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Resumo

Peptideos antimicrobianos possuem em geral cadeias curtas, carga liquida posi-
tiva devido ao excesso dos residuos bésicos e sao ricos em aminoacidos hidrofébicos.
Possuem um grande potencial farmacoldgico, com atividade antimicrobiana modu-
lada por interagoes eletrostaticas e hidrofébicas. Neste trabalho utilizou-se o peptideo
sintético LIA (IDGLKAIWKKVADLLKNT — NH,), que devido aos residuos de
acido aspartico e lisinas constituintes de sua cadeia, possui carga liquida +3, em pH
neutro. Foram analisadas as influéncias do pH e da carga de vesiculas anionicas na
adsorcao do peptideo. Este estudo utilizou medidas de potencial eletrocinético de
vesiculas e experimentos de titulagao monitorados por dicroismo circular (CD). A ad-
sor¢ao do L1A a LUVs de POPC e misturas POPC/POPG em diferentes propor¢oes
de POPG, foi medida nos pHs 4, 7 e 10. Os espectros de dicroismo circular dos
peptideos, na presenca de vesicula, apresentaram caracteristicas de estruturas helicoi-
dais, enquanto apresentaram estruturas desordenadas em tampao. As fracoes de hélices
obtidas sao maiores quando o peptideo adsorve em vesiculas com maiores quantidades
de POPG, indicando forte contribuicao eletrostatica. As constantes aparentes de ad-
sor¢ao dos peptideos as membranas modelo foram calculadas através da elipticidade de
CD normalizada em 222 nm, obtidas por titulagoes de peptideo com vesiculas. A afi-
nidade do peptideo a vesiculas anionicas ¢é significativamente maior do que a vesiculas
zwitterionicas, o que reforca a importancia das interacoes eletrostaticas no processo de
adsorgao do peptideo na bicamada. O efeito conjunto de carga das vesiculas e de pH
resultaram em significativa regulagao de carga do peptideo resultando em valores de
carga efetiva alta em pH 4,0 devido a protonacao dos residuos de aspartico. Em pH
10,0 a pequena carga efetiva calculada deve-se as desprotonacoes do N-terminal e das
lisinas. A soma das energias livres eletrostatica e interfacial, sao aditivas em pH 4,0,
principalmente nas composicoes lipidicas mais ricas em lipidios anionicos, nas quais a

regulacao de cargas do peptideo é maior.

Palavras-chave: Peptideo Antimicrobiano. Vesiculas. Dicroismo Circular. Poten-

cial Eletrocinético. Energia livre.



Abstract

Antimicrobial peptides have in general short chains, positive net charge due to
the excess of basic residues and are rich in hydrophobic amino acids. They have
pharmacological potential as antimicrobial agents and their activity is modulated by
electrostatic and hydrophobic interactions. In this work, we used the synthetic peptide
L1A (IDGLKAIWKKVADLLKNT — N H,) that due to its acid and basic residues
have an net charge +3, at neutral pH. The effects of the pH and of the charges of
anionic vesicles on the adsorption of L1A were analized. This study used measurement
of electrokinetic potential of vesicles and titration experiments monitored by circular
dichroism spectroscopy (CD). Adsorption of L1A to POPC and POPC/POPG LUVs
in different POPG contents were assessed in the pH 4.0, 7.0 and 10.0. Circular dich-
roism spectra of the peptides in the presence of vesicles showed to features of helical
structures; while random coil structures were observed at buffer for all the used pHs.
The helical content was evaluated and showed to increase when the peptide adsorbs
into vesicles with increasing amounts of POPG, indicating that there is a strong elec-
trostatic contribution. Partition coefficients were calculated through the normalized
CD ellipticities at 222 nm and showed that the affinity of the peptide for anionic model
membranes is effectively higher than those found for zwitterionic ones. It reinforces the
importance of the electrostatic contribution to the process of peptide-lipid interaction.
The coupled effect of the vesicle charge and pH lead to significant charge regulation of
the peptide resulting in high values of effective charge at pH 4.0 due to the deprotona-
tion of aspartic acid residues. At pH 10.0 the estimated effective charge is small as a
consequence of the deprotonation of both N-terminus and the lysines. The electrosta-
tic and interfatial free energies seems to be additive only at pH 4.0, especially for the

bilayers with higher contents of anionic lipids, to which the charge regulation is higher.

Keywords: Antimicrobial Peptides. Vesicles . Circular Dichroism. Electrokinetic

Potential. Free Energy.
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Capitulo 1
Introducao

Os primeiros peptideos com propriedades antimicrobianas foram encontrados por
volta dos anos 60, por Spitznagel e Zeya e em sequéncia um novo campo de pesquisa
foi iniciado. Desde entao mais de 1400 peptideos antimicrobianos (PAMs) tem sido
isolados de animais vertebrados e invertebrados, plantas e até de bactérias. Durante os
ultimos anos, um nimero crescente de pesquisadores de todo o mundo tém contribuido

para uma expansao rapida e continua da drea [10].

Peptideos antimicrobianos sao formados por até 50 residuos de aminoacidos, sendo
que em média sao sequéncias de 12 a 20 residuos. Foram observadas uma enorme
variedade de sequéncias e estruturas, porém existem certas caracteristicas comuns a
todos, tais como, possuir carga liquida positiva devido ao excesso dos residuos basicos

como lisina e de arginina e conter cerca de 50 % de aminodcidos hidrofébicos [11].

O estudo desses PAMs mostrou um amplo espectro de atuagao. Por possuirem carga
positiva sao seletivos a membranas anionicas, que € a principal caracteristica da mono-
camada externa de bactérias. Em geral, a atividade litica destes peptideos é atribuida
a desestruturacao da bicamada lipidica. Por isso, essa atividade é independente de
receptores na membrana dificultando que micro organismos desenvolvam resisténcia
aos PAMs, o que atribui a esses peptideos um grande potencial farmacolégico, sendo
eficientes contra bactérias resistentes, Gram-negativas e Gram-positivas, fungos e pro-
tozodrios e apresentam seletividade a células cancer[11]. Foi observado também que
alguns destes peptideos possuem atividade antiviral com mecanismos que bloqueiam
a fusao virus-célula, sendo eficientes contra os virus HIV, herpes simples e estomatite

vesicular [11].

H& trés modelos que descrevem a permeabilizacao da membrana pelos peptideos
antimicrobianos, sendo estes modelos conhecidos como poro barril, poro toroidal e car-

pete, representados na figura 1.1 . O modelo poro barril foi proposto pela primeira
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vez pelo Ehrenstein e Lecar em 1977 [12], neste mecanismo o peptideo em estrutura
helicoidal interage com as cadeias acilicas dos fosfolipidios da membrana, gerando um
poro aquoso que consiste de, pelo menos, quatro peptideos. Para este tipo de poro
os peptideos devem possuir um comprimento adequado para atravessar o nucleo hi-
drofébico da membrana, fazendo com que os residuos apolares do peptideo interagem
com a porc¢ao hidrofébica dos fosfolipidios da membrana e a regiao polar do peptideo

fica voltada para dentro do poro [13].

No modelo denominado poro toroidal os peptideos interagem com os fosfolipidios
da membrana formando um complexo que resulta na formacao de um poro por induzir
curvatura positiva na membrana. A diferenca entre este modelo e o modelo barril é que
os peptideos estao sempre associados com as cabecas polares dos fosfolipidios, mesmo

quando inseridos perpendicularmente a bicamada lipidica[14].

O mecanismo carpete se inicia com o peptideo sendo adsorvido na membrana
lipidica. As cargas positivas do peptideo ligam-se as cargas negativas das cabegas
polares dos fosfolipidios, com os peptideos paralelos na regiao de inferface formando
uma extensa camada ou carpete. Quando a concetracao de peptideos adsorvidos na
membrana alcanga um valor critico, a membrana pode ser permeada por desbalango

de massa, miscelizacdo ou ruptura [15].

P P N S
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e 1o el Vil
l | l
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Figura 1.1: Modelos de mecanismos de acao dos AMPs. a) Modelo carpete: os peptideos
rompem a membrana através da orientacao paralela a superficie da bicamada lipidica, for-
mando uma extensa camada. b) Poro Barril: os peptideos agregados ligam-se & membrana
de forma que as regioes hidrofébicas dos peptideos possam se alinhar com a regiao do nicleo
lipidico e as regioes hidrofilicas formem o interior do poro. c¢) Poro toroidal: os peptideos
ligam-se as cabecgas polares dos fosfolipidios, induzindo curvatura positiva e consequente apro-
ximagao das monocamadas lipidicas resultando na formagao de poro. Regioes hidrofilicas do
peptideo sao mostradas em vermelho, hidrofébicas em azul. Figura modificada de [1].

Apesar da proposicao destes trés modelos, o modo de acao dos PAMs ainda nao
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¢ muito bem compreendido. Foi observado que alguns peptideos podem apresentar
mais de um mecanismo de acao dependendo da relagao peptideo/lipidio [16]. Estudos
recentes tém argumentado que sdo raros os PAM que podem formar poro estével [16].
Todos os modelos propostos apresentam um aspecto comum: a adsorcao do peptideo
na bicamada. Este passo comum tem como forca diretora a atracao eletrostatica entre
a regiao cationica e os lipidios da membrana. Portanto, pode-se usar a termodinamica
para ajudar nos estudos da interacao peptideo-membrana dividindo essa interacao em
trés passos basicos: O primeiro, é inicializado pela atracao eletrostatica, sendo este
dependente da carga do peptideo e do potencial na superficie da membrana. O proximo
passo ¢é a transferéncia do peptideo desestruturado da solucao para a interface entre
solucao e a membrana. Esta transferéncia é seguida de mudanca conformacional que é
dependente do balanco hidrofilico e hidrofébico devido a sequéncia de aminoacidos do
peptideo e da composicao dos fosfolipidios da membrana, resultando no enovelamento
do peptideo em a- hélice ou folhas § [13]. Entao, eles se acumulam na superficie celular
até atingir uma concentracao critica provocando imersao na bicamada, otimizando a

anfipaticidade ao interagir com regioes hidrofébica e hidrofilica da membrana [17].

Entre as estruturas anfipaticas, a hélice anfipatica é a mais frequentemente ob-
servada entre as estruturas secundérias formadas pelos peptideos antimicrobianos [18].
Sua representacao mais comum é mostrada, como a projecao de Edmundson ou projegao
da hélice em um circulo, com os residuos polares em uma superficie da hélice e na
superficie oposta os nao polares. Essa simetria entre a face polar e a nao polar é
caracterizada pelo momento hidrofébico, fazendo com que a hélice anfipatica seja ade-
quada para ser adsorvida na interface das membranas, com a superficie polar voltada
para a fase aquosa e a nao polar para o interior da membrana, favorecendo sua esta-
bilidade estrutural [19]. A formacao das pontes de hidrogénio entre os grupos amida
e carbonilas da cadeia principal (backbone) que estabilizam a conformagao helicoidal
sao energeticamente mais favoraveis quando o peptideo estd imerso em um meio de
constante dielétrica mais baixa, como por exemplo, a parte hidrofébica da membrana.
Isto torna também energeticamente favoravel a adsor¢ao na membrana. Landokin e
White estimaram, baseado neste processo de particao e enovelamento, no qual o custo
energético por residuo para um peptideo assumir a conformagao de a-hélice em uma
bicamada zwitterionica de POPC é §g=—0,4170, 06 kcal/mol. Esta energia foi deter-
minada experimentalmente em um estudo de particao do peptideo melitina em vesiculas
unilamelares grandes de POPC [20].

O conhecimento das energias envolvidas no processo de interacao entre peptideos
e membranas é importante para a compreensao das bases fisico-quimicas envolvidas

na seletividade e especificidade de peptideos antimicrobianos a membranas modelo e
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MP1

Figura 1.2: Projegao da sequéncia dos peptideos em estudo em estruturas helicoidais ideais.
Peptideo base MP1 e o sintético L1A. Figura extraida de [2].

também a membranas biologicas. A energética é também importante para a compre-
ensao de alguns passos envolvidos nos mecanismos de agao destes peptideos. Enfim, o
conhecimento da energética envolvida no processo acoplado de particao e enovelamento,
é importante para o desenho de novas sequencias com a atividade antimicrobiana oti-

mizada e baixa citotoxicidade.

Experimentalmente, a energética envolvida na adsorcao de peptideos a bicamadas
pode ser explorada, em geral, em experimentos de titulagao, nos quais uma solucao
de peptideo é titulada com uma solucao contendo vesiculas lipidicas, ou o oposto.
Mudangas em alguma caracteristica espectroscopica ou qualquer outra propriedade
fisica como potencial de superficie, viscosidade etc sao utilizadas [21]. Estes dados
sao em geral dispostos como isotermas de Lagmuir que podem ser analisadas para
obter a constante de particao ou constante de adsorcao do peptideo na bicamada:
AG = —RTIn(55,5K), onde RT é a energia térmica e o fator 55,5 é a concentragao

molar da agua que corrige para a contribuicoes cratica do solvente.

Nesse trabalho, a aditividade destas componentes energéticas foi avaliada para o
peptideo sintético L1IA (IDGLKAIW KKV ADLLKNT — N H,), que foi desenhado
pelo grupo e possui algumas caracteristicas presentes no peptideo Polybia MP1, ou
simplesmente MP1 (IDWKKLLDAAKQIL — NH,), da familia dos mastoparanos
extraido do veneno da vespa nativa Polybia paulista (figura 1.2). O MP1 é um peptideo
com atividade bactericida de amplo espectro contra bactérias Gram positivas e Gram

negativas [22] nao sendo hemolitico nem citotéxico.

Trabalhos em simulacao de dinamica molecular do MP1 em TFE sugerem um im-
portante papel do residuo acido no N-terminal bem como a posicao relativa dos residuos
acidos e bésicos ao longo da sequéncia [22]. Estas simula¢oes mostraram que o posi-

cionamento relativo destes grupos auxilia no balanco das carga, dando origem a um
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conjunto de pontes de hidrogénio intracadeia que estabiliza a conformacao de hélice an-
fipatica, auxiliando, portanto, no balango entre carga e hidrofobicidade. As simulacoes
mostraram ainda que o residuo D2 esta posicionado a 0,6 nm da lisina K5, portanto
a uma distancia mais favordvel para formacao de ponte salina do que com NHj; do
N-terminal. Entretanto, foi observado nestas simulacoes que o residuo D2 favorece
o equilibrio de cargas entre estes grupos minimizando o campo elétrico desta cargas
positivas. Foi observado também que o outro residuo de acido aspartico, D8, esta en-
volvido em pontes salina com duas lisinas K4 e K11. Outra caracteristica estrutural
que acredita-se ser responsavel pela seletividade é a hidrofobicidade média por residuo
< H >=—-0,1.

O peptideo L1A foi projetado para preservar estas caracteristicas do MP1, mas
aumentando o comprimento da cadeia em quatro residuos. A sequéncia L1A possui
quatro lisinas e dois residuos de acido aspartico, sendo que em pH 7 possui uma carga
igual com valéncia +3. Entretanto, um simples calculo da curva de ionizacao dos grupos
em funcao do pH mostra que as valéncias da carga liquida deste peptideo fica proxima
de 3,8, 3 e 1,4 em pHs 4, 7 e 10 respectivamente. Esta variacao com o pH é devido
a protonagao dos grupos terminais e/ou das cadeias laterais dos aminodcidos (figura
1.3). Além da mudanca na carga liquida do peptideo, sabe-se que quando as vesiculas
sao carregadas negativamente, elas atraem nao somente os peptideos da solugao, mas
também os cations, fazendo com que o pH préoximo a interface seja mais acido do que

na solucgao.

[BRcHeEm]

¢ 1T Y & 58 B8 WMoY i oo

N I

Figura 1.3: Valéncia da carga liquida versus pH, calculada para o peptideo L1A. Figura
extraida de [3]
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1.1 Modelo de Gouy-Chapman

Um modelo que tem sido extensivamente utilizado para analisar isotermas e para
determinar as contribuicoes energéticas na particao de peptideos a bicamadas anionicas
¢ o modelo de Gouy Chapman. De acordo com este modelo, uma superficie plana
carregada, que possui um potencial de superficie ¥y, é imersa em uma solugao contendo
eletrolitos. Os fons de compensacao sao considerados como cargas pontuais imersas em

um meio dielétrico continuo. Entao pela equagao de Poisson, [23]

V.D=p (1.1)

Porém D ¢é o deslocamento dielétrico, logo
D =¢F (1.2)

Onde E é o campo elétrico e € a permissividade dielétrica e p a densidade volumétrica
de carga. Logo
V.(eE) =V.(—-eVV) =p (1.3)

Portanto
vy = P (1.4)
€

A densidade volumétrica de carga ¢ definida em funcdo da concentracdo (densidade

numérica) de fons n;, de suas valéncias z; e da carga elementar e:

p= nizie 1.5
> (L5)

A concentragao local de cada tipo de ion na dupla camada é dada pela equacao de

Boltzmann
n; = n’sexp(—2zeV /kpT) (1.6)

onde n%; ¢ a concentracao de fons no “"bulk” da solucao, kg é a constante de Boltz-

mann, T a temperatura e z; a valéncia do ion i.

Substituindo a densidade volumétrica de carga e a concentragao local de fons
na equagao (1.4) encontra-se a equagao de Poisson -Boltzmann
d*U 1
VU = — == n’.z.e.eap(—2zeV/kgT) (1.7)
€ X

 dx2
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Para o caso em que tem-se eletrdlito 1:1, isso é, n® =n°, =n'_ ez =2, =—2_ .
d>U nlez
TE s lexp(—2zeV /kpT) — exp(zeV /kpT)] (1.8)

Usando a identidade sinh p = (eP-e7?)/2 a equagao acima pode ser reescrita

d>v _ 2nlez
dz? €

.sinh(zeV /kgT) (1.9)

Multiplicando os dois lados dessa equagao por 2d¥/dx e integrando em x tem-se

24V d*¥ 4nlez [ d¥
%.w.d:p = /smh(zelll/kBT).%.dx (1.10)
logo
a=0 (qU\? dnler [¥=cc
— | = ' V/kgT).dV 1.11
/33:0 d(dm) - [11:0 sinh(zeV /kgT).d (1.11)

Resolvendo as integrais

T [cosh(zeV /kpT) — 1] (1.12)

€

(d\y)Q  4nkpT

Usando a identidade cosh(p) = 2sinh*(p/2) + 1, tem-se

dv [8n°kBT

1/2
o= ] .sinh(zeWV /2kgT) (1.13)

€

sabendo que o parametro de Debye-Huckel é dado por [23]

25" 10,20, 1/2

Substituindo a equagao (1.14) na (1.13) tem-se

ﬂ . _2/€]€BT
dv ze

sinh(zeV /2kgT) (1.15)

pode-se reescrever essa equagao para

ze 1
kT 2.sinh(zeV /2kpT

)d\lf = /—H’,d{E (1.16)
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Definindo ¢ = Z¢% como o potencial reduzido, resolvendo essas integrais encontra-se

kT
n [ea:p (%) —1

()71 —kx+C (1.17)

Sendo C a constante de integracao, que é determinada ao aplicar a condi¢cao que em

x = 0 o potencial ¥(x = 0) = ¥, , que implica em um potencial reduzido ¢y = ‘2‘;—‘1’79.
Entao )
exp (L) —1
oo [er3) L9
erp (%) +1
Aplicando a constante de integragao acima na equagao (1.17)
¢ %0
exp(%) —1 exp(=)—1
In & = —kx+In % (1.19)
exp (%) +1 exp (%) +1
Sabendo que
¢o) _ €Tp (%) —exp (%) _exp (%TO) -1
senh 2= i = " (1.20)
2.exp T)
h (%) exrp (%) + exp (%0) exrp (% +1 (1.21)
cosh | — | = = .
4 2 2.exp (%)
Usando das informacoes acima a equacao 1.19 pode ser reescrita da forma
z.e.V(x) z.e.\IJ0> 3
tanh | ———= | = tanh - 1.22
o ( 4k T ) o (4.kB.T ‘ (1.22)

O modelo de Gouy Chapman pode ser utilizado para analisar a interagao entre
peptideos liticos e membranas modelo [24]. Para uma membrana carregada negati-
vamente e peptideos carregados positivamente, a concentracao de peptideos, Cp, na

interface é consideravelmente maior que na solugao [25].

— 2. 'V
Cp = C%.exp <Zf0)

o (1.23)

onde C% ¢ a concentragao de peptideos na solugao, F a constante de Faraday, ¥, o
potencial na superficie da vesicula e 2.y a valéncia efetiva da carga do peptideo. Essa

teoria leva a descrever a adsor¢ao do peptideo a membrana por um simples equilibrio
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de parti¢ao na superficie
Xy, =K.Cp (1.24)

com X, a fracao de peptideos adsorvidos, K a constante de particdo. Para membra-
nas carregadas negativamente a adsor¢ao/particdo deve levar em conta a existéncia
da atracao eletrostatica. A relacao entre a constante de particdo aparente, K,, e a

constante de particao é dada por:

K, ~ K(Cp/C}) (1.25)

O que leva a definir
K, = Kexp(—zFV,/RT) (1.26)

Se a energia livre eletrostatica ¢ dada por AG. = z.;FVy, envolvendo a atracao
entre a carga positiva do peptideo e as cargas negativas da membrana devido a presenca
de fosfolipidios negativos, que resultam em um potencial na superficie (V) entao a

equacao 1.26 pode ser reescrita como

AG g5 = AGZf + AGy (127)

Nesta equacao, AG, ¢ a energia de transferéncia do peptideo da dgua para uma fase
nao polar, sendo portanto uma componente hidrofébica, que é determinada pelo efeito
hidrofébico que surge a partir de dessovatacao de grupos nao polares. Na forma como
a equacao 1.27 estd escrita ela preve a aditividade entre as componentes energéticas
hidrofébica e eletrostatica, entretanto, nem sempre estes termos sao aditivos, ou seja,
nem sempre pode-se descrever a energia observada na adsorcao do peptideo a bicamada
lipidica como a soma destas duas componentes [26]. Assim como em trabalhos do grupo
foi mostrado que para o peptideo MP1, nao exite essa aditividade entre as contribuicoes

energéticas [27].

Com o interesse em obter informagoes sobre a energética envolvida na particao do
peptideo sintético L1A a membranas modelo, este trabalho teve o propésito de avaliar
a energia de adsor¢ao do peptideo a bicamadas zwitterionica de POPC e anionicas de
POPC:POPG nas quais a fracao de lipidio aniénico variou entre 20 e 80% bem como as
componentes de energia hidrofébica e energia eletrostatica em trés valores de pH 4, 7
e 10. Com a variacao do pH pode-se analizar a variagao da carga liquida do peptideo e
assim observar a relevancia desse fator no balanco de energias e na particao do peptideo

nas bicamadas.

A particao do peptideo nas bicamadas é acompanhada de sua estruturagao na con-
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formacao helicoidal. Desta forma este processo acoplado de particao e estruturacao
do peptideo foi acompanhado observando as mudancgas conformacionais induzidas pela
interacao com as membranas modelo por meio de espectroscopia de dicroismo circu-
lar. Paralelamente o potencial eletrostatico das vesiculas nas diferentes composicoes
lipidicas e de pH foram monitoradas por medidas de potencial zeta que utiliza veloci-

metria Doppler.



Capitulo 2

Objetivo

O objetivo deste trabalho é explorar as energética envolvida na partigao do peptideo
sintético L1A a membranas modelo, avaliando a energia de particao do peptideo a
bicamadas zwitterionicas e anionicas e verificar a aditividade entre as componentes de
energia hidrofobica e eletrostatica em tres valores de pH 4, 7 e 10, através de medidas

de dicroismo circular e potencial zeta.



Capitulo 3

Materiais e Métodos

3.1 Materiais

Os lipidios utilizados foram 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina (POPC)
de natureza zwitterionica e 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfatidilglicerol (POPG)
de natureza acida, adquidiros da Avanti Polar Lipidis (Alabaster, AL. USA). As
solugoes estoques de lipidios em diferentes razoes molares foram preparadas em clo-
roférmio/metanol (2:1). As concentragoes de fosfolipidios foram determinadas por

pesagem usando uma balanga analitica.

o o
| i
e Wa e e s e
TN D/}{\O :-'4- Dﬂu-"'x"u‘:
W W W SR S W W o %
(5]

Figura 3.1: Estrutura do POPC. Figura retirada de [4].

o o
OH
mﬂmwﬂﬂfﬁvﬁ“ﬁf\{ﬁ“{rp 0, OH
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Figura 3.2: Estrutura POPG. Figura retirada de [4].

Para o preparo das vesiculas utilizou-se:
-Mini extrusor Avanti Polar Lipids (kit 610000)

-Seringas de Hamilton
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Tabela 3.1: Propriedades estruturais do peptideo: nimero de residuos de aminoacidos
(N ), valéncia da carga do peptideo em pH 7 e hidrofobicidade (H) calculada utilizando
a sequéncia consenso de Eisenberg

Peptideo Sequeéncia Noo 2z H
L1A (IDGLKAIWKKVADLLKNT-NH,) 18 +3 0,11

-Membrana dupla de policarbonato

O diametro e o potencial zeta das vesiculas foram determinados por espalhamento
de luz (Malvern Zetasizer Nano ZS90, Malvern Instruments, Malvern, Worcestershire,
U.K.). Tampao utilizado em todo o trabalho é composto por ImM citrato de sédio,
1mM de borato de sédio, I1mM fosfato de sédio e 150mM fluoreto de sédio em pHs
acertados com HCl e NaOH para 4, 7 e 10.

Peptideo sintético L1A foi desenhado pelo grupo e sintetizado pela Bio Synthesis

(Lewisville-TX-USA), com as caracteristicas estruturais apresentadas na tabela 3.1.

As solucoes estoques de peptideos foram preparadas com agua bi-destilada e man-

tidas refrigeradas; a concentragao final foi determinada espectrocépicamente em 280

nm usando absorvidade molar do triptofano como 5580 M ~tem™!.
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3.2 Métodos

3.2.1 Preparacgao de vesiculas

Inicialmente foi preparado um filme lipidico fino nas paredes de vidro de um tubo
de ensaio de fundo arredondado diluindo o fosfolipidio em uma solugao de cloroférmio/
metanol (2:1). Este solvente é entdo evaporado sob o fluxo de nitrogénio (N3) e o

excesso é retirado a vacuo durante 3 horas no méaximo.

Adicionou-se o tampao universal (1mM citrato de sédio, ImM de borato de sédio,
ImM fosfato de sédio e 150mM fluoreto de sédio) em pHs 4,7 e 10 ao tubo, for-
mando assim vesiculas multilamelares (MLVs), entao este tubo é agitado em voértex
durante 2 min. e 30 seg. para deslocar as bicamadas empilhadas presas a parede do
tubo. A suspensao de MLVs foi submetida a extrusdes (usando um extrusor Avanti
Mini-Extruder) através de membrana dupla de policarbonato para formar vesiculas
unilamelares (LUVs), realizou-se 6 extrusdes com a membrana de 400nm e 11 com a
de 100nm. O tamanho da vesicula foi determinado por espalhamento dinamico de luz
usando Zetasizer Nano ZS90 Malvern Instruments, Worcestershire, U.K.. encontando

o valor de aproximadamente 130 nm de diametro.

3.2.2 Dicroismo Circular

O dicroismo circular é uma técnica estrutural que mede a alteragdao na luz circu-
larmente polarizada, composta por uma componente que gira em sentido anti-horario
(L) e outra que gira em sentido horario (R), as duas de mesma magnitude. Moléculas
como peptideos que possuem diversos centros quirais podem interagir com essa luz, fa-
zendo com que quando as componentes R e L sao absorvidas igualmente pela amostra
nao seja detetado nenhum sinal de CD, mas quando existe uma diferenca de absorcao
destas componentes o sinal passa a ser diferente de zero (figura 3.3), assim a técnica
faz uso desse efeito para obter informacoes estruturais, termodinamicas e cinéticas de
macromoléculas, como proteinas e peptideos. A aplicacao mais importante esta na
analise de estruturas secundarias e como estas estruturas sao sensiveis as interacoes

com outras moléculas e as variagoes no ambiente como: temperatura e pH.

O equipamento usado, Jasco-815 (Tokio, Japan), mede a diferenga de absorgao
entre as duas componentes R e L em fun¢ao do comprimento de onda (equagao 3.1).

O sinal de dicroismo circular pode ser positivo ou negativo dependendo da intensidade
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(A) T E.+E

Figura 3.3: Efeito do dicroismo circular sobre as componentes circularmente polarizadas Er
(sentido hordrio e em vermelho) e Ey, (sentido anti-hordrio e em azul). (A) Componentes
circularmente polarizadas de mesma amplitude que, quando combinadas, geram radiacao
plano polarizada (em verde); (B) componentes de magnitude diferente que resultam em uma
luz elipticamente polarizada (elipse em verde). (C) Elipcidade 6, tangente obtida pela razao
do menor e do maior eixo da elipse. Extraido de [5].

da luz circularmente polarizada para o sentido horario e para o anti- horario.

AE(N) = Er()) — Ex(\) (3.1)

Normalmente essa diferenca é descrita como elipticidade, que é o angulo, cuja tan-

gente ¢ dada por:
Er — Ep

tan = ———=
Er+ Er

(3.2)

E vantajoso utilizar a elipticidade molar média por residuos () que é obtida do

angulo 6 por meio da equacao:

2
o (deg.cm ) ~100.0 (3.3)

dmol "~ le.N

sendo [ o caminho 6ptico em cm, ¢ a concentragao em mM e /N o niimero de residuos.

Os espectros de CD no ultra-violeta distante (abaixo de 260 nm) podem ser usados
para estimar a porcentagem de cada elemento estrutural secundéario de uma proteina
a partir dos padroes espectrais para cada um destes elementos como: hélice «, folha /3

e estruturas desordenadas, figura 3.4.

Com os valores de elipticidade molar observada em 222 nm(© ), pode-se encontrar
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dmol )

[0] (deg. cm*

Comprmeanto di onda (nm)

Figura 3.4: Espectros de dicroismo circular tipicos para peptideos estruturados. Verde:
espectro caracteristico de estrutura randomica; azul: espectro caracteristico de estrutura em
folha-f3 e vermelho: espectro caracteristico de a-hélice. Extraido de [6].

a fragao helicoidal, fj, usando a seguinte equagao, proposta por Luo e Baldwin [28]:

®obs - @c

Jn= Q,, — Oc

(3.4)

onde O, é a elipticidade molar para o peptideo em random coil (1500 deg cm?/dmol)

e ©,, é a méxima elipticidade possivel, dado por [28]:

O, = (—44000 4 2507) (1 _ ;) (3.5)

onde T ¢é a temperatura em graus Celsius, N o nimero de aminoéacidos e x é o
numero de grupos carbonila da cadeia petidica que nao estao envolvidos na formagao
de pontes de hidrogeénio, os grupos NH e CO dos residuos localizados nos extremos da
sequéncia nao participam de pontes de hidrogénio e para peptideos com terminal C

amidado o valor de x é 3 [29].

Para este trabalho os espectros de CD foram coletados no intervalo de comprimento
de onda de 195 a 260 nm, a 25° C usando um espectropolarimetro Jasco-815 (Tokyo,
Japan). Os parametros do instrumento foram mantidos em: velocidade (scan speed)
50 nm/min, largura de banda (bandwidth) 1 nm, tempo de resposta (response) 1 s e

resolucao (resolution) de 0,2 nm.

As medidas foram feitas em um tnico tampao, citrato, borato e fosfato, 1 mM
nos valores de pH 4, 7 e 10. Solucao de 10uM de L1A foi titulada por adicao de
aliquotas de LUVs de POPC:POPG até atingir 2,3 mM, para diferentes fracoes de



28

POPG, utilizando cubetas de quartzo de 0,2 cm de caminho éptico, tomando-se de
10 a 20 acumulagoes. Os valores obtidos de elipticidade, 6 (deg), foram corrigidos em
funcao da diluicao e descontado a respectiva linha de base, convertido os dados em

elipticidade molar média por residuo, © (deg.cm?/dmol), usando a relagao 3.3.

Os dados de elipticidade molar, em 222 nm, normalizados pela elipticidade molar
do peptideo em tampao, O, foram dispostos em graficos em funcao da concentracao

de lipidio [L]. Estes graficos foram analisados por isotermas de Lagmuir:

w=re (G ) () 63

K, é a constante de particao O a elipticidade molar méxima .

3.2.3 Espalhamento de Luz Dinamico

Uma técnica muito conhecida para determinar o tamanho de particulas é o DLS,
onde um feixe de laser incide sobre as particulas em solucao que se encontram em
movimento Browniano, fazendo com que a luz espalhada varie a intensidade com o
passar do tempo devido a interferéncias construtivas e destrutivas. Entao, com a
variacao da intensidade dessa luz espalhada em um determinado intervalo de tempo
pode-se obter uma relacao com o tamanho das particulas, sabendo que suas velocidades
depende dos seus tamanhos, ou seja, particulas menores sao mais rapidas e as maiores

mais lentas (figura 3.5).

Luz niio espalhada

Detector Intensidade média

Luz espalhada que chega ao detector

Figura 3.5: Representagao do espalhamento de dinamico de luz. Figura adaptada de [7].

A relacao entre o tamanho da particula e a sua velocidade devido ao movimento

Browniano é definido pela equacao de Stokes- Einstein, que calcula o diametro hi-
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drodindmico da particula pela relacao: Dy = kgT/3mnD, onde n é a viscosidade
do solvente e D o coeficiente de difusao. O diametro hidrodinamico foi determinado
para LUVs a 100 M, por 15 corridas consecutivas de 10 segundos, pelo equipamento

Malvern Zetasizer Nano ZS90, Malvern Instruments, Malvern, Worcestershire, U.K.

3.2.4 Potencial Zeta

Vesiculas lipidicas em suspensao possuem uma carga de superficie devido a grupos
ionizdveis nas cabegas polares dos lipidios e/ou a adsor¢ao de contraions da solugao.
Cria-se, entao, uma camada ionica ao redor da vesicula na qual a concentragao de fons
é diferente da solucao. Sob movimento, parte desta camada se move juntamente com
a particula. O potencial no plano de cisalhamento entre a camada ionica arrastada
com a vesicula e o meio é chamado de potencial zeta, que deve ser dependente da

concentracao de fons na solucao e da quantidade de grupos ionizaveis na vesicula.

Um método para determinar o potencial zeta é a partir da medida de mobilidade ele-
troforética com o uso da velocimetria Doppler. Neste método uma suspensao aquosa
de particulas carregadas ¢ sujeita a um campo elétrico, como ocorre em um experi-
mento de eletroforese, o campo elétrico transmite as particulas uma velocidade que

sera proporcional a intensidade de campo, que em moédulo pode ser escrita como:
v=pkE (3.7)

na qual x é a mobilidade eletroforética cuja unidade de medida é em geral pmemV—1s~*
ou 1078 m?V~1s~!. Além da forca elétrica a particula estd sujeita também a uma forca
viscosa dada pela relacao de Stokes que depende da viscosidade do meio, do raio da

particula e da temperatura.

Entao, um raio de laser, em geral He-Ne, ¢ dividido em dois e cada um destes
feixes incide sobre espelhos e sao refletidos para a amostra que esta em uma cela que
possui eletrodos cobertos por ouro. Um destes espelhos é mével de maneira a modular
a frequéncia do feixe. Ao passar pela cela de medida, que contem a suspensao de
particulas que estao em movimento, o feixe é espalhado pelas particulas e devido ao
movimento destas a frequéncia do feixe que era v é deslocada, devido ao efeito Doppler
para vy de maneira a ter um deslocamento de frequéncia Av. Este deslocamento de
frequéncia depende da velocidade da particula, do comprimento de onda incidente (Ag

Je do angulo de espalhamento (6)(figura 3.6).

Considerando kg e k, os vetores de ondas incidente e espalhada e K o vetor de

espalhamento (K’ = /25 - Eo) pode-se escrever que a relagao entre o deslocamento de
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Figura 3.6: Configuracao do feixe duplo. Adaptada de [8].

frequéncia devido ao efeito Doppler e a velocidade é:
Ay = K - 7 (3.8)

e definindo n como o indice de refragao do meio e Ay o comprimento de onda do feixe

incidente, o vetor de espalhamento pode ser escrito como:
K= ——sin~ (3.9)

o deslocamento de frequencia Doppler pode ser reescrito substituindo o vetor onda na
equacao 3.8:
2nwv 0 0 nv
Av = —sin — cos — = —sin 6 3.10
Ao 2 2 X ( )
substituindo a velocidade obtida de 3.10 na equacao 3.7 obtém-se a expressao para a

mobilidade eletroforéticas:
A 1
Av

nsinf E
No equipamento utilizado Zetasizer Nano ZS90 o angulo de detegao 6 = 90°, A\y=0,6328

= (3.11)

pm e consideramos n=1,4.

O valor de potencial zeta ({) é proporcional a mobilidade eletroforética (u) da
particula, uma relacao entre esses parametros ¢ dado pela equacao da mobilidade de

Smoluchowski.

€r€o

p=—Cf(kR) (3.12)

o
onde 7 ¢é a viscosidade da solugao, R é o raio da particula e f é a funcao de Henry,

dependente de x, parametro de Debye- Huckel, que fornece a espessura da dupla camada

de ions ao redor de um macroion. O equipamento usa dois valores limites para a funcao
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f =1se kR > 1 ou seja o raio da particula é muito maior que a distancia de Debye,
ou 1,5 se kR < 1.

Com o valor obtido de potencial zeta, considerando a distancia x=0,2 nm, como
sendo a camada de cisalhamento, pode-se calcular o potencial na superficie da vesicula

pela relacao apresentada na introdugao (equagao 1.22 )

zeC \ zeWo\ _,.
tanh (4-kB-T> = tanh < . > e (3.13)

As medidas de potencial zeta foram realizadas no Malvern Zetasizer Nano ZS90,
utilizando celas capilares em forma de U com eletrodo de ouro com volume de 1,0 mL
(DTS1060).

3.2.5 Calculos energéticos

Para avaliar a aditividade entre as contribui¢oes energéticas hidrofébicas e ele-
trostaticas, foram feitos calculos independentes de cada uma dessas contribuigoes, con-

siderando a mudanca de pH e a composicao lipidica da vesicula.

Sabe-se que com a variagao do pH o peptideo pode ganhar ou perder carga devido
a protonacao grupos terminais N e C e dos residuos acidos e basicos, porém essa
mudanca de carga liquida do peptideo pode ser calculada a partir dos valores de pKas

dos residuos e do pH.

Com estes valores de carga efetiva do peptideo e o potencial na superficie (¥y),
calculado usando os valores experimentais do potencial zeta na equacao 1.22, pode-se
obter os valores da energia eletrostatica (AG,;) envolvida na adsor¢ao do peptideo na

bicamada anionica.

A energia hidrofébica (AG; ) pode ser calculada por meio do Java MPEx [30] com a
ferramenta totalizer. O MPEx é um programa desenhado para calcular a energia livre
para transferir um peptideo ou proteina nao enovelados, da solucao para a interface da
membranas, na qual o peptideo ou proteina se enovelam . Este processo corresponde a
um ciclo termodinamico no qual é calculado a diferenca de energia livre para transferir
o peptideo nao enovelado da solugao para a interface e a energia livre para transferir
o peptideo enovelado da solugao para a interface . O calculo deste ciclo utiliza a
escala hidropatica, baseadas na energia livre de particao de aminodacidos entre agua e
membrana. Esta escala foi determinada experimentalmente por Wimley e White em
1996 [31], por meio de experimentos de dialise e HPLC em fase reversa. Com esses

experimentos, eles obtiveram a constante de particao entre o peptideo e uma membrana
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formada por POPC, sendo que o peptideo estudado foi AcWL-X-LL, com X substituido
por todos os 20 aminoacidos naturais. Com essa constante de particao obtiveram a
energia livre para cada aminoacido existente, apresentadas na figura 3.7. Portanto,
tem-se custo energético somente para o peptideo sair da solugao e se ligar a bicamada,
mas quando esse peptideo assume uma conformacao helicoidal, deve ser somado a essa
energia um valor correspondente a AG.,,s = 0g.fr.N que relaciona o custo energético
para formar liga¢oes de hidrogénio, levando em consideracao a fracao de hélices (fy,) e

o nimero N de residuos participando dessa conformacao [32].

A energia livre total de adsor¢ao (AGygs), pode ser calculada por meio da cons-
tante de particao obtida pelo ajuste dos valores experimentais obtidos por medidas de

dicroismo circular, pela equacao 3.6.
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Figura 3.7: Energia livre de transferéncia por residuo (kcal/mol) da dgua para a interface
de POPC. Extraido de [9].



Capitulo 4

Resultados

4.1 Analise conformacional

O efeito do pH e das vesiculas lipidicas de varias composicoes na conformagao do
peptideo foi investigado usando medidas de dicroismo cicular. Nesses experimentos, o
peptideo em tampao foi titulado com uma solugao de vesiculas unilamelares grandes
(LUVs), com raio em torno de 65 nm, medido por DLS. Todos os espectros de CD foram
coletados apds 3 minutos da adicao de uma nova quantidade de vesiculas, garantindo

que todas as mudancas possiveis ja tenham sido concluidas.

Os valores de elipticidade () obtidos dos espectros de CD foram transformados
em elipticidade molar (©) por meio da equagao 3.3, usando as devidas corregdes vo-

lumétricas a cada nova adicao de vesiculas e subtraindo a linha de base.

Para peptideo em tampao, os espectros mostram uma banda de intensidade ne-
gativa posicionada em torno de 200 nm, caracteristico de auséncia de estrutura se-
cundaria. Foi observado que a elipticidade molar é dependente do pH. Em pH 10 a
intensidade do espectro em 222 nm é ligeiramente mais intensa, G = —5180 + 60,
comparado com Oy = —3625 £ 50 em pH 7 e Oy = —4084 + 100 em pH 4 (fi-
gura 4.1). Esses resultados sdo consistentes com os obtidos por Marquesee e Baldwin
[33] usando peptideos compostos de alanina, contendo lisina e dcido glutamico nas
posicoes, (Ac-Y(EAAK)n-NH,), eles encontram a mesma ordem de elipticidade molar

que € O, > Opp7 < Opp10-

Nos trés pHs estudados, ao se adicionar apenas 0,05 mM de vesiculas anionicas
(POPC:POPG) ja é possivel observar o aparecimento de duas bandas de intensidade
negativa em 222 nm e 208 nm caracteristicas de conformagao helicoidal. Com o au-

mento da concetragao de vesiculas anionicas, a intensidade destas bandas aumenta,
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Figura 4.1: Espectro de CD medido em solugao tampao em pH 4, 7 e 10. Elipticidade molar
versus comprimento de onda de 10 uM de peptideo L1A.

evidenciando que o peptideo se estrutura mais. A intensidade das bandas negativas au-
mentam com o aumento da concentracao total de lipidios até atingir uma estruturacao
maxima. Ao mesmo tempo, existe um ponto isodicréico em 204 nm, o que indica um
processo de dois estados em equilibrio, um estado onde o peptideo esta desestruturado

na solucao e o estado em que ele se estrutura em contato com a bicamada.

Ao se comparar a estruturagao dependente da carga da vesicula, em pH 7 (figura
4.2 - a,b e ¢), observa-se que ao aumentar a quantidade de lipidios aniénicos na com-
posicao da vesicula a quantidade de hélice aumenta mais rapido, ou seja, é necessario
menor quantidade de vesiculas anionicas para alcancar o maximo de hélice. O mesmo

comportamento ¢ observado em pH 4 e 10.

a b c
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Figura 4.2: Espectro de dicroismo circular de L1A a 10uM em tampao em pH 7. a) Na
presenga de vesiculas com 20% de POPG, b) 40% de POPG e ¢) 80% de POPG.
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Ao titular o peptideo com vesiculas zwitterionicas (POPC), o espectro muda ligei-
ramente em relacao ao peptideo em tampao, apresentando dois picos: em 222 nm com
uma pequena intensidade negativa e um pico intenso em 205 nm, apresentando uma
pequena estruturagao, como pode ser observado na figura 4.3, o espectro de 10uM L1A

em 300 M de LUVs compostas de POPC, em solucao tampao nos trés pHs estudados.
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Figura 4.3: Espectros de CD de 10 uM de L1A titulado com 300 uM de LUVs de POPC
em tampao pHs 4,0; 7,0 e 10,0

Com o aumento do pH, o peptideo forma uma estrutura mais organizada, apresen-
tando um ligeiro aumento na intensidade das bandas negativas obtidas pelo CD. Em
pH 4 o peptideo possui sua maior carga, devido a protonacao dos residuos de acido
aspartico, mas ao aumentar o pH da solucao essa carga diminui devido a desprotonacao
do N terminal, o que contribui para uma maior estruturacao, com ja observado por Mar-
quese e Baldwin, [34]. Comparando os espectros obtidos do peptideo em vesiculas de
POPC com os espectros anteriores pode-se observar que o peptideo assume uma maior
estruturacao quando interage com vesiculas carregadas, confirmando a importancia da

interacao eletrostatica na adsorcao do peptideo as bicamadas anionicas.

4.2 Isotermas de adsorcao

Os espectros de CD e a elipticidade molar em 222 nm foram usados para investigar
a particao do peptideo em diferentes bicamadas lipidicas. As isotermas de adsorgao,
elipticidade molar normalizada em 222 nm (O9,/0) em funcao da concentragao de
lipidio [L], sdo mostradas na figura 4.4. Os valores experimentais podem ser ajustados

pela equacao de Langmuir, equacao 3.6, com um coeficiente de correlacao maior que
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98%. Por esse ajuste pode-se obter informacao sobre dois parametros: a constante
de particdo (K)) e a elipticidade méxima (O ), que nos informa sobre a quantidade

maxima de hélice induzida pela bicamada no peptideo, em cada composicao de vesicula

e em diferentes pHs.
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Figura 4.4: Tsotermas de adsorgao: elipticidade molar normalizada em 222 nm em funcgao
da concentracao de lipidios, a linha tracejada é obtida pelo ajuste da equacdo nao linear
3.6. Titulacao de LUVs com proporc¢oes de POPC:POPG 80:20, 60:40, 40:60 e 20:80, como

mostrado no grafico, em tampao a)em pH4, b)em pH 7 e c)em pH 10.

Os valores de constante de partigdo (K,), apresentados na tabela 4.1, aumentam
com a fracao de lipidios anionicos, que fazem parte da composicao das vesiculas, ao
mesmo tempo a afinidade a vesiculas zwitterionicas é baixa comparada as vesiculas
anionicas indicando a importancia das interacoes eletrostaticas na adsorcao de peptideos
a bicamadas. Na tabela 4.1 pode-se observar claramente, que para vesiculas zwit-
terionicas, as constantes de particao apresentam o mesmo comportamento em relacao
ao pH que foi observado para peptideos puros em tampao. Para as vesiculas anionicas
contendo 20% de POPG a tendéncia é aumentar a constante de particao com o pH,
porém com 40% de POPG as constantes independem do pH e ao adicionar mais carga

a essas vesiculas os valores de constantes diminuem com o aumento do pH.

A partir do ajuste dos pontos experimentais, também encontramos o valor de elip-
ticidade molar maxima em 222 nm, logo pode-se calcular por meio da equacao 3.4 as

fracoes de a-hélice maxima para o L1A em cada composicao de vesicula, tabela 4.1.

Em todos pHs o conteudo helicoidal é maior em vesiculas anionicas comparado com
vesiculas zwitterionica. Em cada um dos valores de pH investigados a tendéncia é
de aumento da fracao de a-hélice com a quantidade de lipidio anidnico da vesicula,

embora nos pHs 4,0 e 7,0 fossem observadas flutuagoes nas fragoes de hélice. Em pH

10 a tendéncia é mais clara.
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Tabela 4.1: Constante de partigao (10°K, em M ') e fragoes méximas de hélices o
para o peptideo L1A

Composicao(POPC:POPG)

100:0 80:20 60:40 40:60 20:80
e K 13 05 58+09 28030 380F 11,0 6407 7,0
£ 0,12 0,36 0,42 0,45 0,42
n7 K 19 0,3 51706 260740 340F20 5007 8,0
f. 025 0,39 0,41 0,40 0,49
1o K U 02 52710 25076,0 310740 360740
fo 0,26 0,27 0,43 0,50 0,57

4.3 Potencial zeta e potencial de superficie

O potencial na superficie de vesiculas anionicas foi determinado por dois modos
diferentes. Um deles o potencial zeta, determinado por mobilidade eletroforética, foi
convertido em potencial de superficie usando a relacao 1.22, apresentada na introducao.
Sabendo que nessa relagao ¢ considerada uma simetria plana, para checar a acuraci-
dade dessa aproximacao, foi calculado o potencial de superficie usando a equacao 4.1,
proposta por Ohshima, que é considerada uma aproximacgao precisa da equacao nao

linear de Poisson Boltzmann considerando uma simetria esférica [35].

F\Ijo 4 F\Ifo oF
9 il _ _ 41
senh <2RT> + gtanh (4RT> RTreoe, (4.1)

onde € e €, sao as permissividades no vacuo e da dgua, A = kR, k é o inverso do

comprimento de Debye e R é o raio da vesiculas e ¢ é dado por

;= Xre L (4.2)
Ar 1+ (B! + Kol MA]) eap (- 52) '

onde X pg é a fracao de lipidios anionicos, [H "] e [M ] sao a concentragao de prétons
e cations univalentes da solugao, respectivamente, K, ¢ a constante de dissociagao do
proton do grupo fosfato do POPG, calculado usando pKa= 3,5 [36] e K, é a constante
de associacao do cdtion aos grupos da cabeca fosfolipidica, usando o valor de 0,6 M1
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Na tabela 4.3, estao apresentados os valores de potenciais de superficies calculados

pelos dois modos apresentados. Os valores dos potenciais de superficie calculados a
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partir dos valores experimentais de potencial zeta e o tedrico sao préximos. Como

esperado o potencial aumenta com a fracao de lipidios carregados negativamente.

O potencial de superficie pode alterar o pH da solucao proximo da superficie da
membrana por atrair prétons, assim como, induzir variagoes na carga do peptideo. O
efeito do potencial de superficie nas cargas do peptideo pode ser calculado assumindo
que na interface bicamada-tampao, a fracao de grupos protonados no peptideo é dada
por [38]:

Fam = (1+ 10pH+0,43%7pKa)71 (4.3)

onde pKa = —log(Ka), sendo Ka a constante de dissociacao da cadeia lateral. Os
valores de pKa usados foram 3,86 para acido aspartico, 10,53 para lisina e 9,79 para o
N terminal [39]. Os valores obtidos da fragdo protonada para cada aminoédcido estao
apresentados na tabela 4.2, esses resultados foram calculados em pH 4 para o residuo
de acido aspartico, e pH 10 para o N terminal e os residuos de lisina. Usando esses
valores foi estimado o efeito da carga da vesicula no estado de protonacao do peptideo,
obtendo valores da valéncia efetiva (z.r), equacao 4.4 para a valéncia em pH 4 e a
equacao 4.5 para pH 10, com n, ntmero de residuos acidos e n;, nimero de residuos

bésicos.

Zefpra) =M — (1 = fam)na (4.4)

Zef(pH10) = fAHnb — Ng (45)

Os valores de valéncia da carga efetiva estao apresentados na tabela 4.3, mostrando
o efeito da composicao da vesicula no aumento do estado de protonacao dos residuos
carregados. Em pH 4, no entanto, usando o potencial de superficie obtido por medida
de potencial zeta, Uy= -27,0 mV para vesiculas com 20 % de POPG, a valéncia da
carga efetiva do peptideo é 4,34 ou 4,30 usando o potencial de superficie calculado pela
equacao 4.1, enquanto que quando o peptideo se encontra somente em tampao a carga
efetiva neste pH é 4,16. Em tampao,pH 10, a valéncia da carga efetiva do peptideo é
1,46, mas na presenca de vesiculas com 20% de lipidios anionicos encontra-se uma carga
liquida de 2,30 e na presenca da vesicula mais carregada (80% de POPG) a valéncia é

2,69.

Com a variacao do pH os lipidios que compoe a vesicula também sofrem alteracgoes
no estado de protonacao das cabecas polares. O POPC possui o grupo fosfato carregado
com o pK PO; < 1, porém essa carga negativa ¢ compensada pela carga positiva do
grupo colina, pK HE = 11.25, que confere neutralidade a esse lipidio pois devido a seus
valores de pKas nao sao ionizados nos pHs estudados [40]. No entanto o grupo fosfato

do lipidio POPG possui um pKa= 3,5 e sua carga pode variar dependendo do pH
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Tabela 4.2: Fracao de aminoacidos protonados. Para o dcido aspartico os valores foram
calculados em pH 4, o N terminal e a lisina em pH 10. f%, correspondem a fracio de
aminoacidos protonados obtidos pelos dados de potencial de superficie experimentais
(UG™) e f1; pelos potenciais tedricos Wh. Os valores de potenciais de superficie estao
em mV

Composicao(POPC:POPG)

80:20 60:40 40:60 20:80
o 0,67 0,78 0,81 0,84
OH 4 Acido yerp -27,0*1 -41,0+3 47,012 -52,0+2
Aspéartico  f1 0,64 0,72 0,78 0,81
vl -24.0 -33,5 -41,5 -47,0
N terminal [} 0,66 0,76 0,81 0,83
Lisina o 0,91 0,94 0,96 0,96
pH 10 wgP 30,072 -42,0%5 -50,012 -54,0+1
N terminal f% 0,69 0,81 0,86 0,89
Lisina T 0,92 0,96 0,97 0,98
vl -33,0 -50,0 -59,5 -66,0

do tampao. Para estudar essa variacao a fracao dos grupos protonados dos lipidios foi
calculado e = 1 — f4 g e os valores obtidos apresentados na tabela 4.3. E observado que
somente em pH 4,0 os lipidios alteram sua carga devido ao pH, apresentando valores
de fragao de grupos nao protonados de 0,56 para a composicao 80:20 caindo para 0,34
em 20:80.
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Tabela 4.3: Potencial de Superficie (mV), valéncia efetiva da carga do peptideo e graus
de i6nizacao dos lipidios. W™ é calculado pelo valor de potencial zeta, pela equagao
1.22 e W} pela equagao 4.1

Composi¢ao(POPC:POPG)

80:20 60:40 40:60 20:80
e 27,01 -41,0%3  -47,0%2  -52,0%2
26 4347001 456%0,01 4,62%0,01 4,68%0,01
SH4 O 0,5370,01 0,4070,01 0,3470,02 0,3070,01
U 24,0 33,5 415 47,0
2, 430 4,48 4,50 4,64
a 0,56 0,45 0,39 0,34
PSP 28071 43,075 48,072 -54,072
2 3,00 3,00 3,00 3,00
CHT O 1,00 1,00 1,00 1,00
Ul 330 50,0 7590 69,0
A, 2,97 2,98 2,99 2,99
a 1,00 1,00 1,00 1,00
UeP 20072 42075 -50,072  -54,071
2 2,3010,03  2,5270,06  2,6570,03  2,6970,01
SH 10 © 1,00 1,00 1,00 1,00
Ul 33,0 50,0 "59.5 266,0
A, 2,36 2,60 2.73 2,81
a 1,00 1,00 1,00 1,00

4.4 Energética

A energética da adsorcao do peptideo em bicamadas lipidicas zwitterionicas e

anionicas pode ser usada para explorar os efeitos da carga e do pH. Com esse ob-
jetivo a energia livre de adsor¢ao (AGues = —RTIn(55,5K,)) foi calculada em dife-
rentes condigoes. As contribuicoes energéticas como as energias livres eletrostética e
nao eletrostatica, por ex., hidrofébica, sao importantes para a particao de um peptideo
cationico a bicamadas lipidicas [20, 32]. A energia livre eletrostatica é dependente do
potencial da vesicula e da valéncia efetiva do peptideo (AGy = z.fFWV). Os valores
de energia livre eletrostatica estao apresentados na tabela 4.4. E a variacao da energia

livre com o potencial superficial da vesicula é apresentada na figura 4.5.

Como mostrado na figura 4.5, a energia livre de adsorcao varia linearmente com
o potencial da superficie tanto calculada a partir dos dados experimentais como as
calculadas teoricamente, porém em pH 4 e 7 os valores obtidos experimentalmente

estao mais distantes dos tedricos, obtendo valores mais préximos entre os potenciais
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Figura 4.5: Energia livre de adsorgao (AGggs) em funcao do potencial na superficie da
vesicula, calculado pela equacao 1.22, a partir do potencial zeta obtido experimentalmente
(simbolos preenchidos) e calculados teoricamente pela equagao 4.1 (simbolos aberto). a) pH
4,0; b) pH 7,0 e ¢) pH 10,0

de superficie obtidos em pH 10. A variacao da energia de adsor¢ao com o potencial é
maior nos pHs mais baixos e no pH mais alto a variacao da energia de adsor¢ao com o
potencial é mais modesta, devido & menor valéncia efetiva e consequentemente menor

contribui¢ao da componente eletrostatica.

O custo energético para estruturar o peptideo em a-hélice na interface da bicamada,
como proposto por Wimley e White [32], foi calculado usando o pacote MPEx. Este
pacote possui duas opgoes para residuos carregados, logo a energia (AG,y) foi calcu-
lada usando uma interpolacao de valores de AG;; obtidos considerando as fracoes de
residuos dcidos protonados e nao protonados, apresentados na tabela 4.2. O mesmo
procedimento foi feito para o pH 10, considerando as fragoes do N-terminal protonado e
nao protonado. Essa energia hidrofébica varia linearmente com a energia de adsorcao,

figura 4.6, como observado por Ladokhin [26].

Os valores de energia livre mostrados na tabela 4.4 indicam que a componente
energética para estruturar o peptideo na interface da bicamada tem maior contribuicao
nos pHs 4,0 e 10,0 quando comparadas com os valores em pH 7,0. AG;s constitui,
provavelmente, a maior parte da contribui¢ao hidrofébica. Porém a contribuicao ele-
trostatica é a predominante em relacao a hidrofébica, nos dois pHs mais baixos nos
quais a energia de adsor¢ao variou mais intensamente com o potencial de superficie.
No entanto, essas contribuigoes energéticas parecem s6 serem aditivas em pH 4,0 nas
vesiculas que possuem os trés maiores contetidos de POPG. No pH 10,0, a soma destas
contribuicoes energéticas para as mesma bicamadas correspondem de 40 a 80% da ener-
gia livre de adsorg¢ao, sugerindo que nos pHs 7,0 e 10,0 deva existir outras contribuicoes

energéticas a serem consideradas.
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Figura 4.6: Energia livre de adsor¢ao (AGqs) em fungao da energia livre hidrofébica (AG;¢),
calculada pelo pacote MPEx, com os valores de fraces helicoidais apresentados na tabela
4.1, nos pHs 4 e 10.

Tabela 4.4: Energias livres de: adsorgao (AGggs), eletrostatica (AGg) e interfacial
(AG;y). Energias em kcal/mol.

Composigao(POPC:POPG)
80:20 60:40 40:60 20:80

AGas -7,4840,09 -8,4110,07 -8,6010,2  -8,89+0,07
pH4 AG, -2,7070,1 -4,3070,2 -5,0070,3 -5,60%0,2
AG;; -3.25 3,97 4,27 4,12

AGoas -7,4070,08 -8,3670,1 -8,5370,03 -8,7670,2
pH7 AG, -1,9010,03 -3,0010,3 -3,30¥0,1 -3,70%0,1
AGy  -1,73 1,87 1,81 2,45

AGas -7,4070,1 -8,3070,1 -8,46%0,07 -8,5670,07
pH 10 AG, -1,60t0,2 -2,7010,3 -3,0070,2 -3,34+0,05
AGi;  -1,09 2,18 2,65 3,14




Capitulo 5

Discussao

O peptideo sintético L1A possui em sua composicao dois residuos de acido aspartico
e quatro lisinas e o C-terminal amidado, sendo que em pH neutro, sua valéncia liquida
¢ +3. Um dos residuos de dcido aspértico estd na posi¢ao 2 (D2) no N-terminal. A
presenca de um residuo acido nesta posigao foi mostrado ser um fator importante para
a estabilidade da estrutura helicoidal [41, 42, 43]. Outra caracteristica importante
da sequéncia deste peptideo é que as lisinas estao posicionadas de tal maneira que
os residuos acidos e basicos sao terceiros ou quartos vizinhos, favorecendo pontes de
hidrogénio e/ou pontes salinas entre eles, estabilizando a estrutura helicoidal [33]. Tra-
balhos anteriores haviam mostrado que alteracoes no N-terminal deste peptideo, por
acetilacao ou ligacao covalente do marcador fluorescente acido aminobenzdico, estabi-
lizam a estrutura helicoidal, modulam a afinidade do peptideo & vesiculas anionicas e
a atividade litica e bioldgica [44]. A interagao de L1A e os andlogos com vesiculas de
POPC:POPG (80:20) e de POPC mostrou que os andlogos, com N-terminal bloqueado,

tém afinidades maiores além de maior contetido helicoidal do que o L1A [44].

As cargas das cabegas polares anionicas na vesicula, e consequentemente do poten-
cial de superficie, quando combinados com pH da solu¢ao podem resultar em modulacao
da afinidade do peptideo por meio de mudancas no estado de protonagao de grupos
acidos e basicos e também do N-terminal por meio de um processo de regulacao de
cargas [45, 46]. Os experimentos de titulagdo do peptideo com vesiculas aniénicas con-
tendo diferentes fracoes de POPG e nos pHs 4,0, 7,0 e 10,0 mostraram que tanto a

afinidade quanto o contetudo helicoidal sao dependentes da carga da vesicula e do pH.

Em tampao pH 4,0 o peptideo encontra-se na conformacao aleatoria com apenas
8% de residuos na conformacao helicoidal, 7% em pH 7,0 sendo que em pH 10,0 a

fracao é 12%, em acordo qualitativo com os resultados obtidos pelo grupo do Baldwin
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[33], usando um peptideo com a sequéncia baseada em alanina e com residuos acidos
e bésicos sendo suas sequéncias: Ac-(AEAAK)3A-NH2 e Ac-(AEAAAK)3A-NH2 por-
tanto nas posicoes i, i+3 e i+4 [33]. A adsor¢ao do L1A em vesiculas zwitterionicas
ou anionicas resulta em aumento significativo do contetido helicoidal, indicando que
o meio hidrofébico da bicamada lipidica , caracterizado por uma constante dielétrica
menor favorece a formagao de pontes hidrogénio na cadeia principal [31, 32]. Entre-
tanto, a presenca de lipidios anionicos nas vesiculas favorece a formacao de hélice. Em
cada valor de pH, o conteiido helicoidal tende a aumentar com a fragao de lipidios
anionicos. Em pH 4,0 a quantidade de hélice aumenta com a fracao de POPG mas em
80% de POPG ela cai. Esta queda pode ser artefato pois as constantes de particao
nitidamente aumentam com a quantidade de POPG. O efeito combinado de pH e de
potencial de superficie modula a protonacao de grupos ionizaveis no peptidio. A ta-
bela 4.2 mostra que a medida em que a fracao de POPG aumenta, os residuos de acido
aspartico do peptideo na interface da bicamada, sao protonados. Entretanto, este efeito
reduz a possibilidade de pontes de salinas entre as cadeias laterais de residuos acidos e
bésicos sugerindo que a estabilizagao da estrutura helicoidal nas bicamadas anionicas
tenha mecanismo diferente daquele observado em tampao [33] e em TFE [47]. Nao se
pode deixar de descartar a possibilidade de formacao de pontes de hidrogénio entre
residuos do peptideo e a cabega polar dos fosfolipidios como mostrado por simulacoes
de dinamica molecular [48]. Embora os mecanismos de formagao e estabilizacao de
hélice em vesiculas possam ser diferentes do que em TFE, é importante destacar que
este valor maximo observado em vesiculas anionicas é préximo ao obtido em solucao
aquosa de 40% de TFE na qual o peptideo apresentou 29, 47 e 47 % de hélice nos trés
valores de pH em ordem crescente. No pH 10,0 foi observada que a fracao de hélice
tende a ser maior comparada com os outros pHs. Neste pH parte dos grupos amida do
N-terminal e das lisinas estd desprotonada. O N-terminal nao carregado juntamente
com o residuo acido D2 foram mostrados contribuir com a estabilidade da conformacao
helicoidal [33]. A desprotonagao das lisinas também reduz a possibilidade de pontes
de hidrogénio com os residuos acidos sugerindo que o mecanismo de estabilizacao da

conformacao helicoidal seja diferente também em pH 10,0.

O potencial de superficie, determinado experimentalmente por medidas de poten-
cial zeta, é também dependente do pH e, como esperado, da fracao de lipidios anionicos
nas vesiculas. Os valores experimentais, obtidos do modelo de Gouy Chapmann, em
alguns casos diferem em até 20% dos valores tedricos obtidos por meio da aproximacao
numérica da equagao de Poisson Boltzmann em simetria esférica proposta por Ohshima
[35]. Esta diferenca pode ser devida ao valor da distancia do plano de cisalhamento

utilizada para calcular o potencial zeta como de 0,2 nm como sugerido pelo fabricante
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do equipamento. Utilizando os valores experimentais de potencial de superficie e os
pKa dos grupos acidos, basicos e do N-terminal foram obtidos os estados de protonagao
destes grupos e consequentemente da valéncia ou carga efetiva do peptideo nos dife-
rentes pHs e de fracao de lipidios anionicos. Nestes calculos foi considerado que o
estado de ionizacao de um grupo ¢é independente de outros grupos e também, como
primeira aproximacao que o pKa dos grupos ionizaveis nao muda quando o peptideo
particiona na bicamada. Wimley e colaboradores mostraram que residuos ionizaveis
no peptideo Ac-WLXLL mudam o pKa quando particionam do tampao para octanol
[31]. Utilizando estas aproximagoes os célculos realizados mostram que a carga efetiva
do peptideo é maior no pH mais baixo e tende a aumentar com a carga da vesicula.
Por outro lado, o grau de dissociacao do POPG também é dependente do potencial
da superficie. Em pH baixo, efeito do potencial é trazer o préton para os grupos que
tém pKa préximos do pH usado. No pH mais alto, a carga efetiva do peptideo diminui
devido a desprotonacao do N-terminal e das lisinas, que é favorecida com o aumento
do potencial da superficie, resultando em aumento da carga efetiva com o aumento da
fracao de POPG. Estas variagoes de carga efetiva e de potencial de superficie resul-
taram em afinidades maiores em pH mais baixo, no qual o peptideo tem maior carga
efetiva indicando a contribuicao significativa das interagoes eletrostaticas em modular

a afinidade do peptideo a bicamadas anionicas.

Apesar da constante de particao do peptideo em bicamada de POPC ser pratica-
mente independente do pH, foi observado que a fracao de hélice é fortemente depen-
dente dele. Em pH 4,0 quando 42% dos residuos de 4cido aspdrtico estao protonados
em solucao, o conteido de hélice é de 12%, enquanto que em pH 7,0 quando todos
os residuos acidos estao desprotonados a fragao de hélice dobra. O aumento do pH
para 10,0 por outro lado, reduz a carga do N-terminal para 0,38¢e e de cada lisina para
0,77e resultando em aumento da fracao de hélice para 33%. A energia livre para a
transferéncia do peptideo para a interface de POPC foi calculada utilizando o pacote
Membrane Protein Explorer (MPEx) [30]. Estes célculos apontam que pH 4,0 esta
energia é desfavoravel, AG;; = 0,22 kcal/mol quando se usa a fracao de hélice medida
em POPC, entretanto, a redugao das cargas devida a protonacao dos acidos aspérticos
torna a trasferéncia favordvel AG;y = - 0,87 kcal/mol. Embora a energia livre de
transferéncia para a interface seja favoravel, seu valor é muito baixo comparado com as
energias livres de adsor¢ao medidas, sugerindo que outras formas de energia devam ser
levadas em conta, tais como de-solvatagao do peptideo, formacao de pontes hidrogénio
e/ou salina com as cabegas polares de POPC, perturbacao da bicamada pelo peptideo

entre outras.

O aumento da energia livre de adsor¢ao com o potencial de superficie foi mais acen-
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tuado em pH 4,0 comparado com pH 10,0 devido ao efeito das cargas efetivas nestes
pHs, sugerindo dependéncia similar da energia livre com a energia livre eletrostatica. Os
valores de energia livre mostrados na tabela 4.4 indicam que a componente energética
para estruturar o peptideo na interface da bicamada tem maior contribuicao nos pHs
4,0 e 10,0 quando comparadas com os valores em pH 7,0. AG;; constitui, provavel-
mente, a maior parte da contribuicao hidrofébica. No pH 4,0, o aumento da fracao de
lipidios anionicos (POPG) e portanto do potencial da superficie resulta em aumento
do nimero de asparticos protonados e consequentemente de carga efetiva do peptideo.
Os calculos de energia de trasferéncia pelo MPEx mostraram que AG;; aumenta com a
protonacao dos asparticos, sendo quase tao intensa quanto a componente eletrostatica,
sugerindo que protonacao favorece a contatos hidrofébicos com a bicamada. No pH
10,0, por outro lado, a componente eletrostatica diminui devido a desprotonacao do
N-terminal e das lisinas portanto da carga efetiva do peptideo, apesar do potencial de
superficie ser maior neste pH. Enquanto que em pH 4,0 e com 80 % de POPG a energia
eletrostdtica representa 63 % da energia de adsorcao, em pH 10 ela corresponde a 40
%. Embora a desprotonacao do N-terminal favoreca a transferéncia do peptideo para
a interface, o pacote MPEx sé leva em conta alteracao no estado de protonacao do
N-terminal, portanto, é possivel que AG; seja subestimada para este pH. Entretanto,
alguns trabalhos de dinamica molecular sobre o estado de protonacao de lisinas e ar-
gininas de hélices transmembranares tem apontado que o estado de protonacao destes

residuos nao se altera quando estao em contato com a regiao hidrofébica da membrana
48, 49, 50].

Nos trés valores de pH estudados, a energia livre de adsorcao do peptideo em
vesiculas anionicas aumenta linearmente com o potencial da superficie (figura 4.5), in-
dicando que a adsorcao do peptideo é dirigida por interacoes eletrostaticas. A energia
livre de adsor¢ao varia também linearnente com a energia livre de trasferéncia (fi-
gura 4.6). Ladokhin e White [26] sugerem que a linearidade nestes graficos seja uma
evidéncia da aditividade destas interagoes eletrostaticas e hidrofébicas. Entretanto,
somente no pH 4,0 e para as vesiculas com maiores conteidos de lipidios anionicos,
a soma destas contribuigoes se aproxima das energias livres de adsorcao, indicando
que nos pHs 7,0 e 10,0 a soma destas contribuicoes energéticas é bem menor do que
a energia de adsorcao, portanto nao aditivas e outras contribuicoes energéticas devam

ser levadas em conta.



Capitulo 6

Conclusoes

O peptideo L1A apresenta transicao conformacional estruturando em hélice em

vesiculas lipidicas.

A estruturagao em hélice tem forte contribuicao eletrostatica sendo que a fragao
de hélice ¢ significativamente maior em vesiculas anionicas do que em vesiculas zwit-

terionicas, especialmente em pH 4,0.

A afinidade do peptideo a vesiculas anionicas é significativamente maior do que
a vesiculas zwitterionicas reforcando a importancia das interacoes eletrostaticas em

dirigir o processo de adsorcao do peptideo na bicamada.

O potencial da bicamada induz regulacao de cargas do peptideo adsorvido na in-
terface da bicamada, especialmente nos pHs 4,0 e 7,0, resultando em carga efetiva que

segue a seguinte ordem: z.¢(pH 4,0) > z.¢(pH 7,0)> z.¢(pH 10,0).

A carga efetiva dependente do pH indica redugao de pareamento iénico (ponte de
hidrogénio ou salina) entre cadeias laterais. A fracao média de hélice semelhante nos
trés valores de pH e nas diferentes composicoes lipidicas indica que se na bicamada,
ocorrer pareamento ionico entre as cadeias laterais, ele nao contribui para a estabilidade

conformacional do peptideo na bicamada.

A soma das energias livres eletrostatica e interfacial em pH 4,0 se aproxima da
energia de adsorcao nas composicoes lipidicas mais ricas em lipidios anionicos, nas

quais a regulacao de cargas é maior. Nestas condicoes estas energias sao aditivas.
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