and scorpion venoms. Earlier
studies revealed that solitary wasp venoms indeed
contain neurotoxins. Philanthotoxins are non-com-
petitive antagonists of glutamate and nicotinic recep-
tors found in the digger wasp venom [2,3]. Bradyki-
nin related peptides blocking nicotinic acetylcholine
receptors in insect central nervous systems have been
obtained from the European scoliid wasp venoms
[4.5].

We have recently surveyed the bioactive substances
in the solitary wasp venoms and found novel peptide
neurotoxins, pompilidotoxins (PMTXs), in the ven-
oms of the spider wasps Anoplius samariensis and
Batozonellus maculifrons [6]. PMTXs affect not only
the invertebrate nervous systems, greatly facilitating
svnaptic transmission in the lobster neuromuscular
synapse [7], but also the mammalian central nervous
svstems, disrupting synchronous firing in rat cortical
neurons [8], which are due to the blockade of the
sodium channel inactivation [9]. Structure-activity
relationship studies demonstrated that the basic ami-
no acid residues play a key role in exhibiting the
potent facilitatory action in the lobster neuromuscu-
lar synapses [10]. Moreover, we have also isolated a
new mast cell degranulating peptide, eumenine mas-
toparan-AF (EMP-AF), from the venom of the eu-
menine wasp Anterlivnchium flavomarginatum micado
[11]. The structure and biological activities of this
peptide are similar to those of mastoparans, the
mast cell degranulating peptides isolated from vari-
ous social wasp venoms. Accordingly. our recent
studies indicated that solitary wasp venoms may con-
tain a variety of bioactive substances in addition to
neurotoxins.

From a further investigation of the venom sac ex-
tract of A. samariensis, we isolated another novel

peptide, designated anoplin, as one of the major
components. Anoplin is composed of only 10 amino
acid residues and showed both antimicrobial and
mast cell degranulating activity. This is the first anti-
microbial component to be found in solitary wasp
venoms and the smallest among the linear o-helical
antimicrobial peptides found in natural sources. We
report here the isolation. structural analysis including
the secondary structure and biological activities of
anoplin.

2. Materials and methods
2.1. Purification

Female wasps of A. samariensis were collected in
Sagamiko, Ibaraki, and Kyoto. The collected speci-
mens were immediately frozen on dry ice and kept at
—75°C until use. The venom sacs were dissected im-
mediately after thawing and lyophilized.

Sixty lyophilized venom sacs were extracted (5X 1
ml) with 1:1 acetonitrile-water containing 0.1% TFA
(CH3CN/H»0/0.1% TFA) and the extracts were sub-
jected to reverse-phase HPLC (Waters, Milford. MA,
USA) using CAPCELL PAK C,g, 10X 250 mm (Shi-
seido, Tokyo, Japan) with linear gradient from 5% to
95% CH3:CN/H,0/0.1% TFA at a flow rate of 2.5
mlU/min over 30 min (Fig. 1). The peak eluted at
19.5 min was further purified by CAPCELL PAK
Cis. 6X150 mm with 30% CH:;CN/H»0/0.1% TFA
at a flow rate of 1 ml/min to give anoplin eluted at
13.5 min. ”

2.2. Mass spectrometry

All mass spectra were acquired on a Vovager Elite
matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-
flight (MALDI-TOF) mass spectrometer (PerSeptive
Biosystems. Framingham, MA. USA) equipped with
a delayed extraction source and 337 nm pulsed nitro-
gen laser. For the collision-induced dissociation/post-
source decay (CID/PSD) spectra measurement. ions
were accelerated at 20 kV and argon was introduced
into the collision cell.
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2.3. Amino acid sequencing

Automated Edman degradation was performed by
a gas-phase sequencer PPSQ-10 (Shimadzu, Kyoto,
Japan).

On-plate exopeptidase digestion was applied for
peptide ladder sequencing. Carboxypeptidase Y
(CPY, pH 6.0, Sequazyme kit from PerSeptive Bio-
systems) was used for C-terminal sequencing, and N-
terminal sequencing was performed using aminopep-
tidase M (APM, pH 7.5, 2.5 ug/ul from Boehringer-
Mannheim, Indianapolis, IN, USA).

An aqueous solution of anoplin (0.5 pl) and an
enzyme (0.5 pl) were mixed on the sample plate,
and after 7 min incubation at room temperature, a
matrix solution (0.5 pl of saturated solution of o-
cyano-4-hydroxycinnamic acid in 1:1 CH3;CN/H.O/
0.1% TFA) was added and air dried for MALDI-
TOF MS analysis.

2.4. Peptide synthesis

Peptide was synthesized by stepwise solid-phase
method using N-9-fluorenylmethoxycarbonyl
(Fmoc) chemistry with TGS-RAM resin (Rapp Pol-
ymere, Tiibingen, Germany) on a Shimadzu PSSM-8
peptide synthesizer (Shimadzu). All Fmoc-L-amino
acids were purchased from Nova Biochem. The
side chain protective groups were tert-butyloxycar-
bonyl for Lys, 2,2,5,7,8-pentamethylchroman-6-sul-
fonyl (Pmc) for Arg, and tert-butyl for Thr. Cleavage
of the peptide from the resin was achieved by treat-
ment with a mixture of TFA/phenol/thioanisole/l1,2-
ethanedithiol/ethylmethyldisufide/H-O (80:5:5:3:2:5.
by volume) using 10 ml/g resin at room temperature
for 8 h. After removal of the resin by filtration and
washing twice with TFA, the combined filtrate was
added dropwise to diethyl ether at 0°C and then
centrifuged at 3000 rpm for 10 min. Thus obtained
crude synthetic peptide was purified by semiprepar-
ative reverse-phase HPLC using CAPCELL PAK
Cix, 10x250 mm with isocratic elution of 30%
CH;CN/H»0/0.1% TFA at a flow rate of 2.5 ml/
min. The homogeneity and the sequence were con-
firmed by MALDI-TOF MS. The HPLC elution
profile of the synthetic peptide was identical with
that of the natural peptide.

2.5. Vesicle preparation

L-a-Phosphatidylcholine (PC) and L-a-phosphatid-
yl-bL-glycerol (PG) were purchased from Sigma. PC
and PC/PG (I:1) liposomes were prepared by the
reverse-phase evaporation technique proposed by
Szoka and Papahadjopoulos [12]. Phospholipids
were dissolved in ether (for PC) or chloroform (for
PC/PG), and dried under rotatory evaporation. The
final lipid concentration was 5 mg/ml for both sys-
tems. The lipids were adhered to the flask wall and
then dissolved again in mixtures of 1:1 Tris 25 mM,
150 mM NaCl/ether (for PC) or chloroform (for PC/
PG) and sonicated in ice for 2 min using a titanium
tip ultrasonicator. Titanium debris was removed by
centrifugation (Eppendorf table centrifuge, 10 min at
14000 rpm). The fusion of the micelles was obtained
by slow evaporation of the organic solvent. After
incubation of this emulsion for 30 min in 45°C, uni-
lamellar liposomes were obtained. Homogeneous
liposomes were obtained by passing the solution
through a polycarbonate membrane (Millipore 0.45
pm). The average radius of the liposomes, deter-
mined by light scattering using Dynapro equipment,
was 100 nm. The phosphate concentration in the
liposomes was determined by the method proposed
by Barlett [13].

2.6. Circular dichroism (CD) spectroscopy

2,2,2-Trifluoroethanol (TFE) and Tris(hydroxy-
methyl)aminomethane (Tris) were purchased from
Merck and sodium dodecyl sulfate (SDS) from Phar-
macia Fine Chemicals. Water was quartz distilled
and deionized. SDS was dissolved in Tris buffer
5 mM pH 8.0. CD spectra were measured over the
range 190-250 nm, using a Jasco-710 spectropolarim-
eter (Jasco, Tokyo, Japan) coupled to a Neslab
RTEI111 circulating water bath. The instrument was
calibrated using (+)-10-camphorsulfonic acid. Spec-
tra were obtained at 25°C using cells with a path
length of 0.5 cm. Solutes were dissolved in H,O
and CD spectra were collected at various solute con-
centrations. Peptide concentrations used were 62 uM.
Data points were recorded at a scan speed of 20 nm/
min, bandwidth 1.0 nm, 0.5 s response and 0.1 nm
resolution. Five repeat scans were accumulated to
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obtain the final averaged spectra. Following baseline
correction, the observed ellipticity, 6 (mdeg), was
converted to mean residue ellipticity [@] (deg cm®/
dmol), using the relationship [©]=1006/(/ ¢ n) where
‘I is the path length in centimeters, ‘c’ is the milli-
molar concentration, in residues, and ‘a’ is the num-
ber of residues in the peptide. Assuming a two state
model the observed mean residue ellipticity in 222
nm (@5%) was converted to percentage of a-helix
(f1) using the equation:

j: 9??5_6(2:23
HE =0 A
95{33—9%;

where ©,, (=+640) is the complete random coil
ellipticity. @4, is the mean ellipticity for complete
helical conformation and is given by:

64, = —42500(1—x/n)

where n is the chain length in residues and x is the
number of non H-bonded carbonyl groups in the
peptide. We used x =3 for carboxyamidated peptide
as proposed by Rohl and Baldwin [14].

2.7. Molecular modeling

Model building was carried out using model-by-
homology of the program MODELLER [15]. The
atomic coordinates for mastoparan-X (PDB access
code: 1A13) [16] solved by nuclear magnetic reso-
nance (NMR) spectroscopy were used as starting
model. Torsion angles of the model were taken
from the original structure whenever possible. Other-
wise they were taken from a standard residue library.
Where necessary the model was regularized. Reason-
able positions for side chains that showed consider-
able Van der Waals overlap were obtained in an
iterative process of flipping through all x-angle ro-
tamers. The resulting crude structure was further op-
timized by means of the variable target function
method (VTFM) with conjugate gradient using
MODELLER.

2.8. Lobster neuromuscular preparation

Neuromuscular preparations of the walking leg of

lobster, Palinurus japonicus, were made as previously
described [17]. The excitatory and the inhibitory ax-
ons innervating the stretcher muscle were isolated at
the meropodite and stimulated independently. Intra-
cellular recordings were made from the stretcher
muscle by microelectrodes filled with 4 M K-acetate
(10-20 MQ). The normal solution consisted of (in
mM) 468 NaCl, 10 KCI, 20 CaCl,, 8 MgCl, and
Tris buffer 2, adjusted to pH 7.4.

2.9. Mast cell degranulation activity
( B-p-glucosaminidase assay)

Mast cells were obtained by peritoneal lavage of
large (> 300 g) Sprague-Dawley rats. The mast cells
were isolated from containing cell types by centrifu-
gation through a cushion of Percoll as previously
described [18], washed twice by resuspension and
centrifugation, and finally suspended in a HEPES
buffer which comprised 137 mM NaCl, 2.7 mM
KCl, I mM MgCl,, 1.8 mM CaCl,, 20 mM HEPES,
I mg/ml BSA and 1 mg/ml glucose (pH 7.4).

RBL-2H3 cells were obtained from M.A. Beaven
(National Institutes of Health, Bethesda, MA, USA)
and grown in RPMI 1640 supplemented with 10%
fetal calf serum and 100 U/ml penicillin/100 pg/ml
streptomycin solution. The cells were cultured in a
96-well plate (5% 104 cells/0.1 ml/well) in growth me-
dium in preparation for B-p-glucosaminidase.

Degranulation was determined by measuring the
release of the granule marker, B-p-glucosaminidase,
which co-localizes with histamine, as previously de-
scribed [18]. The cells were incubated with various
concentrations of the peptide for 10 min at 37°C,
and then quenched by addition of 0.5 ml of ice-
cold HEPES buffer. After centrifugation, the super-
natants were sampled for B-p-glucosaminidase assay.
Briefly, 50 pl of samples of the medium and 50 pl of
the substrate, 5 mM p-nitrophenyl-N-acetyl-B-p-glu-
cosaminide in 0.2 M citrate, pH 4.5, were incubated
in 96-well plates to yield the chromophore, p-nitro-
phenol. The absorbance of the colored product was
assessed at 405 nm using a microtiter plate reader.
The values for B-p-glucosaminidase released in the
medium were expressed as the percentage of total
B-p-glucosaminidase, which was determined in the
cells lysed in 0.1% Triton X-100. p-Nitrophenyl-/N-
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acetyl-B-p-glucosaminidase was purchased from Sig-
ma (St. Louis, MO, USA).

2.10. Hemolytic activity

Thirty microliters of red cell fractions were washed
three times with physiological saline and suspended
in 50 ml of physiological saline. Two hundred micro-
liters of the prepared red cell suspension and 20 pl of
a physiological saline solution, which contained the
sample, were incubated for 30 min at 37°C in micro-
plate wells. The sample absorbance was detected at
415 nm. Hemolytic activity was determined regarding
0.2% Triton X-100 activity as being 100% and phys-
iological saline activity as being 0%.

2.11. Antimicrobial activity (determination of minimal
inhibitory concentration, MIC)

The microorganisms used were: Staphylococcus
aureus (ATCC 6538, ATCC 25923), Staphylococcus
saprophyticus (clinical species), Bacillus subtilis (CCT
2471), Bacillus thuringiensis (wild species), Escheri-
chia coli (CCT 1371), E. coli (ATCC 25922), Ente-
robacter cloacae (ATCC 23355), Proteus mirabilis
(clinical species), Pseudomonas aeruginosa (ATCC
15442), and Candida albicans (UMP).

Miiller-Hinton broth was from Difco. Serial dilu-
tion of peptide was prepared in sterilized water. Ali-
quots were placed in ELISA microplates containing
Miiller-Hinton broth (low-salt) or Miiller—Hinton
broth with 150 mM NacCl (high salt) in a final vol-
ume of 200 pl. The mixture was completed by inoc-
ulation of 10 pl of bacterial culture growing in the
logarithmic phase of the microorganism as moni-
tored by the UV absorbance at 600 nm. The final
cells number (1x10%/ml) was determined by plate
counting.

The plates were incubated at 35°C and aliquots of
10 pul were removed both at the beginning of the
assay and after overnight incubation, and then plated
in Miiller-Hinton agar. The number of colony-form-
ing units was determined. The results were expressed
as inhibition percentage of colony-forming units
against a control; this control was obtained in
each situation by counting the number of micro-
organisms introduced into the plate in the absence
of peptide.

3. Results
3.1. Purification

The venom extracts of A. samariensis were sub-
jected to reverse-phase HPLC (Fig. 1), and each frac-
tion was tested on lobster neuromuscular synapses
and its purity also examined by MALDI-TOF MS.
The fraction eluted next to o-PMTX at 19.5 min
showed no effect on the lobster neuromuscular syn-
apses, but was further purified by reverse-phase
HPLC under isocratic conditions to isolate anoplin.
MALDI-TOF MS showed the high purity of the
isolated peptide with a protonated molecular ion
peak at /= 1153.8 (MH~, monoisotopic).

3.2. Structural analysis

Probably due to the small amounts and the high
content of hydrophobic amino acids, Edman degra-
dation gave poor results. determining only five amino
acid residues from the N-terminus as Gly-Leu-Leu-
Lys-Arg. Therefore, the peptide was chemically char-
acterized by mass spectrometry. The MALDI-TOF
MS analyses with the combined use of enzymatic
ladder sequencing and CID/PSD spectra led to the
full sequence [19]. Ladder sequencing of the purified
peptide by CPY digestion showed the C-terminal se-

a-PMTX
|

_Anoplin

o
-]

b4
a

Absorbance (215 nm)

9 0 5 15 20 -1 30
mn

Fig. 1. Fractionation of venom extracts of A. samariensis by re-

verse-phase HPLC using CAPCELL PAK Cjx (10x250 mm)

with lincar gradient of 3-95". CH:CN/H.0/0.1% TFA over 30

min at a flow rate of 2.5 ml/min. UV absorption was monitored
at 215 nm.
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quence to be Ile/Leu-lle/Leu-NHs. Comparison of
the CID/PSD spectra of the ladder peptide with
that of the intact peptide extended the sequence to
Lys/GIn-Thr-Ile/Leu-Ile/Leu-NH>. Similarly, ladder
sequencing by APM digestion and subsequent anal-
yses of the CID/PSD spectra revealed the N-terminal
sequence as Gly-Leu-Leu-Lys-Arg-Ile/Leu. These re-
sults suggested the entire sequence to be Gly-Leu-
Leu-Lys-Arg-Ile/Leu-Lys/Gln-Thr-Ile/Leu-Ile/Leu-N-
H,, which is consistent with the MH* peak at mi/:
1153.8. Acetylation distinguished Lys or Gln, indi-
cating that position 7 was a Lys residue, and the
Leu or Ile residues at positions 6, 9 and 10 were
identified by the product ions due to P,y-cleavage
(w ions and d ions) in the CID/PSD spectra. Thus,
the full sequence of anoplin was determined to be
Gly-Leu-Leu-Lys-Arg-Ile-Lys-Thr-Leu-Leu-NHs.
The solid-phase synthesis of this peptide using Fmoc-
L-amino acids and the HPLC comparison of the syn-
thetic specimen with the natural peptide finally cor-
roborated the sequence. -

The chemical features of anoplin, rich in hydro-
phobic and basic amino acids with an amidated C-
terminus, are similar to those of amphiphilic a-helix
peptides such as the mastoparans and magainins
[20,21]. In fact, the amino acid sequence of anoplin
has a high homology to those of mastoparan-X (MP-
X) and crabrolin, the amphiphilic o-helix peptides
isolated from the venoms of Vespa xanthoptera [22]
and Vespa crabro [23), respectively (Fig. 2). This class
of peptides has been known to adopt an amphipathic
a-helical conformation, showing amphiphilic charac-
ter under appropriate conditions, which is essential
for exhibiting their biological activities [24-26]. The
sequence of anoplin can be predicted to adapt an
amphipathic o-helical conformation as depicted in
Fig. 3. In this view, the hydrophilic amino acid res-
idues, Lys-4, Arg-5, Lys-7 and Thr-8, are located on
one side, whereas all the hydrophobic amino acid

1 5 10

GLLKRIKTLL-NH,
FLPLILRKIVTAL-NH,
INWKGIAAMAKKLL-NH,

1 H 10 14

Fig. 2. Amino acid sequences of anoplin, crabrolin and masto-
paran-X (MP-X). |

Anoplin
Crabrolin
MP-X

®
4

Lys

Fig. 3. Predicted amphiphilic a-helical structure of anoplin as
perpendicularly viewed helix. In this view, the hydrophilic Arg.
Lys and Thr residues are located on one side and the hydro-
phobic Ala, Ile and Leu residues on the other side of the helix.

residues, Ile and Leu, at positions 2, 3, 6, 9 and 10
are on the other side of the helix. Consequently,
anoplin can be classified as an amphiphilic o-helical

peptide.

3.3. CD analysis

The secondary structure of anoplin was examined
by CD spectroscopy. The CD spectra of anoplin in
water or Tris buffer, and in the presence of 30% TFE
and 167 puM SDS are shown in Fig. 4A. In pure
water or Tris buffer, the CD spectra presented a
small amount (~6%) of secondary structure. The
fraction of the a-helix increased with the increase
in the TFE and SDS concentrations. The highest
fu values obtained were capable of inducing 44%
of the helical conformation in 30% (4.5 M) TFE
while 160 pM SDS induced 55%. These values are
not far from the maximum expected value (70%):
however. a slight dependence of the peptide ellipticity
on the concentration was observed in the presence of
SDS, suggesting an n-merization process. A compar-
ison of the amounts of these solutes that induce a
secondary structure in the peptide shows that SDS is
more efficient than TFE. The maximum helical frac-
tion was obtained at about 160 pM of SDS versus
2 mM of TFE.

Conformation of anoplin was also examined in the
presence of liposomes PC and PC/PG. the mimic
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Fig. 4. (A) CD spectra of anoplin in the presence of SDS,
water and TFE. (B) CD spectra of anoplin in the presence of
liposomes.

systems that are closer in structure to bacterial mem-
branes. The CD spectra of anoplin in the presence of
these liposomes are shown in Fig. 4B. In the presence
of the zwitterionic model PC, the amount of the o-
helix is very low, about 7%, which is similar to that
in pure buffer. However, in the model system with
negative charge PC/PG, the peptide presented a rea-
sonable amount of o-helix, about 38%.

3.4. Secondary and tertiary structure of anoplin model

A molecular modeling study supported the above
results of the CD analysis. Several attempts were
made to crystallize anoplin using the previously de-
scribed procedure to obtain crystals of EMP-AF
[27,28]. However, only microcrystals were obtained
and they were not suitable for X-ray diffraction anal-

ysis. Since there is no structure for anoplin, we de-
cided to build a structural model based on homol-
ogy. Anoplin has a high homology to MP-X, and the
atomic coordinates for MP-X (PDB access code:
1A13) [16] solved by NMR spectroscopy were used
as the starting model. The overall stereochemical
quality of the final model for anoplin was assessed
by the program PROCHECK [29] and indicates that
100% of the residues are in the allowed regions.

All residues fall in the helical region of the Ram-
achandran plot (data not shown); however, a close
inspection of the hydrogen bonding pattern indicates
that the residues ranging from 4 to 9 have the helix
hydrogen pattern. The peptide backbone from 4 to 9
for the anoplin model adopts an amphiphilic o-heli-
cal conformation with three positively charged side
chains located on one side and the hydrophobic side
chains located on the other side of the amphiphilic a-
helix (Fig. 5a). This model is in accordance with the
CD spectra, which indicates the presence of up to
44% of helix in TFE solution and up to 55% in
SDS solution. Fig. 5b shows the electrostatic poten-
tial surface for the anoplin model, indicating the con-
centration of the positively charged residues, Lys-4,
Arg-5 and Lys-7, on one side of the molecule. The
side chains of these residues extend in the same di-
rection. The structure-activity relationship studies of
the mastoparans have shown that positive charges
are crucial for the regulatory activity on the G-pro-
teins [16,30]. Three lysine residues are conserved in
the mastoparans isolated from social wasp venoms.
Two of these are kept in anoplin and a modification
from lysine to arginine is observed, nevertheless,
keeping a positive residue in this position.

3.5. Biological activities

The biological activities of anoplin were investi-
gated using the synthetic peptide. The mast cell de-
granulation, hemolytic and antimicrobial activities
were tested because they are characteristic biological
activities for amphiphilic a-helical peptides.

Fig. 6 shows the results of the mast cell degranu-
lation activity. As expected, anoplin stimulated the
degranulation from the rat peritoneal mast cells. The
potency was about two thirds that of mastoparan,
which seems to be comparable to crabrolin because
the potency of crabrolin is reported to be somewhat
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Fig. 5. (a) Structural model for anoplin. (b) Electrostatic potential representation of anoplin model calculated with GRASP [31]. Blue
regions represent positive potentials of arginine and lysine residues. White regions represent neutral potentials. a and b are in the

same orientation.

less than that of mastoparan [23]. On the other hand,
anoplin showed no degranulation activity on RBL-
2H3 cells (data not shown). The hemolytic activity of
anoplin in human erythrocytes was quite low or vir-
tually inactive. The potency was less than 20% that
of mastoparan. Crabrolin is reported to be four
times less active than mastoparan in guinea pig er-
ythrocytes [23] and showed no effect in rat erythro-
cytes [32]). Thus, anoplin and crabrolin seem to have
similar activity profiles for mast cell degranulation
and hemolysis.

The antimicrobial activity was examined both in
low- and high-salt media and summarized in Table
1. In low-salt media, anoplin showed broad-spectrum
inhibitory activity against both Gram-positive and
Gram-negative bacteria, but was inactive to B. thu-
ringiensis, E. cloacae (ATCC 23355) and P. mirabilis.
The MIC values were in the range of 5-50 pg/ml
which is somewhat selective to Gram-positive bacte-
ria. This profile is in contrast to that of crabrolin,
which is more selective to Gram-negative bacteria
than to Gram-positive bacteria [32). The antimicro-

bial activity of anoplin was salt-sensitive as has been
]

ecm 1 2 3 4 5 6 7

known for defensins [33]. In high-salt media (150
mM NaCl), the Gram-negative bacteria were virtu-
ally resistant to anoplin and the potency to the
Gram-positive bacteria was significantly reduced

Table 1
Antimicrobial activity of anoplin

MIC (pg/ml)

low-salt®

Microorganisms

high-salt®

G(+) cocci
S. aureus ATCC 25923 20
S. aureus ATCC 6538
S. saprophyticus 5
G(+) rods
B. subtilis CCT 2471 20
B. thuringiensis > 200
G(—) rods ;
. coli CCT 1371 50 > 100
. coli ATCC 25922 50 200
. cloacae ATCC 23355 > 200 > 200
. mirabilis > 200 > 200
. aeruginosa ATCC 15442 20 100
*Low-salt medium: Miiller-Hinton medium.
®High-salt medium: Miller-Hinton medium with 150 mM
NaCl.
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Fig. 6. Mast cell degranulating activity of anoplin and masto-
paran (control) in rat peritoneal mast cells. @. anoplin: O mas-
toparan. The activity was determined by measuring the release
of the granule marker. B-n-glucosaminidase, which co-localizes
with histamine. and the values for B-p-glucosaminidase released
in the medium were expressed as the percentage of total B-b-
glucosaminidase. which was determined in the cells lysed in
0.1% Triton X-100.

compared with those in low-salt media. These results
indicated that the main targets of anoplin are the
cytoplasmic membranes similar to defensins [34].

4. Discussion

Anoplin is one of the major peptide components of
the venom of A. samariensis, from which we already
isolated the novel neurotoxic peptide a-PMTX [8].
The sequence of anoplin was determined by mass
spectrometry, which turned out to be classified into
amphiphilic o-helical peptides. This class of peptides
is widely distributed in venomous animals, for exam-
ple. in hornet venoms [20] and in frog skin [21]. In
the solitary wasp venom, we have recently found
such a peptide. EMP-AF, from A. flavomarginatum
micado for the first time [13]. Accordingly. solitary
wasp venoms may be a rich source of this type of
peptides.

A characteristic chemical feature of this class of
peptides is that they can adapt an amphipathic a-
helical conformation, showing amphiphilic character.
which is essential for exhibiting their biological ac-
tivitics [24 26]. The sequence of anoplin can be pre-
dicted to adapt an amphipathic o-helical conforma-
tion (Fig. 3), and in fact, the CD analysis indicated
the presence of up to 44% of a-helix in TFE solution

and 55% in SDS solution (Fig. 4A). A molecular
modeling study supported these results. For the ano-
plin model, the peptide backbone from residues 4-9.
which corresponds to 60% of the anoplin molecule.
adopts an amphiphilic a-helical conformation (Fig.
5a). This model presents a fraction of the o-helix
close to the observed values obtained from the CD
analysis. The electrostatic potential surface for the
anoplin model indicated the concentration of the
positively charged residues, Lys-4, Arg-5 and Lys-7,
on one side of the molecule (Fig. 5b). The CD spec-
tra also demonstrated that anoplin switches from
unordered forms to a stable a-helical conformation
when introducing TFE or SDS into the solution, in-
dicating that TFE and SDS stabilize the o-helical
conformation. Especially interesting is a slight depen-
dence of the peptide ellipticity on the concentration
in the presence of SDS. This observation suggests an
n-merization process for anoplin, in accordance with
previous studies, which indicate that MP-X forms a
tetrameric aggregate in the presence of DMPC
vesicles [35]. The biological relevance of the aggrega-
tion observed for MP-X and anoplin need further
structural and functional studies.

The amphiphilic o-helical peptides exhibit mast
cell degranulating, hemolytic and antimicrobial activ-
ities. Anoplin showed potent degranulating activity
from rat peritoneal mast cells and broad-spectrum
antimicrobial activity. Therefore, this peptide is the
first antimicrobial component to be isolated from the
solitary wasp venom, which indicates that solitary
wasp venoms may be a new source of antimicrobial
substances. The recent study revealed that a spider
venom also contains antimicrobial a-helical peptides.
lycotoxins, and suggested that they may play a dual
role for prey capture and to prevent potential infec-
tion by microorganisms arising from prey ingestion
[36]. For the solitary wasp A. samariensis, these two
roles may be divided into two distinct peptide com-
ponents; that is. a-PMTX is responsible for prey
capture and anoplin prevents potential microbial in-
fection during prey consumption by their larvae.

Antimicrobial peptides are widely distributed in
plants, insects, amphibians and mammals, playing
an important role in host defense mechanisms [37-
39]. They have attracted much attention as a novel
class of antibiotics, especially for antibiotic-resistant
pathogens, because they non-selectively interact with
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cell surface membranes [40]. The results from the CD
analysis in the presence of liposomes and the anti-
bacterial activity in high-salt media indicated that
anoplin also interacts with cell surface membranes
of bacteria. Further studies, however, are needed to
define the mechanism of action in more detail.

Anoplin is a rather small peptide compared to the
known antimicrobial peptides; it is composed of only
10 amino acid residues, while most others have 15-40
residues. To our knowledge, anoplin is the smallest
antimicrobial peptide among those hitherto found in
natural sources. Additionally, it has-no disulfide
bonds which are involved in the majority of such
peptides [41]; in other words, anoplin has a very
simple chemical structure. This is advantageous for
chemical modification and structure-activity rela-
tionship studies as well as for investigating its
mode of action, which may be useful for the develop-
ment of a novel class of antibiotics.
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