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RESUMO

Os peptideos sintéticos L1A (IDGLKAIWKKVADLLKNT-NH2, Q = +3e) e seu analogo
acetilado (acL1A, Q = +2e) utilizados neste estudo foram projetados para que tenham
caracteristicas estruturais semelhantes ao peptideo Polybia-MP1 extraido do veneno da vespa
Polybia paulista, em que um dos dois residuos &cidos ocupa a segunda posi¢do na regido N-
terminal, e residuos basicos sdo terceiros e/ou quartos vizinhos dos residuos acidos. Esses
peptideos possuem significativa atividade bactericida seletiva para bactérias Gram-negativas,
especialmente Escherichia coli, sem serem hemoliticos. Estudos anteriores, em sistemas
modelo, demonstraram que a acetilacdo do N-terminal resultou no aumento da atividade litica
em vesiculas aniénicas (8POPC/2POPG) em comparagdo com o L1A, o que sugeriu
perturbacdo do empacotamento lipidico de modo mais eficaz para o andlogo que é menos
carregado. Considerando que a membrana plasmatica de bactérias Gram-negativas contém
majoritariamente fosfatidiletanolamina (PE) e fosfatidilglicerol (PG), o presente trabalho
propds investigar o impacto dos peptideos L1A e acL1A em membranas modelo compostas por
3POPE/1IDOPG utilizando uma variedade de técnicas experimentais. Os resultados
demonstraram que ambos o0s peptideos induziram segregacdo lipidica, sendo o analogo

acetilado mais eficiente em recrutar PG e segregar PE.

Palavras-chave: Peptideos antimicrobianos, membranas modelo, monocamadas de Langmuir,

DLS, CD, espectroscopia de fluorescéncia, microscopia de fluorescéncia.



ABSTRACT

The synthetic peptides L1A (IDGLKAIWKKVADLLKNT-NH2, Q = +3e) and its acetylated
analog (acL1A, Q = +2e) used in this study were designed to have some structural features
similar to the peptide Polybia-MP1 extracted from the venom of the wasp Polybia paulista, in
which one of the acidic residues occupies the second position on the N-terminus region and
basic residues are third and/or fourth neighbors of the acidic residues. These peptides display
significant bactericidal activity against Gram-negative bacteria, especially Escherichia coli,
being non-hemolytic. Previous work performed in model membrane systems has shown that
the N-terminal acetylation led to an increase on the lytic activity in anionic vesicles
(8POPC/2POPG) compared with L1A, suggesting that the less charged peptide has higher
ability to perturb the lipid-packing. Considering that the Gram-negative cell membranes contain
mainly phosphatidylethanolamine (PE) and phosphatidylglycerol (PG), the present work
proposed to investigate the impact of L1A and acL1A on model membranes composed of
3POPE/1DOPG using a variety of experimental techniques. The results suggested that both
peptides induced lipid segregation being the acetylated analog more efficient in recruiting PG
and segregating PE.

Keywords: Antimicrobial peptides, model membranes, Langmuir monolayer, DLS, CD,

fluorescence spectroscopy, fluorescence microscopy
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1. Introducao

Peptideos liticos com atividade antimicrobiana sdo sequéncias lineares de até 40
residuos de aminodcidos, ricos em residuos hidrofobicos e residuos basicos distribuidos em
suas sequéncias de modo a formarem estruturas anfipaticas, alfa-hélices ou folhas-beta em
contato com agentes indutores de estruturas secundarias tais como bicamadas lipidicas, alcoois
e micelas de surfactantes (FJELL et al., 2012;LUO; BALDWIN, 1997). A presenca de grupos
basicos confere seletividade a membranas lipidicas anidnicas devido a interacdes eletrostaticas.
Evidéncias coletadas durante as trés ultimas décadas mostram que a atividade litica e
antimicrobiana destes peptideos é centrada na fase lipidica da membrana celular (EPAND;
VOGEL, 1999;HANCOCK; FALLA; BROWN, 1995;ZASLOFF, 2002). Um estudo
particularmente importante mostrou que ndo ha diferenga na atividade antimicrobiana de
peptideos compostos por isdmeros D ou L de aminoacidos, sugerindo que o processo litico
ocorre diretamente na membrana lipidica, sem a necessidade de receptores de membrana
especificos (CHEN, Y. et al., 2006;WADE et al., 1990). Estes receptores de membrana sdo
necessarios para a maioria dos antibidticos convencionais, fazendo com que os peptideos
antimicrobianos (PAMSs) sejam seus possiveis substitutos (BOMAN, 2003;EPAND; VOGEL,
1999;HANCOCK; FALLA; BROWN, 1995;WADE et al., 1990;ZASLOFF, 2002).

Uma grande quantidade de dados experimentais de atividade litica destes peptideos em
membranas modelo e de simula¢do de dindmica molecular acumulados nas Ultimas trés décadas
permitiu a proposicdo de varios modelos para o mecanismo de acdo desses peptideos
(BECHINGER, 2015;EPAND; EPAND, 2009;HANEY et al., 2010;HUANG; CHEN; LEE,
2004;MATSUZAKI et al., 1996;NGUYEN; HANEY; VOGEL, 2011;PARENTE; NIR;
SZOKA, 1990;POKORNY; BIRKBECK; ALMEIDA, 2002;SENGUPTA et al., 2008). Apesar
destes modelos, o entendimento completo do mecanismo de acdo é ainda elusivo e alguns
peptideos podem apresentar mais de um mecanismo de acdo dependendo da razdo
peptideo/lipidio utilizada no experimento (BECHINGER; LOHNER, 2006). Todos estes
mecanismos tém em comum a primeira etapa que é a adsorcao do peptideo na membrana que é
dependente das interagOes intermoleculares envolvidas no processo de adsorcgdo: forgas
eletrostaticas e ndo eletrostaticas. As interacdes eletrostaticas, no entanto, tém uma contribuicdo

significativa na energia de adsorcdo do peptideo na bicamada.
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A composicdo lipidica de membranas varia extensamente dependendo do micro
organismo ou do tipo de célula, além de haver diferencas entre a membrana interna e externa
de uma célula. Em células de mamiferos e plantas, por exemplo, lipidios carregados
negativamente estdo localizados na monocamada interna, sendo a monocamada externa
zwitteridnica (neutra), e, dessa forma, as interagdes peptideos-lipidios sdo de curto alcance do
tipo dipolo-dipolo e séo fracas para peptideos catidnicos (ALVARES;CABRERA;RUGGIERO
NETO, 2016). Em bactérias, o fosfolipidio zwitteribnico predominante é a
fosfatidiletanolamina (PE). Geralmente, bactérias Gram-negativas possuem contetdo maior de
PE do que bactérias Gram-positivas, e algumas dessas bactérias Gram-positivas possuem
contetdo muito baixo de fosfolipidios zwitteriénicos. Independentemente de ser bactéria Gram-
positiva ou negativa os lipidios anidnicos predominantes sdo fosfatidilglicerol (PG) ou
cardiolipina (CL) (verTabela I) (EPAND; EPAND, 2009) sendo que uma fracdo significativa
destes esta localizada na monocamada externa da membrana plasmatica. Devido a caracteristica
catibnica, os peptideos antimicrobianos podem agir seletivamente em membranas bacterianas
gue possuem lipidios aniénicos expostos e que conferem carga negativa a membrana, ndo
agindo nas membranas de células de mamiferos, as quais normalmente sdo zwitteridnicas.

Nos seres vivos as membranas lipidicas sdo muito complexas contendo diversos
componentes e uma investigacdo acerca de suas interacdes com peptideos antimicrobianos
(PAMs) seria imensamente trabalhosa, se ndo impossivel. Dessa forma, sdo utilizadas
membranas modelo: membranas lipidicas artificiais e simplificadas que permitem manipular
sua estrutura, composicdo e tamanho (CHAN; BOXER, 2007;CLIFTON et al., 2020). E
possivel utilizar essas membranas para investigar estrutura e funcdo de certos lipidios, canais
ibnicos, interacbes de lipidios com drogas e outras nanoparticulas (SZOKA;
PAPAHADJOPOULOQS, 1980). Membranas modelo sdo ferramentas que permitem avaliar o
comportamento de proteinas (neste estudo sdo os PAMS) e lipidios numa membrana de forma
que, dependendo do modelo, pode-se inferir sobre diferentes aspectos de uma membrana para,
entdo, ter um panorama geral do sistema (EEMAN; DELEU, 2009;REBAUD; MANITI;
GIRARD-EGROT, 2014;STEFANIU; BREZESINSKI; MOHWALD, 2014). Os sistemas
biomiméticos mais comuns sdo monocamadas lipidicas, vesiculas lipidicas, e bicamadas
lipidicas suportadas. Cada modelo, embora possua vantagens e desvantagens, mimetiza o
arranjo lipidico de membranas naturais (MOURITSEN; BAGATOLLI, 2015).
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Tabela I: Diferentes composicdes lipidicas dependendo da espécie de bactéria.

% Total de lipidio

Espécie da bactéria

CL PG| PE
Bactérias Gram-negativas
E. coli - 15 80
E. cloacae 3 21 74
Y. kristensenii 20 20 60
R. mirabilis 5 10 80
K. pneumoniae 6 5 82
P. aeruginosa 11 21 60
Bactérias Gram-positivas
Staphylococcus aureus 42 58 0
Streptococcus pneumoniae 50 50 0
Bacillus cereus 17 40 | 432
Bacillus polymyxa® 8 3 60
B. subtilis 4 70 | 12
S. pyogenes Componente majoritario | - | Tragos

2 Esse valor corresponde a bactéria cultivada a 37 °C. Um valor maior de PE entre 50 a 60% é geralmente
encontrado para essa espécie quando cultivada a 15 °C.
b Contém 26% de lisolipidios; 16% de lisofosfatidilcolina e 10% de lisofosfatidilserina

Fonte: Adaptado de (EPAND; SAVAGE; EPAND, 2007;EPAND; EPAND, 2009)

A adsorcdo do peptideo na bicamada lipidica € modulada por alguns fatores como
distribuicdo de cargas do peptideo, estrutura e carga da cabeca polar dos lipidios, bem como
estrutura de cadeias aciclicas e seus comprimentos, além do pH do meio e a presenca de ions.

O processo de adsor¢ao na membrana lipidica €, em geral, descrito como o acoplamento
de dois processos: parti¢cdo do peptideo na monocamada externa da membrana e da formacéo
da estrutura secundéria, em geral alfa-hélice, anfipatica. A formacgdo da estrutura anfipatica
favorece energeticamente que os residuos hidrofobicos busquem uma regido de constante
dielétrica mais baixa, ou seja, a regido hidrofébica da bicamada (ALMEIDA; LADOKHIN;
WHITE, 2012;BUENO et al., 2014;DATHE, 1999;NYMEYER; ZHOU, 2008;WIMLEY;

CREAMER; WHITE, 1996). Dessa forma, além das cargas envolvidas nesse processo, a
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estrutura do peptideo e sua sequéncia irdo afetar fortemente a atividade litica. Varios trabalhos
tém evidenciado que este processo acoplado de particao e formagdo da estrutura anfipatica tem
como consequéncia a perturbacdo do empacotamento lipidico na membrana, com a consequente
alteraco das caracteristicas elésticas da bicamada (FOSNARIC; IGLIC; MAY, 2006).

Nos anos recentes foram investigadas correlacdes entre a capacidade de peptideos liticos
em perturbar o empacotamento lipidico de membranas modelo e sua atividade litica nessas
membranas (BOMAN, 2003;BROGDEN, 2005;BUENO et al., 2014;HAMILL et al.,
2008;ALVARES; VIEGAS; RUGGIERO NETO, 2017;SCHEINPFLUG et al., 2017). Sob este
enfoque é associada uma variedade de técnicas experimentais que fornecem informacdes sobre
adsorcdo, penetracdo e perturbacdo do empacotamento lipidico em bi e monocamadas lipidicas
induzidas por peptideos. Um dos peptideos investigados é o mastoparano sintético L1A
(IDGLKAIWKKVADLLKNT-NH?>) e seu analogo acetilado (acL1A) (ALVARES; VIEGAS;
RUGGIERO NETO, 2018;ALVARES; WILKE; RUGGIERO NETO, 2018;ZANIN et al.,
2013;ZANIN et al., 2016). Estes peptideos possuem Vvérias caracteristicas similares ao
mastoparano natural Polybia-MP1 tais como: (i) sequéncia do N-terminal, (ii) distribuicdo de
residuos de aminoacidos semelhante: um residuo acido ocupando a segunda posi¢do na regido
N-terminal, e residuos basicos sao terceiros e/ou quartos vizinhos dos dois residuos acidos. Isso
esta melhor representado na figura 1 (1) a seguir. Estudos de dindmica molecular do L1A em
solucdo aquosa de trifluoroetanol (TFE), um indutor de hélice alfa, mostrou que a acetilacdo no
N-terminal estabiliza a conformacéo hélice anfipatica (ZANIN et al., 2016). Além deste efeito
estabilizador, esta modificacdo pode proteger o peptideo de ataques proteoliticos, o que é
considerado como um mecanismo de resisténcia alternativo (ANDREU; RIVAS, 1998).

Os peptideos utilizados possuem como diferenca mais significativa a carga em
condicdes fisioldgicas sendo +3 para o L1A, e +2 para o analogo acetilado (Tabela I1). A
representacdo da projecdo helicoidal do peptideo L1A revela que aminoacidos polares estdo
majoritariamente concentrados de um lado enquanto que aminoéacidos apolares estdo

concentrados de outro (Figura 1 (I1)).
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Tabela II: Caracteristicas dos peptideos L1A e acL1A.

L1A acL1A
Cargaem pH 7,4 (C) +3 +2
Massa molecular (u)? 2025,45 2067,48
Hidrofobicidade média <H>P -2,04 -2,04
Namero de residuos 18 18

Fonte: 2Genscript; °(EISENBERG et al., 1984)

Figura 1: 1) llustracdo da sequéncia e caracteristicas dos peptideos L1A e acL1A. —, +, A e P representam
residuos &cidos, basicos, apolares e polares, respectivamente. 11) Representacéo da projecédo helicoidal (Helix
wheel projection) do peptideo L1A para ilustrar as propriedades de alfa-hélice.

L1A

IDGLKAIWKKVADLLKNT - NH,
+A - AA+ AA A+ + AA- AA +

acl.1A

ac - I DGLKATWKKVADLLZKNT - NH,
A - AA+ AA A+ + AA - A A+

Polar/Basico
Polar/Acido
Polar/Neutro
Apolar

Fonte: 1) Elaborado pelo autor. I1) Adaptado de http://Ibgp.unb.br/NetWheels/, (MOL; CASTRO;
FONTES, 2018).
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O peptideo L1A e o andlogo acetilado mostraram atividade bactericida seletiva a
bactérias Gram-negativas sem serem hemoliticos. A atividade para E. coli, no entanto, foi maior
que para Pseudomonas aeruginosa (ZANIN et al., 2016). A investigacdo procurando
correlacdes entre capacidade de perturbar o empacotamento lipidico em mono e bicamadas e a
atividade litica destes peptideos em membranas modelo mostra que: (i) ambos os peptideos
possuem significativa atividade interfacial (Figura 44, pag. 94), (ii) a carga no N-terminal
desfavorece a penetracdo do peptideo em monocamadas e em vesiculas zwiteridnicas e
aniénicas (POPC, DPPC, DPPG, 8POPC/2POPG), (iii) a presenca concomitante de residuos
basicos e &cidos na sequéncia do peptideo como terceiros e/ou quartos vizinhos o estabiliza na
regido hidrofobica da membrana, (iv) quando misturados com lipidios na interface dgua-ar, 0s
peptideos preferem a fase liquido-expandida, prevenindo lipidios anidnicos de formarem uma
fase condensada (ALVARES;WILKE; RUGGIERO NETO, 2018).

Estes resultados foram obtidos utilizando membranas modelo na composicao lipidica
PC/PG, entretanto, L1A mostrou-se ser seletivo a bactérias Gram negativas cuja membrana
plasmatica possui fosfatidiletanolamina (PE) como lipidio zwitteribnico em alta concentracdo
como mostrado na Tabela I. Embora as cabecas polares de PC e PE possuam dois grupos com
cargas opostas formando dipolo elétrico, a cabeca de PC possui area de sec¢do reta maior do
que a seccao reta das caudas formando um cone truncado, fazendo com que esse lipidio assuma
uma curvatura positiva quando em bicamadas. PE, no entanto é o oposto: a secgdo reta de sua
cabeca polar € menor que a seccdo reta das caudas conferindo a este fosfolipidio um formato
conico truncado invertido, induzindo curvatura negativa quando em membranas
(ISRAELACHVILI, 2015). Trabalhos anteriores onde foi avaliado o impacto do peptideo MP1
em diversas composi¢Oes lipidicas mostraram por microscopia de forca atdbmica que na
presenca de PE, esse peptideo induz a formacdo de poros muito grandes em bicamadas em
suporte so6lido. De acordo com esse resultado, a analise do influxo de particulas com diferentes
raios de giro em vesiculas gigantes (GUVSs) sugeriu que, na presencga de PE, 0 MP1 induziu a
formacéo de poros/defeitos grandes (LEITE et al., 2015).

Resultados preliminares utilizando calorimetria diferencial de varredura (Differential
Scanning Calorimetry, DSC) sugeriram que L1A e mais eficientemente acL1A foram capazes
de induzir segregacao lipidica em vesiculas compostas por 3POPE/1DOPG (Figura 45, péag.
95). Segregacdo lipidica € um mecanismo alternativo que foi sugerido para o aumento na
permeabilidade de membrana apos a particdo de PAMSs: um agente antimicrobiano catiénico

induz separagdo de componentes lipidicos, resultando em agregados de lipidios
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anionicos/peptideos e possivelmente a formacdo de defeitos nas fronteiras destes dominios
lipidicos. Defeitos nas fronteiras entre diferentes fases foram sugeridos como responsaveis pelo
aumento de vazamento de lipossomas na temperatura de transicéo de fase em que dominios nas
fases gel e liquido-cristalina podem coexistir (EPAND; EPAND, 2009). Porém, como dominios
e fases segregadas ocorrem naturalmente, essa caracteristica per se ndo leva a toxicidade.
Segundo Epand (EPAND; EPAND, 2009), devido & grande heterogeneidade molecular das
membranas, interfaces de dominios sdo estabilizadas concentrando outras moléculas em suas
interfaces para diminuir a tensdo de membrana. Quando dominios sdo formados como
consequéncia da adigdo de um agente antimicrobiano, o tempo para a membrana se rearranjar
e acomodar essa mudanca na sua organizacdo € insuficiente, fazendo com que as fronteiras
desses dominios sejam instaveis levando a um aumento na permeabilidade das membranas.
Além disso, esses peptideos podem agregar lipidios anidnicos e perturbar dominios ja existentes
na membrana, podendo induzir a morte da bactéria. Separacao lateral induzida também ja foi
proposta como um mecanismo contribuinte para a atividade antimicrobiana de diversos
peptideos antimicrobianos (FINGER et al., 2015;SCHEINPFLUG et al., 2017).

Foi também evidenciado que regides de membrana associadas a divisdo celular possuem
composicdes distintas do resto da membrana (MATSUMOTO et al., 2006;WELTI; GLASER,
1994) e também que dominios existem em membranas de microorganismos como E. coli devido
a segregacao de PE/PG (VANOUNOU; PAROLA; FISHOV, 2003).
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1.1 Objetivo

As evidéncias experimentais expostas nos paragrafos acima motivaram a investigar o
impacto dos peptideos L1A e seu analogo acetilado utilizando monocamadas de Langmuir e
vesiculas unilamelares grandes (LUVs) como sistemas modelo miméticos de membrana
plasmatica de E. coli, contendo POPE e DOPG. Estas membranas modelo foram utilizadas para
estudar o impacto dos peptideos L1A e acL1A no empacotamento lipidico da composi¢édo
escolhida, 3POPE/1DOPG utilizando varias técnicas experimentais: (i) isotermas de adsor¢do
dos peptideos em vesiculas unilamelares grandes (LUVs) por dicroismo circular (CD) e
medidas de potencial zeta para avaliar as afinidades destes peptideos a estas membranas; (ii)
supressdo de fluorescéncia do triptofano por acrilamida para avaliar a insercao destes peptideos
na fase hidrofobica da membrana; (iii) isotermas de compressdo de monocamadas lipidicas
puras e de misturas com peptideos visualizadas por microscopia de fluorescéncia para avaliar
0 impacto destes peptideos no equilibrio de fases liquido-expandida/liquido-condensada
(LE/LC); (iv) insercdo destes peptideos em monocamadas a area constante a fim de obter a
pressao de superficie acima da qual o peptideo ndo insere; (v) e insercao na pressao de superficie
em que uma monocamada pode ser comparada a compactacdo de uma bicamada com
visualizacdo por microscopia de fluorescéncia para observar a indugdo de dominios durante a
inser¢do como complemento das isotermas de compressdo e de supressao de fluorescéncia do

triptofano.
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1.2 Metodologia Teorica

1.2.1 Experimentos com vesiculas unilamelares grandes (LUVSs)

1.2.1.1 Espectroscopia de dicroismo circular (CD)

Dicroismo circular (Circular Dichroism, CD), em suma, é definido como a absorcéo
desigual de luz circularmente polarizada para a esquerda e para a direita. Quando moléculas
assimétricas interagem com a luz, elas podem absorver luz polarizada para a direta ou esquerda
em intensidades diferentes, além de terem diferentes indices de refracdo para as duas ondas.
Dicroismo circular normalmente é representado em grau de elipticidade, que é definido como
o0 angulo cuja tangente é a razao entre o0 eixo menor e o eixo maior da elipse formada pela soma
das diferentes intensidades da luz circularmente polarizada para a direita e esquerda (FASMAN,
1996;GREENFIELD, 2009;SREERAMA; WOODY, 2004).

Algumas das moléculas assimétricas citadas sdo, por exemplo, estruturas secundérias de
proteinas. Cada elemento estrutural possui um espectro de CD caracteristico, como, por
exemplo, alfa-hélice, folha- e random coil. Partindo da intensidade de CD, é possivel obter
alguns parametros que se relacionam com transic6es eletronicas dos elétrons que compdem as
moléculas, que esté relacionado ao angulo das ligacdes peptidicas, que, por conseguinte se
relaciona com o comprimento de onda de absorcdo. Isso quer dizer que para alguns
comprimentos de onda ocorre absorcdo desigual de luz circularmente polarizada que esta
relacionado com as transi¢coes eletrénicas dos &tomos que compdem as moléculas (Figura 2).
Dessa forma, é possivel investigar as estruturas dessas moléculas partindo do espectro de CD
(SREERAMA; WOODY, 2004).

Figura 2: Regides espectrais e croméforos contribuintes em proteinas.
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Fonte: Adaptado de (SREERAMA; WOODY, 2004).
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Neste estudo foi utilizada espectroscopia de dicroismo circular para obter informac6es
a respeito das estruturas secundarias dos peptideos utilizados. Como citado anteriormente, cada
estrutura secundaria esta relacionada a um espectro caracteristico (Figura 3). Bandas positivas
significam absorcdo de luz circularmente polarizada para a direita, enquanto que bandas
negativas significam absorcéo de luz circularmente polarizada para a esquerda. Por exemplo,
proteinas cuja estrutura contém alfa-hélice possuem bandas negativas de mesma magnitude em
222 e 208 nm e uma banda positiva em aproximadamente 190 nm. A banda em 222 nm, por
exemplo, esté relacionada com as pontes de hidrogénio intra-cadeia entre os grupos NH-CO, e
independe de seu comprimento. Proteinas com B-hélices possuem bandas negativas em 218 nm
e bandas positivas em 195 nm. Para proteinas com folha-B, o espectro contém bandas negativas
em torno de 210 a 220 nm e uma banda positiva entre 195 e 200 nm. Proteinas desordenadas
(random coil), no entanto, possuem elipticidade baixa abaixo de 210 nm e bandas negativas em
torno de 195 nm (CORREA; RAMOS, 2009;FASMAN, 1996;GREENFIELD, 2009).

Figura 3: Espectro de CD com curvas caracteristicas de cada estrutura secundaria.
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Fonte: Adaptado de www.proteinchemist.com.
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1.2.1.2 Espalhamento dinédmico de luz (DLS) e mobilidade eletroforética

E possivel determinar o tamanho médio das particulas em soluc&o. Isso é feito utilizando
a técnica de espalhamento dindmico de luz (Dynamic Light Scattering, DLS). Esse experimento
consiste em incidir “luz” numa amostra contendo as particulas investigadas em solugédo. Essas
particulas tendem a se mover difusamente de acordo com o movimento Browniano, ou seja,
colidem constantemente com as moléculas do solvente, resultando em um movimento aleatorio.
Estas colisdes fazem com que uma quantidade de energia seja transferida, o que induz ao
movimento das particulas. Essa transferéncia de energia é, de certa forma, constante, e tem
maior impacto em particulas menores, fazendo com que elas se movam mais rapido do que
particulas maiores. Alguns parametros influenciam a velocidade das particulas nesse meio
como: temperatura, viscosidade e, claro, tamanho. A relacdo entre esses parametros é dada pela
relagdo de Stokes-Einstein (Eq. 1) onde o didmetro hidrodindmico (Dn) das particulas é

relacionado pelo coeficiente de difusio translacional D, dado em m?/s:

D, — kgT
" 3nnD

(Eq. 1)
onde kg € a constante de Boltzmann, T € a temperatura e n ¢é a viscosidade. Para essa equagio
descrever acuradamente o sistema, 0 movimento das particulas deve ser regido apenas pelo
movimento Browniano, ou seja, se houver sedimentacdo das particulas ndo ha movimento
aleatdrio, levando a resultados incorretos. Além disso, existe a limita¢do derivada da precisao
do equipamento levando a um limite na determinacdo do didmetro da particula.

A luz que incide nas particulas da amostra é espalhada em todas as dire¢des. Devido a
interferéncia destrutiva e construtiva, surge um padrdo com regides escuras e claras. Um
detector que pode ser colocado em um dado angulo relativo ao feixe inicial, recebe luz com
esse padrdo. Esse processo € repetido em intervalos de tempo pequenos e € possivel comparar
a intensidade da luz no detector em cada ponto. Nessa flutuacdo de intensidade de luz esta
contida a informacéo da escala do movimento das particulas: particulas pequenas mostram mais
flutuacdes do que particulas grandes. A partir da intensidade registrada no tempo, € possivel
obter uma funcéo de correlagdo, que descreve por quanto tempo uma particula esta localizada
no mesmo ponto na amostra. Dessa funcdo e possivel gerar um grafico com um decaimento
exponencial, que representa uma medida indireta do tempo que as particulas precisam para
mudar suas posi¢oes iniciais. Dessa forma é possivel, utilizando a equagéo de Stokes-Einstein,

determinar o coeficiente de difusdo e entdo o tamanho médio das particulas em solucéo.
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Também ¢é possivel obter medidas do potencial Zeta das particulas na amostra.
Particulas carregadas suspensas em uma solucéo contendo ions interagem entre si por meio de
forcas eletrostaticas. As particulas atraem ions de cargas opostas a elas que se ligam fortemente
as suas superficies, formando uma camada de ions chamada camada de Stern. Esses ions, por
conseguinte, atraem ions de cargas opostas a eles, formando uma camada mais difusa, de forma
que quando a particula se move, a camada de Stern se move junto com a particula, e os ions
mais difusos ndo. Essa segunda camada de ions blinda a carga dos ions na camada de Stern, e
por serem mais difusos, o plano que define sua fronteira chama-se plano de cisalhamento, e é
nesse plano que é calculado o potencial Zeta (Figura 4). O potencial Zeta é, entdo, definido
como o potencial elétrico na interface da dupla camada de ions na camada de cisalhamento,
relativo a um ponto na subfase muito distante da interface, e € medido normalmente em mV.
Dessa forma, a presenca de particulas carregadas, ions e quais tipos de ions em solucao ira

afetar a medida de potencial Zeta.

Figura 4: Particula e ions atraidos formando uma camada dupla.
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Fonte: Adaptado de www.wikipedia.com, Wikimedia Commons.

O potencial zeta é calculado pela mobilidade eletroforética das particulas em solucédo
gue estdo sob um campo elétrico definido por eletrodos de cargas opostas. As particulas em
solucéo encontram resisténcia devido a viscosidade do meio, e assim que alcangam o equilibrio,
atingem uma velocidade constante. No equipamento utilizado, é possivel calcular por

velocimetria Doppler a laser a mobilidade eletroforética, ja que a velocidade da particula esta
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relacionada com a flutuagéo da intensidade da luz espalhada. O potencial zeta pode ser estimado
para amostras com particulas com tamanhos entre 5 nm e 10 um (DOMINGUES et al., 2008).

O potencial zeta ({) de uma suspensdo de vesiculas ¢, entdo, dado pela equagao de
Smoluchowski:

n 1
&r&o f(KR")

(=1
(Ea. 2)
onde u ¢ a mobilidade eletroforética, n ¢ a viscosidade do meio, & € a constante dielétrica da

agua, go € a permissividade do vacuo e f(kR’) ¢ a func¢ao de Henry, onde x ¢ R’ sdo 0 inverso

do comprimento de Debye e o raio médio das vesiculas, respectivamente.

1.2.1.3 Espectroscopia de fluorescéncia

Fluorescéncia e fosforescéncia sdo fenémenos luminescentes, ou seja, resultados de uma
emissdo de luz que ocorre a partir de estados eletronicamente excitados. A fluorescéncia é a
emissdo de luz a partir de uma substancia que absorveu luz ou radiacdo eletromagnética
normalmente em comprimentos de onda menores do que a luz emitida (Stokes shift). Esse
fendomeno acontece “imediatamente” (ordem de nano segundos): assim que cessa a incidéncia
da radiacdo na amostra, a emissdo proveniente do efeito da fluorescéncia cessa também. 1sso
difere da fosforescéncia em que a emissdo a partir da amostra continua apés algum tempo (entre
1 a 1000 segundos).

A fluorescéncia tem como principio a emissdo de luz de um material decorrente de um
relaxamento de um elétron de uma molécula, &tomo, ou nanoestrutura a partir de um estado
excitado para um estado fundamental (LAKOWICZ, 2013). A molécula excitada pode relaxar
para seu estado fundamental de diversas formas em que ndo ha a emissdo de um féton, ou seja,
uma relaxacao/transi¢do nao-radioativa (Figura 5), como por exemplo através de dissipagdo de
calor (vibragdes). Também pode ocorrer a relaxacdo ndo-radioativa a partir da interagdo com
uma outra molécula, efeito conhecido como supressdo. Um experimento onde as consequéncias
deste efeito sdo analisadas é a espectroscopia de fluorescéncia, descrito posteriormente. Na
maioria dos casos a luz emitida possui um comprimento de onda maior (e consequentemente
energia menor) do que a da radiacdo absorvida. Porém, se a radiacdo absorvida for muito
intensa, é possivel um elétron absorver a energia de dois fotons, e a radiacdo emitida pode ter
comprimento de onda menor ou igual (fluorescéncia de ressonancia) ao comprimento de onda

da radiacdo absorvida.
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Figura 5: Diagrama de Jablonski: descricdo da maioria dos mecanismos de relaxacgdo de estados
excitados de moléculas.
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Fonte: Adaptado de www.wikipedia.com, Wikimedia Commons

Um fluorimetro (ou fluorémetro) é um equipamento que funciona da seguinte forma:
radiacdo eletromagnética parte de uma fonte de radiacéo e passa por um monocromador que ird
transmitir a radiacdo em um comprimento de onda especifico. O intervalo desse comprimento
de onda dependera da lampada utilizada e das condi¢Ges experimentais. A radiacdo incidira na
amostra que pode absorver determinados comprimentos de onda, e, se ocorrer a fluorescéncia,
emite radiacdo em todas as direcOes. Para detectar a radiacdo emitida pela amostra, um detector
é colocado a 90° da direcdo do feixe de radiacdo que excita a amostra para minimizar a radiacdo
transmitida ou refletida, depois de passar por um monocromador. EXxistem variacdes na
construcdo dos espectrofluorimetros, mas no geral o principio é da forma como descrito.

Para obter o espectro de fluorescéncia de um composto, o comprimento de onda da
radiacdo de excitacdo é mantido constante, usualmente é escolhido um comprimento de onda
gue o composto absorve extensamente. O comprimento de emissdo da amostra € medido, e
dessa forma é obtido um espectro da emissdo da amostra, com a intensidade em unidades
arbitrarias no eixo Y e o comprimento de onda no eixo X.

Para medir o espectro de excitacdo, 0 monocromador da emissdo se mantém constante,
enquanto o monocromador da excitagdo varia seu comprimento de onda. Geralmente o espectro
de excitacdo é semelhante ao espectro de absorcdo descrito acima, ja que a intensidade de
fluorescéncia é proporcional a absorcéo.

A espectroscopia tem como base o uso de fluor6foros: compostos quimicos
fluorescentes. Existem dois tipos de fluoréforos, os intrinsecos e os extrinsecos. Os intrinsecos

ocorrem naturalmente como aminoacidos aromaticos, clorofila, flavinas, derivados de
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piridoxila e NADH. Fluoroforos extrinsecos sdo adicionados na amostra para fornecer
fluorescéncia ou para mudar propriedades espectrais da amostra. Estes sdo a rodamina,
fluoresceina, dansila etc (LAKOWICZ, 2013).

Para este estudo foi utilizado como sonda o residuo triptofano, um fluoroforo intrinseco.
Assim como o triptofano, os aminoacidos tirosina e fenilalanina também séo fluorescentes, e
possuem seus respectivos comprimentos de onda de excitacdo. Em agua pH 6 a 23 °C, o
triptofano possui um comprimento de excitacdo maximo em 280 nm, a tirosina nessas mesmas
condi¢cdes em 275 nm e a fenilalanina em 260 nm (CHEN, R. F., 1967). A emissdo desses
compostos € diferente, entretanto, sendo para o triptofano, tirosina e fenilalanina,
respectivamente, 353, 304 e 282 nm (Figura 6). Em proteinas, normalmente a emissdo da
tirosina é suprimida devida a interacdo com a cadeia peptidica ou devido a transferéncia de
energia para o triptofano, e por isso que frequentemente a desnaturacédo de proteinas resulta em
emissdo da tirosina. A emisséo da fenilalanina so é observada quando a proteina ndo possui em

sua sequéncia residuos de triptofano ou tirosina (Lakowicz, 2006).

Figura 6: Espectros de absorcdo (acima) e emissdo (abaixo) dos aminoacidos fluorescentes triptofano (TRP),
tirosina (TYR) e fenilalanina (PHE) em agua pH 7,0.
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Fonte: Adaptado de (LAKOWICZ, 2013).

O residuo de triptofano €, de certa forma, diferente da maioria dos aminoacidos
fluorescentes. Sua emissdo é sensivel ao ambiente, e por isso é utilizado para investigar
mudancas conformacionais em proteinas como associacdo proteina-proteina, interacdo de

ligantes e desenovelamento de proteinas. Além disso, a fluorescéncia do triptofano é passivel
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de ser suprimida por algumas moléculas como acrilamida, iodeto, e grupos dissulfeto proximos
(LAKOWICZ, 2013).

A supressdo de fluorescéncia pode ocorrer de duas maneiras: a Supressao
dinamica/colisional e a supressao estatica. E possivel o fluordforo ir para um estado excitado,
e ao invés de retornar ao estado fundamental emitindo um féton através do fenémeno de
fluorescéncia, ocorre o retorno sem emitir um foton devido a um “choque” com uma molécula
supressora. Este fendmeno é conhecido como supressdo dindmica. O outro caso ocorre quando
é formado um complexo fluoréforo-supressor.

Neste estudo foi utilizado dessas propriedades do residuo de triptofano para investigar
0 ambiente que os peptideos utilizados estdo inseridos. O experimento consiste em titular um
supressor numa solucdo contendo peptideos na auséncia e presenca de suspensdo de LUVs. O
supressor (quencher) utilizado foi a acrilamida. Considerando uma solugdo contendo peptideos
que possuem em sua sequéncia triptofanos, € esperado que a acrilamida suprima a intensidade
da fluorescéncia conforme ocorra sua titulagdo. Dessa forma, em uma solucéo contendo apenas
peptideos, é esperado grande supressao da fluorescéncia do triptofano, ja que os peptideos estéo
expostos na solucdo. A outra condi¢do consiste em titular acrilamida numa solucao que contém,
além dos peptideos, LUVs. Se os peptideos ndo interagirem com as LUVS e continuarem
expostos ao solvente, a acrilamida ird suprimir a fluorescéncia do mesmo jeito. Porém, se os
peptideos interagirem com as vesiculas e se inserirem nas mesmas, os residuos de triptofano
podem se inserir na membrana, sendo “protegidos” da acdo da acrilamida. Dessa forma, ¢
possivel comparar quéo intensa € a supressdo para 0s dois casos, e inferir se ocorre a insercéo
do peptideo nas membranas de LUVs.

Como o fluoréforo utilizado € o triptofano, foi utilizado um comprimento de onda de
excitacdo de 295 nm. Como mencionado, o0 comprimento de onda de excitacdo da tirosina é
préximo do comprimento de onda de excitacdo maximo do triptofano, e 0s experimentos de
fluorescéncia comumente excitam a amostra a 295 nm para evitar a excitacdo da tirosina, e
observar apenas a emissdo do triptofano (Figura 7). Mesmo que os peptideos utilizados nédo
contenham tirosina, foi utilizado esse comprimento de onda por convengéo e comparagdo com

dados da literatura.

32



Figura 7: Espectro de emissdo de uma amostra contendo triptofano e tirosina, onde o comprimento de excitacéo
foi fixado em 275 nm (azul) e em 295 nm (vermelho).
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Fonte: Adaptado de (LAKOWICZ, 2013).

1.2.2 Experimentos com monocamadas

Os lipidios anfifilicos, como os utilizados neste estudo, possuem a caracteristica de se
auto-organizar em ambientes aquosos de forma espontanea, dirigida por forcas eletrostaticas e
efeito entropico. Nesses casos os lipidios podem formar estruturas como micelas, vesiculas etc.
Porém, se os lipidios estiverem numa interface agua-ar, por exemplo, as cabecas polares dos
lipidios ficardo voltadas para a parte aquosa e as caudas apolares ficardo voltadas para o ar.
Assim, ocorre a formacao de um filme monomolecular, ou seja, uma monocamada lipidica cuja
espessura corresponde ao tamanho de uma molécula de fosfolipidio (Figura 8). Esse sistema
simples é muito utilizado para determinar algumas caracteristicas a respeito do filme, que

variam dependendo de alguns pardmetros que serdo abordados posteriormente.

Figura 8: Monocamada lipidica
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Solventes, como a agua, possuem uma caracteristica intrinseca chamada de tenséo
superficial, que é a tendéncia das superficies do fluido de ocupar a menor area de superficie
possivel. Em interfaces dgua-ar, a atracdo das moléculas de agua entre si (coesdo) € maior do
que a atracdo das moléculas de agua e as moléculas do ar (adesdo), e assim, o efeito resultante
é uma forca dirigida lateralmente paralela a superficie, fazendo com que o liquido se comporte
como se sua superficie tivesse uma membrana elastica. Ou seja, € um efeito proveniente de um
desequilibrio das forgas que agem na interface e € proporcional a sua area. A tenséo superficial
depende nédo sé do solvente utilizado, mas também da temperatura, de forma que quanto maior
a temperatura menor a tensdo. A agua, por suas moléculas se ligarem por ligacbes de
hidrogénio, possui uma tensao superficial maior comparada com outros liquidos, 72,8 mN/m a
20 °C (BARNES; GENTLE, 2011;PALLAS; HARRISON, 1990).

Moléculas de lipidios, por serem compostos organicos anfifilicos, sdo classificadas
como surfactantes, que sdo compostos que diminuem a tensdo superficial entre dois liquidos,
entre um gas e um liquido, ou entre um liquido e um sélido. Nesses casos em que a tenséo
superficial foi alterada devido a formacdo de monocamadas de surfactantes, € conveniente
definir a pressdo de superficie, 7, como a reducdo na tensdo de superficie apds o evento
(BARNES; GENTLE, 2011;GENNIS, 1989):

T =Yoo~ Vr (Eq. 3)

onde yo € a tensdo superficial original da subfase liquida pura, ys € a tensdo superficial apds a
adicdo de surfactante abaixo da CMC (concentracdo micelar critica). Como normalmente a
tensdo superficial é reduzida ap6s a adsor¢do das moléculas na interface, o valor da presséo de
superficie aumenta de zero para um valor positivo. Os experimentos de monocamadas Sao
descritos em funcéo da pressdo de superficie, obtida através da tensdo superficial.

A medicdo da tensdo superficial pode ser feita de diversas maneiras, porém, deve-se
escolher com cuidado a técnica dependendo do sistema investigado. No presente trabalho foi
utilizado o método Wilhelmy para a medicéo da tensdo superficial. Esse método consiste em
mergulhar parcialmente uma placa (que pode ser metalica ou de papel filtro) - chamada de placa
de Wilhelmy, segundo o cientista que a usou pela primeira vez, na superficie do liquido, e medir
a forca que age sobre ela, decorrente da tenséo superficial (Figura 9). O menisco em contato

com a placa situa-se em uma linha cujo comprimento corresponde ao dobro da soma da
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espessura da placa e da sua largura 2(w+d). A forca resultante é descrita da seguinte forma
(BLUME, 2018;MAGET-DANA, 1999):

F=2y(w+d)cos0 + Fgq,— Femp (Eq. 4)

onde y é a tensdo superficial, Fgray € a forca gravitacional na placa, Femp € a forca ascendente do
empuxo e 9 é o angulo de contato. Este angulo, entretanto, raramente € medido e é assumido
ser zero, situacdo em que a placa esta perfeitamente molhada. O efeito do empuxo vai depender
do qudo imerso a placa estd, e se a mesma estiver nivelada com a superficie, entdo o empuxo
pode ser desprezado. Para o equipamento utilizado, entretanto, é possivel calibrar a altura da
placa de forma que a pressao de superficie seja zero naguele ponto, excluindo a necessidade de
considerar este efeito. Estas placas sdo acopladas a tensidmetros ou microbalancas (BARNES;
GENTLE, 2011).

Figura 9: Placa de Wilhelmy utilizada para medir a tenséo superficial.

N

Liquido

Fonte: Adaptado de www.\./vikipedia.com, Creative Commons.

No presente trabalho foram utilizadas monocamadas de duas formas: em que a area é

variavel e em que a area € constante.

1.2.2.1 Area variavel

O primeiro caso € investigado utilizando uma cuba de Langmuir (Figura 10). Essa cuba
possui barreiras mdveis que se situam na interface agua-ar controladas de acordo com as
condigBes experimentais. Apos espalhar lipidios diretamente na interface, essas barreiras
percorrem a superficie, diminuindo a area em que essas moléculas estdo situadas fazendo com

que essas moléculas se aproximem entre si e consequentemente aumentam as interagcdes entre
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elas. Esse filme formado na interface é conhecido como monocamada de Langmuir: filme com
espessura de uma molécula diluida em material orgénico insoltvel espalhado na interface 4gua-
ar de uma cuba de Langmuir ou cuba de Langmuir-Blodgett. Pode-se também espalhar

peptideos ou lipidios e peptideos previamente misturados.

Figura 10: Cuba de Langmuir.

i Placa de
| Wilhelmy

Balanca

Barreiras moveis

Fonte: Adaptado de www.wikipedia.com, Creative Commons.

Essa técnica consiste, entdo, em monitorar a pressdo de superficie em funcdo da area da
cuba (A). O software utilizado fornece a opcdo de inserir como parametro a quantidade de
lipidio espalhada, tornando possivel o célculo da area média por molécula, e assim, um grafico
de pressdo de superficie por area média por molécula é obtido, chamado de isoterma de
Langmuir. Na medida em que o filme é comprimido, a pressao de superficie aumenta, ocorrem
mudancas na orientacdo e na densidade de empacotamento da monocamada, e entdo os lipidios
na interface podem passar por diferentes fases bidimensionais, cada fase separada por uma
transicdo (Figura 11), de forma que as isotermas n-A para um filme sdo analogas as isotermas
pressdo-volume (P-V) para um gas (ROBINSON; BIRDI, 1984).

As diferentes fases que o filme pode assumir sdo: fase gasosa (G), fase liquido-
expandida (LE), fase liquido-condensada (LC) e fase sélida (S) (Figura 11, (A)). Cada fase é
definida pela extensédo das interaces das moléculas da monocamada, sendo estas, por exemplo,
interacdes eletrostaticas repulsivas entre as cabecas polares, ligacGes de hidrogénio entre as
cabecas polares e as moléculas de &gua, interagdes de van der Waals entre as cadeias aciclicas

etc.
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Figura 11: (A) Desenho esquematico de uma isoterma de Langmuir e as diferentes possiveis fases (G,
gasosa; LE, liquido-expandida; LC, liquido-condensada e S, sélida) que podem ocorrer durante uma compressao.
(B) Compressibilidade e médulo de compressibilidade em fungio da &rea por molécula.

(A)

Colapso do filme

Pressio de superficie

; i

Area por molécula !

{LC-LE \

D . ] T bt T T —

Compressibbdade ——
Modulo de compressibiidade -----

Area :pnr molicda ©
Fonte: Adaptado de (BLUME, 2018).

Decorrida a compressdo, a compressibilidade do filme (Cs) diminui devido a um
aumento na densidade (Figura 11 (B)). Também é possivel obter o mddulo de compressibilidade
(Cs1), que sera abordado posteriormente (Eq. 14). Usualmente, é possivel observar mudancas
de fase do filme lipidico numa isoterma, porém isso vai depender do tipo de lipidio ou da
mistura de lipidios que compdem o filme lipidico, a presenca de peptideos, e condi¢es de
subfase como forga idnica, pH e temperatura como exemplificado na Figura 12. Na fase gasosa,
usualmente em pressées abaixo de 0,5 mN/m, as moléculas estdo muito espacadas, levando a
uma fraca interacdo entre elas, podendo ser altamente compressiveis. Na transi¢cdo da fase
gasosa para a liquido-expandida (do ponto de vista experimental, sua existéncia ainda é
questionada) (VOLLHARDT; FAINERMAN, 2010), € observado o valor da area por molécula
em que a pressdo comeca a aumentar a partir de 0 mN/m (lift-off). Nesta fase a
compressibilidade ainda é alta, porém, ocorre um aumento nas interacfes entre as cadeias
aciclicas e as cabecas polares. Na transi¢do de fase LE-LC, é observada uma diminuigdo na
inclinacdo da curva e dependendo do caso, um platd. Ao passar de fase fluida de baixa

densidade para a fase condensada de mais alta densidade, pode ocorrer o rearranjo das
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moléculas formando agregados chamados de dominios, que podem ser visualizados através de
diversas técnicas experimentais como microscopia de fluorescéncia (MF), microscopia de
angulo de Brewster (Brewster angle microscopy, BAM) e microscopia de forca atdmica
(Atomic force microscopy, AFM) (BLUME, 2018). A discusséo a respeito da formacao destes
dominios serd abordada em detalhes posteriormente. Na fase liquido-condensada a
compressibilidade se torna mais baixa e as interacbes entre as cadeias aciclicas, agora,
relativamente mais ordenadas, aumentam. A Gltima fase que os lipidios podem se encontrar na
interface é a solida. Neste caso, as moléculas se aderem através de forcas de van der Waals
entre as cadeias aciclicas, ligacdes de hidrogénio entre as cabecas polares e a subfase e forcas
estéricas. Alem disso, as moléculas estdo altamente ordenadas e sua compressibilidade € a mais
baixa de todas as fases. Se a compressdo continuar, é possivel ocorrer o colapso do filme, onde
0 ordenamento molecular é destruido e a monocamada pode se deformar, romper ou perder
material para a subfase (indicado com uma seta na Figura 11) (BAOUKINA et al., 2008;LEE,
2008;SAAD et al., 2009). Nesse ponto é possivel obter a menor area por molécula (GENNIS,
1989).

Figura 12: Isoterma de compressdo n-A de DPPC puro em &gua em diferentes temperaturas (20, 24, 28 e 32 °C).

60

120
Area por molécula de lipidio (A%
Fonte: Elaborado pelo autor.

1.2.2.2 Area constante
O segundo caso € investigado utilizando uma cuba de area constante (
Figura 13). Nesse sistema lipidios sdo espalhados na interface até a presséo de superficie

se equilibrar ¢ atingir um valor desejado (m) ¢ a variagdo da pressdo superficial (Ax) é
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monitorada apds a injecdo de uma solugdo de peptideo na concentragdo desejada na subfase. Se
0s peptideos alterarem a pressdo de superficie, é dito que os peptideos adsorveram na interface
e foram capazes de inserir-se no filme. Essa técnica registra a pressdo de superficie em funcéo
do tempo fornecendo uma cinética de adsorcéo.

E também possivel inserir peptideos na subfase e monitorar a variagdo da pressio de
superficie conforme os mesmos adsorvem na interface limpa (sem filme lipidico pré-formado).
A variacdo da pressdo de superficie induzida pela adsorcdo de peptideos em funcéo de sua
concentragdo na subfase (Cp) da origem a isoterma de Gibbs, a partir da qual pode-se obter a
concentracdo de saturacdo, Csa, considerada como a minima concentracdo acima da qual a
pressao de superficie ndo altera com o aumento da concentracdo de peptideos na subfase. Para
a subfase na condicao de 150 mM NaCl, pH 7,4, foi observado que essa concentracao € bem
similar para o L1A e seu anadlogo acetilado correspondendo a 0,9 e 0,7 (x 0,1) uM,
respectivamente. Assim, utiliza-se uma concentragdo de peptideos na subfase acima dessa para
se certificar de que a variacao de pressdo induzida pela inser¢cdo dos peptideos na interface seja
a maxima garantida. A partir dos dados obtidos abaixo dessas concentra¢des, a concentracdo

em excesso de peptideo na superficie I'max € obtida utilizando a equagdo de adsorcéo de Gibbs:

ATt , C N ~ . . , .
[= RTIn €)' onde Ar ¢ a variacao de pressdo de superficie induzida pelos peptideos adsorvidos
p

na interface, R € a constante universal dos gases perfeitos e T é a temperatura. Se uma
monocamada de moléculas ¢ formada na interface, o inverso de I'max corresponde a area média
por molécula da molécula adsorvida. Resultados obtidos pelo grupo de pesquisa nas mesmas
condigBes mencionadas anteriormente forneceram valores de 30 e 50 A? para os peptideos L1A
e acL1lA, os quais sdo menores do que o esperado para moléculas orientadas
perpendicularmente ou paralelas a interface, correspondendo a ~180 e ~400 A2
respectivamente (ALVARES et al., 2016). Alem disso, esses valores sdo menores dos que
obtidos pelas isotermas de compressao de peptideos puros (Apéndice A), levando a conclusao
de que as monocamadas formadas pela adsorcdo desses peptideos consistem em mais de uma
lamela de moléculas acumuladas (ALVARES; WILKE; RUGGIERO NETO, 2018).
A atividade interfacial de peptideos é descrita como a habilidade de uma molécula se
ligar a uma membrana, particionar numa interface agua-ar e alterar a organizagdo e
empacotamento dos lipidios (RATHINAKUMAR; WALKENHORST; WIMLEY,
2009;RATHINAKUMAR; WIMLEY, 2008) e depende de suas propriedades fisico-quimicas e
de um balanco entre as interacGes hidrofdbicas e eletrostaticas entre os peptideos, moléculas de
agua e lipidios. Essas monocamadas em que moléculas adsorvidas induzem a uma mudanca na
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tensdo superficial sdo chamadas de monocamadas de Gibbs, diferente das monocamadas
espalhadas descritas anteriormente, as monocamadas de Langmuir. Estudos anteriores
confirmaram que transic¢des de fase do tipo LE-LC podem ocorrer em monocamadas de Gibbs
contendo lipidios (VOLLHARDT; FAINERMAN, 2010), e assim, levando a possibilidade da

formagdo de dominios, passiveis de serem visualizados por microscopia, por exemplo.

Figura 13: Cuba caseira de area constante.

Fonte: elaborado pelo autor

1.2.2.3 Dominios

Um dominio lipidico pode ser definido de forma mais geral possivel como qualquer
regido numa membrana que difere na composicdo lipidica de outras regides (MATSUMOTO
et al., 2006;WELTI; GLASER, 1994). Embora o termo “dominio” possua essa defini¢ao, ele é
utilizado para diversas estruturas, ja que dominios lipidicos existem em membranas modelo e
em membranas bioldgicas. Neste trabalho, entretanto, usou-se o termo para se referir as formas
escuras vistas por MF em monocamadas, nucleos densos que sao formados por lipidios na fase
LC na presenca de uma fase menos densa enquanto que regides escuras formadas por peptideos
e/ou peptideo/lipidio serdo chamadas de agregados/clusters.

A formacdo dos dominios é determinada pelas interacdes intermoleculares entre 0s
préprios lipidios e outros fatores como as condigdes ibnicas, temperatura, pH e outros

componentes que compdem a monocamada como peptideos e impurezas.

1.2.2.4 Visualizacdo de monocamadas por microscopia de fluorescéncia (MF)
Os experimentos de monocamadas foram visualizados por microscopia de
fluorescéncia. Esse tipo de microscopia Optica consiste em utilizar os fendmenos de

fluorescéncia ou fosforescéncia para a visualizacdo da amostra.
40



A maioria dos microscopios de fluorescéncia sdo microscopios de epifluorescéncia, ou
seja, a radiacdo que excita a amostra passa pelo mesmo caminho que a radiagéo fluorescente
emitida pela amostra. Em um microscopio de epifluorescéncia (Figura 14) uma fonte emite
radiacdo em comprimentos de onda especificos que atravessa um filtro chamado de filtro de
excitacdo. Esse filtro permite a passagem de um comprimento de onda especifico, que pode ser
selecionado dependendo do experimento. Apos atingir um espelho dicroico e uma objetiva de
magnificacdo escolhida, a radiacdo incide na amostra fluorescente, refletindo de volta para a
objetiva. Ao passar por ela, segue para um espelho dicrdico e um filtro de emissdo que ambos
permitem apenas a passagem de radiacdo com comprimentos de onda especificos, para,

finalmente, a imagem passar pela ocular ou um detector.

Figura 14: Diagrama de um microscopio de epifluorescéncia.
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Fonte: Adaptado de www.wikipedia.com, Wikimedia Commons
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4. Consideracoes finais

Neste trabalho foi investigada a adsor¢do do peptideo sintético L1A e de seu analogo
acetilado acL1A bem como a consequente perturbacdo do empacotamento lipidico em
membranas modelo de 3POPE/1DOPG utilizando diversas técnicas experimentais.

Em membranas biol6gicas, a difusdo dos componentes da membrana ndo ocorre
livremente, dando origem a dominios que séo regides ricas em componentes diferentes. Essas
regibes segregadas ocorrem naturalmente, tendo diferentes funcdes dependendo do tipo de
célula. No entanto, quando a segregacdo € induzida por peptideos, a membrana é desestabilizada
devido a defeitos na regido lipidica no entorno dos peptideos. Além disso, se regides segregadas
contendo lipidios que induzem curvatura negativa, como o PE, ocorrerem, entdo a membrana
pode ser ainda mais desestabilizada. Esses defeitos e desestabilizacdo induzidos por peptideos
podem facilitar a permeacdo da membrana. Dessa forma, a segregacdo induzida por peptideos
pode ser um mecanismo adicional a atividade antimicrobiana ao (i) afetar a formacdo de
dominios responsaveis pela funcdo da membrana, (ii) aumentar a carga negativa local e/ou (iii)
dificultar o rearranjo lipidico.

Os diversos resultados obtidos revelaram que: (i) o peptideo acetilado, que embora
possua menor carga em comparacao ao L1A, possui a mesma afinidade a LUVs compostas por
PE/PG, levando a conclusdo de que a reducdo de carga do N-terminal ndo é relevante para a
guantidade de peptideos adsorvidos na membrana nessa composicao; (ii) a reducao da carga no
N-terminal ndo é significativa para a insercdo na parte hidrofébica de bi e monocamadas
anionicas, no entanto, acL1A induziu maior valores de MIP em monocamadas de POPE
comparado com L1A; (iii) o acL1A é mais eficaz que o L1A em perturbar o empacotamento
lipidico de membranas de PE/PG, sequestrando lipidios anidnicos criando regides ricas em
fosfolipidios anidnicos e peptideos e criando regides segregadas ricas em lipidios zwitteridnicos.
As fronteiras destas regiGes podem ser instaveis contribuindo para aumentar a eficiéncia litica
dos peptideos. Esse efeito ndo foi observado para misturas de PC/PG (ALVARES; WILKE;
RUGGIERO NETO, 2018), evidenciando o papel da composicéo lipidica das membranas para
a atividade dos peptideos. Esses resultados podem ser correlacionados com a melhor eficiéncia
antibacteriana encontrada para o acL1A comparada com o L1A em experimentos com E. coli
(ZANIN et al., 2016). Mais correlagdes entre a segregacéo lipidica e a atividade litica desses

peptideos requerem mais investigacdes as quais estdo em progresso no nosso laboratorio.
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Todos os resultados obtidos até aqui sugerem que a atividade antimicrobiana desses
peptideos pode ter uma grande contribuicdo da segregacdo lipidica, especialmente para o

peptideo acetilado.

85



Referéncias

ALLI, S; BROCKMAN, H. L.; BROWN, R. E. Structural determinants of miscibility in
surface films of galactosylceramide and phosphatidylcholine: effect of unsaturation in
the galactosylceramide acyl chain. Biochemistry, v. 30, n° 47, p. 11198-205, 1991.

ALLI, Shaukat et al. Cholesterol’s Interfacial Interactions with Galactosylceramides.
Biochemistry, v. 33, n° 10, p. 2900-2906, 1994. ISSN: 15204995, DOI:
10.1021/bi00176a020.

ALMEIDA, P. F.; LADOKHIN, A. S.; WHITE, S. H. Hydrogen-bond energetics drive
helix formation in membrane interfaces. Biochimica et Biophysica Acta - Biomembranes,
v. 1818, n° 2, p. 178-182, 2012. ISSN: 00052736, DOI: 10.1016/j.bbamem.2011.07.019.

ALVARES, D. S. Estudo da formacdo de dominios em bicamadas lipidicas induzidos por
peptideos antimicrobianos. 2011. Dissertacdo (Mestrado em Biofisica Molecular) - Instituto
de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas, Universidade Estadual Paulista, Sdo José do Rio
Preto, S&o Paulo, 2011

ALVARES, D. S.; SANTOS CABRERA, M. P. DOS; RUGGIERO NETO, J. Strategies for
exploring electrostatic and nonelectrostatic contributions to the interaction of helical
antimicrobial peptides with model membranes. Advances in Biomembranes and Lipid Self-
Assembly. 1 ed.: Elsevier Inc., 2016. v. 24, 43-73 p. ISSN: 24519634, DOI:
10.1016/bs.abl.2016.05.001.

ALVARES, D.S.; VIEGAS, T.; RUGGIERO NETO, J. The effect of pH on the lytic activity
of a synthetic mastoparan-like peptide in anionic model membranes. Chemistry and
Physics of Lipids, v. 216, n° August, p. 54-64, 2018. ISSN: 18732941, DOI:
10.1016/j.chemphyslip.2018.09.005.

ALVARES, D.S.; WILKE, N.; RUGGIERO NETO, J. Effect of N-terminal acetylation on
lytic activity and lipid-packing perturbation induced in model membranes by a
mastoparan-like peptide. Biochimica et Biophysica Acta - Biomembranes, v. 1860, n° 3, p.
737-748, 2018. ISSN: 18792642, DOI: 10.1016/j.bbamem.2017.12.018.

ALVARES, D. S. et al. The interfacial properties of the peptide Polybia-MP1 and its
interaction with DPPC are modulated by lateral electrostatic attractions. Biochimica et
Biophysica Acta - Biomembranes, v. 1858, n° 2, p. 393-402, 2016. ISSN: 18792642, DOI:
10.1016/j.bbamem.2015.12.010.

ALVARES, D. S; VIEGAS, T. G.; NETO, J. R. Lipid-packing perturbation of model

membranes by pH-responsive antimicrobial peptides. Biophysical Reviews, p. 669-682,
2017. DOI: 10.1007/s12551-017-0296-0.

86



ANDREU, D.; RIVAS, L. Animal antimicrobial peptides: an overview. Peptide Science, v.
47,n° 6, p. 415-433, 1998. ISSN: 0006-3525.

BAOUKINA, S. et al. The molecular mechanism of lipid monolayer collapse. PNAS, v.
105, n° 31, p. 10803-10808, 2008.

BARNES, G.; GENTLE, I. Interfacial science: an introduction. Oxford university press,
2011. ISBN: 019957118X.

BECHINGER, B. The SMART model: Soft membranes adapt and respond, also
Transiently, in the presence of antimicrobial peptides. Journal of Peptide Science, v. 21,
n®5, p. 346-355, 2015. ISSN: 10991387, DOI: 10.1002/psc.2729.

BECHINGER, B.; LOHNER, K. Detergent-like actions of linear amphipathic cationic
antimicrobial peptides. Biochimica et Biophysica Acta - Biomembranes, v. 1758, n° 9, p.
1529-1539, 2006. ISSN: 00052736, DOI: 10.1016/j.bbamem.2006.07.001.

BLUME, A. Lipids at the air—water interface. ChemTexts, v. 4, n° 1, 2018. ISBN:
0123456789, DOI: 10.1007/s40828-018-0058-z.

BOMAN, H. G. Antibacterial peptides : basic facts and emerging concepts. Journal of
Internal Medicine, p. 197-215, 2003.

BRASLAVSKY, S. E. Glossary of terms used in photochemistry, 3rd edition (IUPAC
Recommendations 2006). Pure and Applied Chemistry, v. 79, n° 3, p. 293-465, 2007. ISSN:
0033-4545, DOI: 10.1351/pac200779030293.

BROGDEN, K. A. Antimicrobial peptides: Pore formers or metabolic inhibitors in
bacteria? Nature Reviews Microbiology, v. 3, n° 3, p. 238-250, 2005. ISSN: 17401526, DOI:
10.1038/nrmicro1098.

BUENO, N. et al. Effect of the aspartic acid D2 on the affinity of Polybia - MP1 to
anionic lipid vesicles. European Biophysics Journal, p. 121-130, 2014. DOI:
10.1007/s00249-014-0945-1.

CHAN, Y.-H. M.; BOXER, S. G. Model Membrane Systems and Their Applications State
of the field. Current Opinion in Chemical Biology, v. 11, n° 6, p. 581-587, 2007.

CHEN, R. F. Fluorescence quantum yields of tryptophan and tyrosine. Analytical Letters,
v.1,n%1, p.35-42, 1967. ISSN: 1532236X, DOI: 10.1080/00032716708051097.

CHEN, Y. et al. Comparison of biophysical and biologic properties of a-helical
enantiomeric antimicrobial peptides. Chemical biology & drug design, v. 67, n° 2, p. 162—
173, 2006. ISSN: 1747-0277.

CLIFTON, L. A. et al. Design and use of model biomembranes to study biomolecular
interactions using complementary surface-sensitive techniques. Advances in Colloid and
Interface Science, v. 277, p. 102118, 2020. ISSN: 00018686, DOI:
10.1016/j.cis.2020.102118.

87



CORREA, D. H. A.; RAMOS, C. H. I. The use of circular dichroism spectroscopy to study
protein folding, form and function. African Journal of Biochemistry Research, v. 3, n° 5, p.
164-173, 2009.

COSTIN, I. S.; BARNES, G. T. Two-component monolayers. 11. Surface pressure-area
relations for the octadecanol-docosyl sulphate system. Journal of Colloid And Interface
Science, v. 51, n° 1, p. 106-121, 1975. ISSN: 00219797, DOI: 10.1016/0021-9797(75)90088-
0.

DATHE, M. Structural features of helical antimicrobial peptides : their potential to
modulate activity on model membranes and biological cells. Biochimica et Biophysica
Acta - Biomembranes, v. 1462, p. 71-87, 1999.

DAVIES, J. T.; RIDEAL, E. K. Interfacial phenomena. Academic Press, 1961. ISBN:
978-0-12-206056-4

DEMEL, R. A. et al. Relation between various phospholipase actions on human red cell
membranes and the interfacial phospholipid pressure in monolayers. Biochimica et
Biophysica Acta - Biomembranes, v. 406, n° 1, p. 97-107, 1975. ISSN: 00052736, DOI:
10.1016/0005-2736(75)90045-0.

DENNISON, S. R. et al. A study on the interactions of Aurein 2.5 with bacterial
membranes. Colloids and Surfaces B: Biointerfaces, v. 68, n° 2, p. 225-230, 2009. ISSN:
09277765, DOI: 10.1016/j.colsurfb.2008.10.007.

DOMINGUES, M. M. et al. What can light scattering spectroscopy do for membrane-
active peptide studies? Journal of peptide science: an official publication of the European
Peptide Society, v. 14, n° 4, p. 394-400, 2008. ISSN: 1075-2617.

DYNAROWICZ-LATKA, P.; KITA, K. Molecular interaction in mixed monolayers at the
air/water interface. Advances in Colloid and Interface Science, v. 79, n° 1, p. 1-17, 1999.
ISSN: 00018686, DOI: 10.1016/S0001-8686(98)00064-5.

EEMAN, M.; DELEU, M. From biological membranes to biomimetic model membranes.
Biotechnologie, Agronomie, Société et Environnement, v. 18, n° 4, p. 719-736, 2009. ISSN:
1370-6233.

EISENBERG, D. et al. Analysis of membrane and surface protein sequences with the
hydrophobic moment plot. Journal of Molecular Biology, v. 179, n° 1, p. 125-142, 1984.
ISSN: 00222836, DOI: 10.1016/0022-2836(84)90309-7.

EPAND, R. F. et al. Lipid segregation explains selective toxicity of a series of fragments
derived from the human cathelicidin LL-37. Antimicrobial Agents and Chemotherapy, v.
53,n°9, p. 3705-3714, 2009. ISSN: 00664804, DOI: 10.1128/AAC.00321-09.

EPAND, R. F.; SAVAGE, P. B.; EPAND, R. M. Bacterial lipid composition and the
antimicrobial efficacy of cationic steroid compounds (Ceragenins). Biochimica et
Biophysica Acta - Biomembranes, v. 1768, n° 10, p. 2500-2509, 2007. ISSN: 00052736, DOI:
10.1016/j.bbamem.2007.05.023.

88



EPAND, R. M.; EPAND, R. F. Domains in bacterial membranes and the action of
antimicrobial agents. Molecular BioSystems, v. 5, n° 6, p. 580-587, 2009. ISSN: 1742206X,
DOI: 10.1039/b900278m.

EPAND, R.; VOGEL, H. Diversity of antimicrobial peptides and their mechanisms of
action. Biochimica et Biophysica Acta, v. 1462, 1999.

FASMAN, G. D. Circular Dichroism and the Conformational Analysis of Biomolecules.
In: FASMAN, G. D. (Org.). New York: Springer US, 1996. 738 p. ISBN: 9781441932495,
DOI: 10.1007/978-1-4757-2508-7.

FINGER, S. et al. The efficacy of trivalent cyclic hexapeptides to induce lipid clustering
in PG/PE membranes correlates with their antimicrobial activity. Biochimica et
Biophysica Acta - Biomembranes, v. 1848, n° 11, p. 2998-3006, 2015. ISSN: 18792642, DOI:
10.1016/j.bbamem.2015.09.012.

FJELL, C. D. et al. Designing antimicrobial peptides: Form follows function. Nature
Reviews Drug Discovery, v. 11, n° 1, p. 37-51, 2012. ISSN: 14741784, DOI.
10.1038/nrd3591.

FOSNARIC, M.; IGLIC, A.; MAY, S. Influence of rigid inclusions on the bending
elasticity of a lipid membrane. Physical Review E - Statistical, Nonlinear, and Soft Matter
Physics, v. 74, n° 5, p. 1-12, 2006. ISSN: 15393755, DOI: 10.1103/PhysReVE.74.051503.

FREIRE, J. M. et al. Using zeta-potential measurements to quantify peptide partition to
lipid membranes. European Biophysics Journal, v. 40, n° 4, p. 481-487, 2011. ISSN:
01757571, DOI: 10.1007/s00249-010-0661-4.

GAINES, G. L. Insoluble monolayers at liquid-gas interfaces. Interscience
Publishers,1966.

GEVOD, V. S.; BIRDI, K. S. Melittin and the 8-26 fragment. Differences in ionophoric
properties as measured by monolayer method. Biophysical Journal, v. 45, n° 6, p. 1079—
1083, 1984. ISSN: 00063495, DOI: 10.1016/S0006-3495(84)84255-1.

GREENFIELD, N. J. Using circular dichroism spectra to estimate protein secondary
structure. ProQuest Dissertations and Theses, v. 1, n° 6, p. 2876-2890, 2009. ISBN:
9781267658555, ISSN: 0419-4217, DOI: 10.1038/nprot.2006.202

HAMILL, P. et al. Novel anti-infectives: is host defence the answer? Current Opinion in
Biotechnology, v. 19, n° 6, p. 628-636, 2008. ISSN: 09581669, DOI:
10.1016/j.copbio.2008.10.006.

HANCOCK, R. E. W.; FALLA, T.; BROWN, M. Cationic Bactericidal Peptides. Advances
in Microbial Physiology. v. 37, C, p. 135-175, 1995. ISBN: 0120277379.

HANEY, E. F. et al. Induction of non-lamellar lipid phases by antimicrobial peptides: a

potential link to mode of action. Chemistry and Physics of Lipids, v. 163, n°® 1, p. 82-93,
2010. ISSN: 00093084, DOI: 10.1016/j.chemphyslip.2009.09.002.

89



HINZ, A.; GALLA, H. J. Viral membrane penetration: Lytic activity of a nodaviral
fusion peptide. European Biophysics Journal, v. 34, n° 4, p. 285-293, 2005. ISSN:
01757571, DOI: 10.1007/s00249-004-0450-z.

HUANG, H. W.; CHEN, F. Y.; LEE, M. T. Molecular mechanism of peptide-induced
pores in membranes. Physical Review Letters, v. 92, n° 19, p. 1-4, 2004. ISSN: 00319007,
DOI: 10.1103/PhysRevL ett.92.198304.

ISRAELACHVILI, J. N. Intermolecular and surface forces.Academic press, 2015. ISBN:
0080923631. aa

LAKOWICZ, J. R. Principles of fluorescence spectroscopy. Springer Science & Business
Media, 2013. ISBN: 1475730616.

LAU, S. Y. M.; TANEJA, A. K.; HODGES, R. S. Synthesis of a model protein of defined
secondary and quaternary structure. Effect of chain length on the stabilization and
formation of two-stranded helical coiled-coils. Journal of Biological Chemistry, v. 259, n°
21, p. 13253-13261, 1984. ISSN: 00219258.

LEE, K. Y. C. Collapse Mechanisms of Langmuir Monolayers. Annual Review of Physical
Chemistry, 2008. DOI: 10.1146/annurev.physchem.58.032806.104619.

LI, H.; ZHAO, T.; SUN, Z. Analytical techniques and methods for study of drug-lipid
membrane interactions. Reviews in Analytical Chemistry, v. 37, n° 1, p. 1-23, 2018. ISSN:
07930135, DOI: 10.1515/revac-2017-0012.

LOHNER, K. et al. Differential scanning microcalorimetry indicates that human
defensin, HNP-2, interacts specifically with biomembrane mimetic systems. Biochemistry,
v. 36, n° 6, p. 1525-1531, 1997. ISSN: 00062960, DOI: 10.1021/bi961300p.

LUO, P.; BALDWIN, R. L. Mechanism of helix induction by trifluoroethanol: A
framework for extrapolating the helix-forming properties of peptides from
trifluoroethanol/water mixtures back to water. Biochemistry, v. 36, n° 27, p. 8413-8421,
1997. ISSN: 00062960, DOI: 10.1021/bi9707133.

LUONG, H. X. et al. Antimicrobial activity and stability of stapled helices of polybia-
MP1. Archives of Pharmacal Research, v. 40, n°® 12, p. 1414-1419, 2017. ISSN: 19763786,
DOI: 10.1007/s12272-017-0963-5.

MAGET-DANA, REGINE, LELIEVRE, DOMINIQUE, B. A. Surface Active Properties of
Amphiphilic Sequential Isopeptides : Comparison Between alpha-Helical and beta-Sheet
Conformations Equilibrium Spreading Pressure of. Biopolymers, v. 49, p. 415-423, 1999.

MAGET-DANA, R. The monolayer technique: a potent tool for studying the interfacial
properties of antimicrobial and membrane-lytic peptides and their interactions with
lipid membranes. Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - Biomembranes, v. 1462, n° 1, p.
109-140, 1999. ISSN: 0005-2736, DOI: https://doi.org/10.1016/S0005-2736(99)00203-5.

MARSH, D. Lateral pressure in membranes. Biochimica et Biophysica Acta (BBA)-
Reviews on Biomembranes, v. 1286, n° 3, p. 183-223, 1996. ISSN: 0304-4157.

90



MARSH, D. Handbook of lipid bilayers. CRC press, 2013. ISBN: 1420088335.

MATSUMOTO, K. et al. Lipid domains in bacterial membranes. Molecular Microbiology,
v.61,n°5, p. 1110-1117, 2006. ISSN: 0950382X, DOI: 10.1111/j.1365-2958.2006.05317.X.

MATSUZAKI, K. et al. Orientational and Aggregational States of Magainin 2 in
Phospholipid Bilayers. Biochemistry, v. 33, n° 11, p. 3342-3349, 1994. ISSN: 15204995,
DOI: 10.1021/bi00177a027.

MATSUZAKI, K. et al. Transbilayer transport of ions and lipids coupled with
mastoparan X translocation. Biochemistry, v. 35, n° 25, p. 8450-8456, 1996. ISSN:
00062960, DOI: 10.1021/bi960342a.

MCELHANEY, R. N. The use of differential scanning calorimetry and differential
thermal analysis in studies of model and biological membranes. Chemistry and Physics of
Lipids, v. 30, p. 229-259, 1982.

MOHWALD, H. Phospholipid And Phospholipid-Protein Monolayers At The Air/Water
Interface. Annual Review of Physical Chemistry, v. 41, n° 1, p. 441-476, 1990. ISSN:
0066426X, DOI: 10.1146/annurev.physchem.41.1.441.

MOL, A. R.; CASTRO, M. S.; FONTES, W. NetWheels: A web application to create high
quality peptide helical wheel and net projections. bioRxiv, p. 416347, 2018. DOI:
10.1101/416347.

MOURITSEN, O. G.; BAGATOLLLI, L. A. Life-as a matter of fat: lipids in a membrane
biophysics perspective. Springer, 2015. ISBN: 3319226142.

NGUYEN, L. T.; HANEY, E. F.; VOGEL, H. J. The expanding scope of antimicrobial
peptide structures and their modes of action. Trends in Biotechnology, v. 29, n° 9, p. 464—
472,2011. ISSN: 01677799, DOI: 10.1016/j.tibtech.2011.05.001.

NYMEYER, H.; ZHOU, H. X. A method to determine dielectric constants in
nonhomogeneous systems: Application to biological membranes. Biophysical Journal, v.
94, n° 4, p. 1185-1193, 2008. ISSN: 15420086, DOI: 10.1529/biophysj.107.117770.

PALLAS, N. R.; HARRISON, Y. An Automated Drop Shape Apparatus and the Surface
Tension of Pure Water. Colloids and Surfaces, v. 43, n° 2, p. 169-194, 1990. DOI:
10.1016/0166-6622(90)80287-E.

PARENTE, R. A.; NIR, S.; SZOKA, F. C. Mechanism of Leakage of Phospholipid Vesicle
Contents Induced by the Peptide GALA. Biochemistry, v. 29, n° 37, p. 8720-8728, 1990.
ISSN: 15204995, DOI: 10.1021/bi00489a031.

PHILLIPS, M. C.; GRAHAM, D. E.; HAUSER, H. Lateral compressibility and

penetration into phospholipid monolayers and bilayer membranes. Nature, v. 254, n°
5496, p. 154, 1975. ISSN: 1476-4687.

91



POKORNY, A.; BIRKBECK, T. H.; ALMEIDA, P. F. F. Mechanism and kinetics of &-
lysin interaction with phospholipid vesicles. Biochemistry, v. 41, n° 36, p. 11044-11056,
2002. ISSN: 00062960, DOI: 10.1021/bi020244r.

RATHINAKUMAR, R.; WALKENHORST, W. F.; WIMLEY, W. C. Broad-spectrum
antimicrobial peptides by rational combinatorial design and high-throughput screening:
the importance of interfacial activity. Journal of the American Chemical Society, v. 131, n°
22, p. 7609-7617, 2009. ISSN: 0002-7863.

RATHINAKUMAR, R.; WIMLEY, W. C. Biomolecular engineering by combinatorial
design and high-throughput screening: small, soluble peptides that permeabilize
membranes. Journal of the American Chemical Society, v. 130, n° 30, p. 9849-9858, 2008.
ISSN: 0002-7863.

REBAUD, S.; MANITI, O.; GIRARD-EGROT, A. P. Tethered bilayer lipid membranes
(tBLMs): Interest and applications for biological membrane investigations. Biochimie, v.
107, n° Part A, p. 135-142, 2014. ISSN: 61831638, DOI: 10.1016/j.biochi.2014.06.021.

RUIZ, M. J. G.; VILCHEZ, M. A. C. A study of the miscibility of bile components in
mixed monolayers at the air-liquid interface 1. Cholesterol, lecithin, and lithocholic acid.
Colloid and polymer science, v. 269, n° 1, p. 77-84, 1991. ISSN: 0303-402X.

SAAD, S. M. I. et al. Mixed DPPC / DPPG Monolayers at Very High Film Compression.
Langmuir, v. 25, n° 20, p. 10907-10912, 2009. DOI: 10.1021/1a901250z.

SANTOS, N. C.; PRIETO, M.; CASTANHO, M. A. R. B. Quantifying molecular partition
into model systems of biomembranes: An emphasis on optical spectroscopic methods.
Biochimica et Biophysica Acta - Biomembranes, v. 1612, n° 2, p. 123-135, 2003. ISSN:
00052736, DOI: 10.1016/S0005-2736(03)00112-3.

SCHEINPFLUG, K. et al. Antimicrobial peptide cWFW Kills by combining lipid phase
separation with autolysis. Nature Publishing Group, n°® November 2016, p. 1-15, 2017.
DOI: 10.1038/srep44332.

SENGUPTA, D. et al. Toroidal pores formed by antimicrobial peptides show significant
disorder. Biochimica et Biophysica Acta - Biomembranes, v. 1778, n° 10, p. 2308-2317,
2008. ISSN: 00052736, DOI: 10.1016/j.bbamem.2008.06.007.

SREERAMA, N.; WOODY, R. W. Computation and Analysis of Protein Circular
Dichroism Spectra. Methods in Enzymology, v. 383, n° 1, p. 318-351, 2004. ISSN:
00766879, DOI: 10.1016/S0076-6879(04)83013-1.

STAUFFER, F. et al. Interaction between dengue virus fusion peptide and lipid bilayers
depends on peptide clustering. Molecular membrane biology, v. 25, n° 2, p. 128-138, 2008.
ISSN: 0968-7688.

STEFANIU, C.; BREZESINSKI, G.; MOHWALD, H. Langmuir monolayers as models to

study processes at membrane surfaces. Advances in Colloid and Interface Science, v. 208,
p. 197-213, 2014. ISSN: 00018686, DOI: 10.1016/j.cis.2014.02.013.

92



SZOKA, F. J.; PAPAHADJOPOULOS, D. Comparative properties and methods of
preparation of lipid vesicles (liposomes). Annual Review of Biophysics and Bioengineering,
p. 467-508, 1980.

VANOUNOU, S.; PAROLA, A. H.; FISHOV, I. Phosphatidylethanolamine and
phosphatidylglycerol are segregated into different domains in bacterial membrane. A
study with pyrene-labelled phospholipids. Molecular Microbiology, v. 49, n° 4, p. 1067—
1079, 2003. ISSN: 0950382X, DOI: 10.1046/].1365-2958.2003.03614.x.

VOLLHARDT, D.; FAINERMAN, V. B. Progress in characterization of Langmuir
monolayers by consideration of compressibility. Advances in Colloid and Interface
Science, v. 127, n° 2, p. 83-97, 2006. ISSN: 00018686.

VOLLHARDT, D.; FAINERMAN, V. B. Characterisation of phase transition in adsorbed
monolayers at the air/water interface. Advances in Colloid and Interface Science, v. 154, n°
1-2, p. 1-19, 2010. ISSN: 00018686, DOI: 10.1016/j.cis.2010.01.003.

WADE, D. et al. All-D amino acid-containing channel-forming antibiotic peptides.
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America, v. 87, n°
June, p. 4761-4765, 1990.

WELTI, R.; GLASER, M. Lipid domains in model and biological membranes. Chemistry
and Physics of Lipids, v. 73, n® 1-2, p. 121-137, 1994. ISSN: 00093084, DOI: 10.1016/0009-
3084(94)90178-3.

WIMLEY, W. C.; CREAMER, T. P.; WHITE, S. H. Solvation energies of amino acid side
chains and backbone in a family of host - Guest pentapeptides. Biochemistry, v. 35, n° 16,
p. 5109-5124, 1996. ISSN: 00062960, DOI: 10.1021/bi9600153.

ZANIN, L. M. P. et al. Interaction of a synthetic antimicrobial peptide with model
membrane by fluorescence spectroscopy. European Biophysics Journal, v. 42, n® 11-12, p.
819-831, 2013. ISSN: 01757571, DOI: 10.1007/s00249-013-0930-0.

ZANIN, L. P. M. et al. Effects of N-terminus modifications on the conformation and
permeation activities of the synthetic peptide L1A. Amino Acids, v. 48, n° 6, p. 1433-1444,
2016. ISSN: 14382199, DOI: 10.1007/s00726-016-2196-1.

ZASLOFF, M. Antimicrobial peptides of multicellular organisms. Nature, v. 415, n°
January, p. 389-395, 2002.

93





