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1. RESUMO

Neste trabalho foram realizados estudos de caracterizagao estrutural ¢ funcional de
alguns peptideos da classe dos mastoparanos de vespas, que apresentam diferentes padrdes de
anfipaticidade, em fun¢do das diferentes seqiiéncias de aminoacidos que cada um possui. Os
peptideos estudados foram: Protonectarina-MP (INWKALLDAAKKVL-NH;); Parapolybia-
MP (INWKKMAATALKMI-NH,); Apoica-MP (INWLKIAKKVAGML-NH;); Asn2-
Polybia-MP I (INWKKLLDAAKQIL-NH,) e MK-578 (INWLKAKKVAGMIL-NH,).

Os peptideos foram manualmente sintetizados, utilizando-se estratégia Fmoc, e
purificados através de técnicas de cromatografia liquida de alta performance. Apds a obtengao
do material sintético, foram realizadas andlises de espectrometria de massas ESI-MS, para
monitoragdo do controle de qualidade. A estrutura secundaria foi investigada com o uso de
espectroscopia de dicroismo circular. Além disso, foram realizadas as modelagens
moleculares e dindmica dos peptideos para analise de suas trajetdrias.

Foram feitos ensaios para investigar a intera¢do desses peptideos com membranas
fosfolipidicas sintéticas (lipossomos), sendo esta interacdo, monitorada por medidas de
dicroismo circular e de troca isotopica H/D combinada com espectrometria de massas. Além
disto, foram realizados ensaios de atividades biologicas de cada um dos peptideos, onde foram
testadas as atividades de degranulagdo de mastdcitos, hemolise e antibiose.

Os dados de Dicroismo Circular revelaram que todos os peptideos possuem a
tendéncia de se estruturar em hélice-a quando em ambientes hidrofobicos, ou em contato com
membranas. Além disso, a presenga de fosfolipidios acidos nas membranas aumenta a

interacao eletrostatica destas com peptideos positivamente carregados.




Os estudos de dindmica molecular em meio aquoso mostraram alta flexibilidade
estrutural dos peptideos e uma variedade de estados conformacionais, em que predominam
conformacdes randomicas, sem, contudo deixar de apresentar alguma por¢ao helicoidal. Além
disso, foi mostrado que esses peptideos possuem carater anfifilico quando estruturados em
hélice.

Os estudos de troca H/D combinada com espectrometria de massas revelaram que
estes peptideos interagem paralelamente & membrana composta de fosfatidilcolina, inserindo
o lado C-terminal e mantendo a regido N-terminal tangencial e paralela 8 mesma.

Outro fato importante ¢ que esses peptideos apresentaram atividade degranuladora
de mastdcitos. Devido a presenca de baixa atividade hemolitica, acredita-se que a atividade
degranuladora de mastocitos encontrada nesses peptideos, seja decorrente da interagdo com
receptores acoplados as proteinas-G da membrana dos mastocitos e nao por lise celular.

De uma maneira geral, os resultados das atividades bioldgicas mostraram que os
mastoparanos Asn2-Polybia-MP I, Parapolybia-MP e Protonectarina-MP possuem uma
atividade hemolitica baixa e, atividade antibiotica elevada. Talvez esses peptideos estejam
interagindo de forma seletiva com as membranas bacterianas, constituindo assim, modelos

promissores para o desenvolvimento de novos antibidticos.




2. ABSTRACT

The aim of the present investigation was to study the structure/activity relationship
of a series of mastoparan-like peptides presenting different patterns of amphipathicit given by
their distinct amino acid sequences. The peptides studied were: Protonectarina-MP
(INWKALLDAAKKVL-NH,); Parapolybia-MP (INWKKMAATALKMI-NH,); Apoica-MP
(INWLKIAKKVAGML-NH;); Asn2-Polybia-MP 1 (INWKKLLDAAKQIL-NH;) and
MK-578 (INWLKAKKVAGMIL-NH,).

The peptides were manually synthesized by using Fmoc strategy and purified
under HPLC. The synthetic material homogeneity was analyzed by ESI mass spectrometry
and Edman Degradation Chemistry. The secondary structure was investigated through circular
dichroism (CD) spectroscopy. In addiction, the secondary structures were modeled and their
structural trajectories observed through Molecular Dynamics.

The interaction of peptides with membranes was investigated through the
combination of synthetic vesicles with H/D exchange and ESI-mass spectrometry. Some
biological activities, like: mast cell degranulation, hemolysis and antibiosis were investigated
for all the peptides.

The CD spectra revealed that the peptides in presence of hydrophobic environment
or in presence of biological membranes have the tendency to form helix conformations.
Highly organized structures were not observed in aqueous or buffer solutions, however, the
peptides always presented some tendency to form helices. The mastoparans interacts strongly
and preferentially with the charged PG headgroups. The positive charges of these peptides
enable selective binding to bacterial membranes through electrostatic interactions.

The molecular dynamic studies of the peptides in water solvent revealed that all
the peptides have high structural flexibility and many conformational states. Probably, these

molecules assume different conformational states depending on the environment. In addition,




it has been shown that the helical conformation gives the amphipathic feature to these
peptides.

The insertion and orientation of the mastoparan in the bilayer environment was
investigated by H/D exchange, combined with mass spectrometry analysis. The orientation
observed for the mastoparans helices was in-plane (parallel) with their C-terminal side
inserted in the lipid layer.

The mast cell degranulation activity of these mastoparans, associated to their no
hemolytic action, suggests that the degranulation activity was probably induced by G-protein
receptor activation. In addition to this, the peptides Asn2-Polybia-MP I, Parapolybia-MP and
Protonectarina-MP presented relatively potent antibiotic activity against Gram-positive and
Gram-negative bacteria.

In summary, the biological activity results of the mastoparans Asn2-Polybia-MP I,
Parapolybia-MP and Protonectarina-MP have shown poor hemolysis and potent antibacterial
activities. Thus, the interaction of the mastoparans with the bacterial membrane seems to be
relatively selective, making these peptides very attractive models for the development of

novel antimicrobial agents for therapeutic applications.




3. INTRODUCAO

Os venenos de vespas sociais sdo ricos em peptideos biologicamente ativos,
responsaveis por dores prolongadas, edema, eritema, reagdes alérgicas e sist€émicas (Lorenzi,
2002). Normalmente, estes venenos contém varios tipos de aminas biogé€nicas, peptideos e
proteinas (Nakajima et al., 1986).

Em geral, esses venenos possuem uma série de peptideos policatidnicos que
apresentam algumas atividades como: citdlise, hemolise, degranulacdo de mastocitos,
quimiotaxia de leucocitos e antibiose (Nakajima, 1986). Pesquisas realizadas por Konno et al.
(2000) demonstraram a existéncia de peptideos degranuladores de mastocitos nos venenos de
vespas solitarias, também apresentando atividade antibidtica.

Okumura et al. (1981) mostraram que os mastoparanos interagem com membranas
lipidicas naturais e artificiais. Essas perturbagdes nas membranas podem causar um aumento
na permeabilidade dos canais i0nicos, sendo esta, a causa primaria do efeito de liberagdo de
mediadores da ativagdo celular (Nakajima, 1986). A liberacdo de histamina induzida por
mastoparanos parece ser mediada por interacdes destes peptideos com proteinas G
(Habermann, 1972; Ross & Higashijima, 1994).

Segundo Matsuzaki et al. (1996), as atividades biologicas apresentadas pelos
mastoparanos podem ainda estar altamente relacionadas com a interagdo dos peptideos com
membranas bioldgicas assumindo uma conformagdo em hélice-a anfipatica (Schwarz &
Blochmann,1993), a qual pode causar perturbagdes nas membranas, levando a um aumento na
permeabilidade, em alguns casos pela formacao de poros (Danilenko et al., 1993; Mellor &
Sansom, 1990).

A necessidade de se compreender o mecanismo de a¢do de peptideos, como os

mastoparanos, abriu um vasto campo para pesquisas sobre as estruturas secundarias e fungoes




desses compostos, tanto em meio soluvel, como associados as membranas-modelo,
objetivando a producao de novas drogas (Ibrahim et al., 2000).

Muitos autores afirmam que a estrutura interfere fortemente na intensidade e/ou
tipo de atividade bioldgica dos peptideos biologicamente ativos. Sendo assim, uma das areas
de pesquisa de maior avanco na era pos-gendmica ¢ a determinagdo estrutural e funcional de
biomoléculas. Suas estruturas devem ser determinadas, ndo somente para explicar suas
atividades biologicas, mas também para desenvolver novas drogas e outros usos aplicados
(Kyogoku et al., 2003). A modelagem de peptideos que possuem regides transmembranares
deve contribuir para o conhecimento dos tipos de interacdes importantes para a compreensao
do modo de a¢do de proteinas de membrana com as caracteristicas descritas acima.

Neste trabalho foi proposto um estudo de caracterizag@o estrutural e funcional de
alguns representantes da classe dos mastoparanos, identificados principalmente em espécies
da biodiversidade brasileira, que apresentam diferentes padrdes de anfipaticidade, em fungao
das diferentes distribui¢des de cargas apresentadas pelas mesmas.

Para isso, os peptideos foram manualmente sintetizados utilizando-se estratégia
Fmoc e purificados através de técnicas de cromatografia liquida de alta performance. Apds a
obtencdo do material sintético, foram realizadas analises de espectrometria de massas ESI-
MS, para monitoramento do controle de qualidade. As respectivas estruturas secundarias
foram investigadas através do uso de espectroscopia de dicroismo circular. A estrutura
molecular e dindmica molecular dos peptideos foram investigadas através do uso de
programas aplicativos especificos para andlise de suas trajetorias.

Além disso, foram realizados ensaios de atividades bioldgicas de cada um dos
peptideos, onde foram testadas as atividades degranuladora de mastécitos, hemolitica e
antibiotica. Foi investigada também a interacdo desses peptideos com membranas
fosfolipidicas sintéticas (lipossomos), sendo a interacdo monitorada por medidas de dicroismo

circular e de troca isotopica H/D dos complexos proteolipossomos. Todo esse conjunto de




técnicas e resultados obtidos foi utilizado numa tentativa de um entendimento do modo de
acdo desses peptideos com relacdo a estrutura molecular dos mesmos, correspondente ao

principal objetivo deste estudo.




4. REVISAO DA LITERATURA

4.1. Farmacologia e composicao geral do veneno de Hymenoptera

A extraordinaria dominancia dos insetos e outros artropodes nos continentes pode
ser atribuida, pelo menos em parte, a imensa diversidade de mecanismos quimicos de defesa
(Whitman et al., 1990). Além das secrecdes glandulares de defesa, alguns artropodes
desenvolveram armas quimicas defensivo-ofensivas sofisticadas. Neste aspecto, o
aparecimento dos venenos e do aparelho de ferroar entre os insetos representa atributos
evolucionarios que contribuiram para a adaptagdo desses animais em diferentes ambientes
terrestres (Whitman et al., 1990). Além disso, diferentes ordens de insetos desenvolveram
suas armas biologicas, particularmente os Hymenoptera (abelhas, vespas e formigas), que
desenvolveram em seu veneno e aparelho de ferroar de acordo com sua biologia e
comportamento (Palma, 2006).

A ordem Hymenoptera ¢ composta por aproximadamente 100.000 espécies de
abelhas, vespas e formigas. Muitos membros pertencentes a esta ordem desenvolveram
glandulas especializadas na producdo de veneno e um aparelho de ferroar, os quais podem ser
usados tanto na caga de presas quanto em sua propria defesa (Steen et al., 2005).

Os insetos da ordem Hymenoptera podem ser classificados em dois grupos, de
acordo com sua histéria evolutiva: social e solitario. A maioria dos Hymenoptera solitarios
desenvolveu um veneno especializado, principalmente para causar paralisia das presas,
permitindo assim, o desenvolvimento de suas larvas em suas proprias presas. Dentre outras
atividades, alguns componentes desses venenos ainda podem causar paralisia parcial ou
permanente nas presas, enquanto outros podem agir na prevencdo de contaminacdes do

alimento ou de infec¢do da progénie futura.




Por outro lado, o veneno dos Hymenoptera sociais possui componentes que estao
relacionados principalmente ao comportamento de defesa desses animais, ou seja, na protecao
de suas colonias contra o ataque de predadores. O principal efeito desses venenos sdo as
reacdes inflamatorias e/ou imunologicas em suas vitimas. Entretanto, algumas vezes também
¢ possivel observar a ocorréncia de efeitos sistémicos, como por exemplo, deficiéncia
respiratoria podendo chegar até a morte (Castro, 2001).

Os acidentes com estes insetos podem produzir uma série de reacdes, variando
desde uma vermelhidao local, at¢ uma reacdo sist€émica e anafilaxia. Existe uma estimativa
que de 0,8 a 5% da populagdo mundial sofrem de reagdes sist€émicas generalizadas apos
sofrerem ferroadas de insetos pertencentes a ordem Hymenoptera. Além disso, de 20 a 50
pessoas morrem todos os anos nos Estados Unidos vitimas de reacdes sistémicas apods
ferroadas de abelhas, vespas e formigas (Hoffman et al., 1983).

Durante os ultimos anos, técnicas de caracterizagdo e analise bioquimicas vém
proporcionando inimeras informagdes a respeito dos agentes bioativos naturais. Em
conseqiliéncia a aplicacdo desses métodos na bioquimica de insetos, muitos tipos de
feromonios, hormoénios, substiancias de defesa e principios ativos de venenos tém sido
caracterizados (Nakajima, 1986).

As principais conseqiiéncias de ferroadas de Hymenoptera, se resumem a dores
prolongadas, edema, eritema, € em casos mais extremos, reagdes alérgicas e sistémicas. As
reagdes sistémicas de maior importdncia médica sdo aquelas que afetam os sistemas
respiratdrio e/ou circulatério. Em geral, sdo caracterizadas como reagdes cutineas, vasculares
ou respiratdrias (Schmidt, 1986). As reagdes cutaneas que afetam somente a pele aparecem
como urticaria, angioedema, coceira, inchaco ou eritema. As reagdes vasculares envolvem o
sistema circulatério, muitas vezes com queda de pressdo sangiiinea e aumento da
permeabilidade vascular. Essas reagdes podem levar a inconsciéncia e desmaios. Ja as reagoes

respiratorias, consistem em inchagos ou aumento de fluidos no sistema respiratdrio. Sao




caracterizadas por dificuldade de respirar, espirros, contragdo da garganta ou pulmao,
displasia e asma. Em pacientes hipersensiveis, podem ocorrer ainda, desordens
gastrointestinais, colicas, diarréia, ndusea, vomito, incontinéncia, dor de cabeca, calafrio e

febre (Schmidt, 1986).

4.2. Bioquimica e farmacologia do veneno de vespas

As pesquisas realizadas até o momento sobre a estrutura, atividade biologica e
mecanismos de ac¢do do veneno bruto e/ou toxinas isoladas do veneno de Hymenoptera,
evidenciam a presenca de efeitos importantes sob o ponto de vista médico, farmacoldgico e
imunolodgico, desencadeados pelas toxinas de tais venenos (Oliveira, 2000).

Os venenos das Vespas sdo extremamente ricos, sendo constituidos por diferentes
tipos de componentes com diversas atividades biologicas. Esses venenos vém despertando
grande interesse nos pesquisadores, principalmente nas areas médica e farmacologica.

Em geral, causam dores prolongadas, edema e eritema locais, conseqiientes de um
aumento na permeabilidade dos vasos sangiiineos da pele. A dor pode continuar por varias
horas e a ardéncia por alguns dias. Além desta acdo direta da ferroada da vespa, em muitos
casos podem ser observadas reagdes alérgicas, e até mesmo anafildticas, que muitas vezes,
chegam a ser letais (Oliveira, 2000). Geralmente as reacdes anafildticas severas acontecem
quando as toxinas estimulam diretamente os mastocitos (Lorenzi, 2002).

O veneno também tem agdo cinética em musculo liso isolado e reduz a pressao
sangiiinea quando injetado intravenosamente (Nakajima, 1986). Pode causar liberacdo de
histamina a partir da degranulagdo de mastocitos, de leucécitos basodfilos e catecolaminas de
células adrenais. Também podem causar citolise, hemdlise e quimiotaxia de macréfagos e

leucocitos polimorfonucleares (Habermann, 1972; Edery et al., 1978).
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A grande maioria das mortes causadas por ferroadas de vespas esta diretamente
relacionada ao desencadeamento de reagdes imunoldgicas, porém algumas se devem a
toxicidade direta do veneno (Lorenzi, 2002). Os sintomas mais comuns sao inchago, edema,
dor, urticaria, ulceracdo, vasodilatagdo, aumento da permeabilidade dos vasos, tonturas,
taquicardia e morte (Park, 2002).

Normalmente, estes venenos contém varios tipos de aminas biogénicas, peptideos
e proteinas, incluindo algumas hidrolases (por exemplo, fosfolipases, proteases,
hialuronidases, fosfatases e nucleotidases) (Nakajima et al., 1986). Além disso, o tamanho das
moléculas e a presenca de determinadas proteinas aumentam as propriedades antigénicas do
veneno, sendo, desta forma, um potente ativador do sistema imune (Vetter & Visscher, 1998).

Os componentes de elevada massa molecular mais comumente encontrados
incluem proteinas como fosfolipase A; e fosfolipase A,, encontradas nos venenos de Vespa
basalis, Polybia paulista, Agelaia pallipes pallipes e outras. Ja foram isolados também,
proteinas alérgenas que ndo apresentaram atividade enzimadticas do veneno de vespas, como ¢
o caso do “Antigeno 5”. Trata-se de uma proteina com peso molecular de 25 KDa, que nao
exibe qualquer atividade enzimatica ja testada para os venenos de vespas (King et al., 1978).
Esta proteina foi descrita como sendo o componente com maior atividade alergénica dos
venenos de vespas, sendo mais potente que as enzimas hialuronidase, fosfolipase (PLA) e
fosfatase acida.

Oliveira & Palma (1998) isolaram um grupo de toxinas do veneno de Polybia
paulista, designadas por Polibiatoxinas (PbTx) com atividades de PLA; e hemolitica. Costa &
Palma (2000), isolaram uma toxina chamada de Agelotoxina, a partir do veneno da vespa
Agelaia pallipes pallipes, que apresentou atividade hemolitica cerca de 200 vezes mais
potente que a PbTx de P. paulista, 740 vezes mais que a PLA; de A. mellifera, 570 vezes mais
que a PLA, de Naja nigricolis e 1250 vezes mais potente que a cardiotoxina de Naja naja

atra.

11




Freqiientemente, sdo encontradas aminas ativas como a serotonina, histamina,
tiramina e catecolamina. Essas aminas sdo os componentes responsaveis pela producio de
dor, e suas concentracdes sdo altamente variaveis de acordo com a espécie. Também foram
isoladas, isoladas do veneno de Hymenoptera, algumas poliaminas, incluindo putrescina,
spermidina e spermina.

Em geral, os componentes peptidicos do veneno de Hymenoptera encontram-se
dentro de um intervalo de massa molecular que varia de 1400 a 1700 Da, sendo que juntos
chegam a constituir cerca de 60% do peso seco do veneno bruto, como no caso das abelhas
(Dotimas et al., 1987). A maioria destas toxinas sdo peptideos anfipaticos de cadeia linear
policationica, com uma alta quantidade de hélice alfa compondo sua estrutura secundaria.
Esses peptideos, geralmente causam lise celular, e em alguns casos, chegam a promover a
liberagdo de ativadores/mediadores através da interacdo com receptores de proteinas-G. Além
disso, alguns destes peptideos podem ter caracteristicas imunogénicas. Além desses peptideos,
os venenos dos Hymenoptera podem conter também algumas neurotoxinas que interagem
com canais de Na” e/ou Ca™, ou receptores nicotinicos de acetilcolina.

Os componentes peptidicos desses venenos estdo classificados em trés grupos
principais: (1) Cininas, analogas a bradicinina, responsaveis por dores, contragdo da
musculatura lisa e redu¢do da pressdo sangiiinea (Pisano, 1968); (2) Mastoparanos,
tetradecapeptideos hidrofobicos, que sdo degranuladores de mastdcitos (Hirai et al., 1978); e
(3) Peptideos quimiotacticos, tridecapeptideos hidrofébicos, com atividade quimiotactica

(Toki et al., 1988).

4.2.1. Cininas

Jaques & Schachter (1954), identificaram um peptideo no veneno de Paravespula

vulgaris, que devido a sua similaridade com as propriedades farmacoldgicas da bradicinina de
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mamiferos, recebeu o nome de cinina de vespa. Trata-se de um dos componentes
responsaveis pelas dores apds ferroadas de vespas (Jaques & Schachter, 1954). Em 1968, foi
descrita a primeira estrutura de uma cinina de vespa. Trata-se da Polistescinina 3, um
octadecapeptideo isolado de uma mistura do aparelho de ferroar de Polistes exclamamans, P.
annularis e P. fuscatus, no qual a seqiiéncia primaria da bradicinina estava contida na parte C-
terminal da cadeia (Pisano, 1968).

Atualmente, muitas cininas de vespas tém sido isoladas e caracterizadas
bioquimicamente. Estas cininas possuem parte de suas seqiiéncias primarias homologas as
bradicininas, com algumas exce¢des, onde ocorre uma substituicdo dos residuos de
aminoacidos das posi¢cdes trés e seis na seqliéncia da bradicinina (Nakajima, 1986). Em
algumas cininas do veneno de Polistes, a Serina da posi¢do seis ¢ substituida pela Treonina e,
desta forma, elas apresentam uma grande homologia com a plasmacinina de tartarugas (Dunn
e Parks, 1970). Em outras cininas de vespas, encontradas no veneno de vespas pertencentes ao
género Vespa, a substituicdo da Prolina da posi¢do trés por hidroxiprolina tem sido
encontrada, sendo desta forma, um andlogo a bradicinina encontrada na pele do anfibio
Heleophryne depressa (Nakajima et al., 1979).

As propriedades farmacologicas das cininas de vespas sociais ndo foram
completamente investigadas devido as baixas concentra¢des destes peptideos em condi¢des
naturais. Suas principais propriedades foram resumidas por Edery et al. (1978) como sendo:
quando injetado intravenosamente, as cininas de vespas causam hipertensdo em ratos e
hipotensdo em galinhas; broncoconstricdo em cobaias e contragdo em musculo liso isolado.
Deste modo, as cininas mostraram propriedades farmacologicas similares as da bradicinina,
calidinas (Lys-bradicinina) e Met-Lys-bradicininas isoladas de mamiferos (Pisano, 1970). Eno
(1997) realizou um estudo farmacolégico de inducdo de edema em pata de rato, causado pelo
veneno de Polistes fuscatus e observou que as cininas estavam dentre os componentes

envolvidos nesta a¢c@o. Pisano (1970) mostrou que a polistescinina-3 chega a ser entre duas e
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vinte vezes mais potente que a bradicinina em muitos bioensaios. Além disso, Johnson &
Erdds (1973) mostraram que 3x107 M desta cinina, causa liberagio de histamina de
mastdcitos de ratos com uma poténcia dez vezes maior que a bradicinina nesta mesma

concentracao.

4.2.2. Ves-CPs

Os peptideos quimiotacticos encontrados nos venenos de vespas sdo chamados de
Ves-CPs (“Vespid chemotactic peptides™). Todos sdo tridecapeptideos, com seqiiéncias
primarias semelhantes as dos mastoparanos, apresentando abundancia de aminoacidos
hidrofébicos. Com poucas excecdes, possuem conformagdo em hélice anfipatica, na qual
todos os residuos hidrofobicos estdo localizados em uma mesma por¢do da molécula,
enquanto que residuos basicos como Arginina e lisina aparecem na por¢ao oposta (Nakajima,
1986). A tabela 1 mostra a seqiiéncia primaria de alguns peptideos quimiotacticos do veneno
de Hymenoptera.

Foi isolado do veneno de uma pequena vespa da Nova Guiné, Icaria sp., um
peptideo que ndo apresentou elevada atividade de liberagdo de histamina, o qual foi chamado
Icaria-CP (Nakajima, 1986), cuja seqiiéncia peptidica é: Ile-Val-Pro-Phe-Leu-Gly-Pro-Leu-
Leu-Gly-Leu-Leu-Thr-NH, (Nakajima et al., 1986). Esta propriedade do Icaria-CP pode ser
devido a falta de residuos de aminoacidos bdsicos em sua seqiiéncia primdria. Peptideos
hidrofébicos como este, sdo conhecidos por causarem a quimiotaxia de macrofagos e
leucocitos polimorfonucleares, em concentragdes da ordem de 0,1 puM (Nakajima et al.,
1986). Estes componentes quimiotacticos possuem a propriedade de promover alguma
degranulacdo em mastocitos, embora sua seqliéncia primdaria se diferencie um pouco dos

mastoparanos.
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TABELA 1: Seqiiéncias primarias de alguns peptideos quimiotacticos*

NOME SEQUENCIA PRIMARIA VESPA
Ves-CP-T  FLPILGKILGGLL-NH, Vespa tropica
Ves-CP-M  FLPILGKLLSGLL-NH, Vespa mandarina
Ves-CP-A  FLPMIAKLLGGLL-NH, Vespa analis
Ves-CP-X  FLPITAKLLGGLL-NH, Vespa xanthoptera
Ves-CP-L.  FLPIIAKLVSGLL-NH, Paravespula lewisii
Icaria-CP IVPFLGPLLGLLT-NH, Icaria sp.
Crabrolina ~ FLPLILRKIVTAL-NH, Vespa crabro
HRII FLPLILGKLVKGLL-NH, Vespa orientalis

* Nakajima, 1986.

A ligagdo dos Ves-CPs com as membranas lipidicas parece ser similar ao modo de
ligagdo dos mastoparanos, devido as similaridades hidrofobicas entre estas duas classes de
compostos. Também ¢ observado que os Ves-CPs e os mastoparanos sdo os compostos de
maior abundancia no veneno de vespas, € que desempenham um importante papel no
desencadeamento de processos inflamatorios provenientes de ferroadas de vespas (Nakajima,

1986).

Mendes et al. (2004b), isolaram um novo peptideo do veneno da vespa social Agelaia
pallipes pallipes, chamado Protonectina (ILGTILGLLKGL-NH,). Este peptideo foi caracterizada como um
potente agente quimiotactico para leucdcitos polimorfonucleados e ndo hemolitico, além disso, esse peptideo

possui elevada atividade antibiotica contra bactérias Gram+ ¢ Gram-.

4.2.3. Mastoparanos

Os componentes mais abundantes do veneno das vespas sdo aqueles pertencentes a
classe dos mastoparanos, cuja principal atividade bioldgica é a degranulagdo de mastocitos.
Trata-se de peptideos anfifilicos, com conformacdo em hélice-a, compostos de 10 a 14
residuos de aminoécidos e sem nenhuma Cisteina em suas seqiiéncias primarias (Nakajima et
al., 1986).

Sao ricos em aminoacidos hidrofobicos, como leucina, Isoleucina ¢ Alanina, ¢
também apresentam algumas lisinas em suas seqiiéncias primarias, encontradas geralmente

nas posi¢des quatro, onze ¢ doze da molécula. Normalmente possuem o residuo C-terminal
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amidado, com seqiiéncia primaria composta de residuos de aminoacidos basicos e
hidrofébicos (Nakajima et al., 1986).

Normalmente, ndo ¢ observada homologia entre os mastoparanos de Vespidae e
MCD-peptideos (peptideos degranuladores de mastocitos) de abelhas. Na verdade, a
seqiiéncia primdria dos mastoparanos assemelha-se muito a da bombinina, um peptideo
hemolitico isolado da pele do sapo Bombina variegata (Csordas & Michl, 1970).

Na Tabela 2 estd mostrada uma lista dos principais mastoparanos isolados de
venenos de vespas, com as respectivas seqiiéncias primdrias. Destaca-se ainda a presenga e
posicdo dos residuos de lisina (K) em negrito. Com relagdo a posi¢do das lisinas, pode-se
observar que existem trés grupos de mastoparanos, apresentando quatro, trés e dois residuos
deste aminoacido. Em cada um destes grupos hd uma tendéncia a se distribuir os residuos de
lisina das porgdes terminais, para a regido central da cadeia polipeptidica dos diferentes

mastoparanos.

Tabela 2: Seqiiéncia primaria dos mastoparanos isolados do veneno de vespas

SEQUENCIA PRIMARIA

ESPECIE PEPTIDEO 1 2 3 4 5 6 7 8 9 101112 13 1415
Vespa analis Mastoparano A' Il KWKA I LDAVKKVL
Vespa basalis Mastoparano B? LKLKSTES SWAKKVL
Vespula lewisii Mastoparano' I NLKALAALAKKTITL
Vespa mandarina Mastoparano-M" I NLKA I A AL AKKTVLTL
Vespa tropica Mastoparano-T" I NLKA I A AF AKKTIL
Vespa orientalis HR-I* I NLKALAALJVKKVL
Vespa orientalis Mastoparano-IT' I NLKALULAVAKKTIL
Vespa xanthoptera Mastoparano-X> I NWKG I A AMAKKTLL
Vespa crabro Mastoparano-C' I NWKALULAVAKKTIL
Protonectarina sylveirae Protonectarina-MP' I N WK A L L D A AKK V L
Parapolybia indica Parapolybia-MP' I NWKKMAATALKMII
Polybia paulista Polybia-MP I° I DWKKULULDAAKQTITL
Anterhychium flvomarginatum micado EMP-AF’ I NLLK T AKGTITIKS STL
Protopolybia sedula p-13' I NWLKULGKKVSATIL
Apoica pallens Apoica-MP' I NWLK T AKKVAGML
Vespa orientalis HR-IT* F L PLTULAGKLVKGLTL
Agelaia pallipes pallipes App-5° I NWKA I L ERITKMA
Agelaia pallipes pallipes App-7° I NWL KL GKATITTITIDA

1Nad<ajima etal., 1986; *Ho et al., 1994; *Hirai et al., 1979b; 4Argiolas e Pisano, 1984;
SMendes et al., 2004b; °de Souza et al., 2004; "Konno et al., 2000.

Segundo Park et al. (1995), os mastoparanos apresentam varias atividades
bioldgicas diferentes. Por exemplo, sdo potentes agentes promotores de exocitose de diversas

células de mamiferos (Park et al., 1995): estimuladores da secrecdo de histamina de
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mastocitos, (Nakajima, 1986); de serotonina a partir de plaquetas (Higashijima et al., 1988); e
de prolactina a partir da pituitdria anterior (Hirai et al., 1979a; Kuroda et al., 1980), mesmo
em baixas concentragdes (3 x 107 M). Segundo Pfeiffer et al. (1995), esses peptideos podem
facilitar a formacdo de poros em membranas; além disso, podem apresentar atividade
hemolitica, como é o caso do mastoparano-X do veneno de Vespa xanthoptera (em
concentragio de 4 x 10° M) (Hirai et al., 1979b). Konno et al. (2000) isolaram do veneno da
vespa solitaria Anterhynchium flavomarginatum micado, um novo mastoparano (EMP-AF)
que apresentou atividades como: degranulacdo de mastocitos peritoniais de ratos, hemdlise
significativa em eritrocitos humanos e efeitos neurotdxicos em musculo de lagosta.

De Souza et al. (2004) isolaram dois novos mastoparanos do veneno da vespa
social Polybia paulista INWLKLGKMVIDAL-NH,; IDWLKLGKMVMDVL-NH,), sendo
que ambos apresentaram uma forte atividade hemolitica, degranuladora de mastdcitos e
quimiotactica. Além disso, Mendes et al. (2004b), identificaram outro mastoparano isolado do
veneno da vespa social Agelaia pallipes pallipes, o Agelaia-MP com atividade s
degranuladora de mastdcitos e hemolitica acentuadas, baixa atividade antibidtica e nenhuma
atividade quimiotactica.

O Mastoparano B, presente no veneno de Vespa basalis, participa das atividades
hemolitica e de formagdo de edema, além de provocar faléncia cardiovascular devido a uma
excessiva liberagdo de ions potdssio eritrocitarios, induzida pela toxina (Ho et al., 1994). Em
outro trabalho, foi relatado envolvimento do mastoparano B, de proteases e da serotonina na
atividade edematizante do veneno de Vespa basalis (Ho & Hwang, 1991).

Argiolas & Pisano (1984) relataram que os mastoparanos sdo também potentes
ativadores das fosfolipases A, e C, causando um aumento na producdo de acido araquidonico.
Peptideos similares, como a crabrolina e os HR-I e II, foram isolados de Vespa crabro e
Vespa orientalis, respectivamente (Nakajima et al., 1986). A crabrolina (Phe-Leu-Pro-Leu-

Ile-Leu-Arg-Lys-lIle-Val-Thr-Ala-Leu-NH;), e os mastoparanos HRI e HRII sdo
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estimuladores da fosfolipase A, (PLA;) e causam liberagdo de histamina de mastdcitos
peritoniais. Porém, o modo de acdo de HRI e HRII difere do modo de agdo dos mastoparanos
classicos (Argiolas & Pisano, 1984).

Mousli et al. (1992) demonstraram que a interagdo dos peptideos com mastdcitos
pode causar um disturbio na organizacdo lipidica das membranas, seguida da ativa¢do de
proteinas G. Ainda segundo este autor, o primeiro contato parece estar relacionado com a
presencga de grupos positivos na molécula do peptideo, que podem estar interagindo com sitios
negativos (como exemplo: 4cido sidlico) presentes na membrana do mastdcito. Apos esta
ligagdo, o peptideo se liga @ membrana e promove a ativagdo de proteinas G.

No caso da liberagdo de histamina, o efeito do mastoparano ¢ acompanhado por
um aumento na concentracio de Ca®" citoplasmatico, que por sua vez induz um aumento de
inositol 1, 4, 5-trifosfato (IP-3), um mensageiro secundério intracelular (Habermann, 1972).
Essa liberagdo de histamina induzida pelo mastoparano parece ser mediada por interagdes
deste peptideo com uma subunidade de proteina G (Habermann, 1972). Segundo Ross &
Higashijima (1994), esta ativagdo ¢ causada por uma fosforilagcdo, mediada pela conversdo de
GTP em GDP.

Os Mastoparanos apresentam-se de forma randémica quando em agua, enquanto
que em solucdo de metanol, ou em presenga de vesiculas, t€ém a tendéncia de formar hélice
alfa, causando seu efeito através da interagdo com membranas plasmaticas, devido a sua
anfipaticidade. De acordo com seu modo de agdo, estes peptideos podem ser classificados em
dois grupos: 1- Aqueles que agem causando lise celular através da formagdo de poros em
membranas (Argiolas & Pisano, 1983; Mendes et al., 2004b; Nakajima, 1986); e 2- Aqueles
que agem pela interagcdo com receptores de proteinas G, levando a ativagdo de mecanismos de
degranulacdo e resultando em diferentes tipos de secre¢do, dependendo do tipo celular alvo
(Higashijima et al., 1990; Mendes et al., 2005). Em qualquer situagdo o resultado final sera a

liberagcdo de histamina de mastocitos, serotoninas de plaquetas, ou até mesmo de insulina de
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células beta pancreaticas. Além disso, eles também podem agir como ativadores de
Fosfolipase A (Argiolas & Pisano, 1983). Recentemente, também foi detectada atividade
antibiotica destes peptideos (Krishnakumari e Nagaraj, 1997; Mendes et al., 2004b).

Os receptores associados a proteina-G formam a maior familia de receptores de
superficie, encontrados em todos os eucariotos. Esses receptores mediam as respostas de uma
enorme diversidade de moléculas sinalizadoras, como hormoénios, neurotransmissores €
mediadores locais. Dentre as moléculas sinalizadoras que os ativam, encontram-se proteinas,
peptideos e derivados de aminoacidos. Quando essas moléculas sinalizadoras se ligam aos
receptores, estes sofrem uma mudancga conformacional, que os torna capazes de ativar as
proteinas de ligagdo a GTP (proteinas-G). Essas proteinas-G estdo ligadas a face
citoplasmatica da membrana, onde atuam como moléculas transmissoras, acoplando
funcionalmente os receptores a enzimas ou a canais idnicos na membrana (Alberts et al.,
2004).

Segundo Ross & Higashijima (1994), esta ativagcdo de proteinas-G ¢ causada por
fosforilagdo mediada pela conversdo de GTP em GDP. Isso causa a dissociacdo em dois
componentes ativos, uma subunidade o ¢ um complexo By, podendo ambos regularem
atividade de proteinas-alvo na membrana plasmatica. O receptor permanece ativo enquanto o
sinal externo estiver ligado a ele, podendo desta forma, catalisar a ativacdo de muitas
moléculas de proteina G. Tanto a proteina-G; (proteina-G estimulatéria) como a G;j (proteina-
G inibitoria) sdo alvos para algumas toxinas bacterianas de importancia médica. Em
mamiferos, a producdo de AMP ciclico ¢ sinalizada principalmente por proteinas-G e ions
Ca”". A prolongada elevacdo nos niveis de AMP ciclico em determinados tipos celulares pode
provocar um efluxo de ions Cl” e de 4gua para fora da célula. Por outro lado, quando ativada a
subunidade a da proteina-G;j, promove-se uma retengdo de GDP e impede a regulacio de suas

proteinas-alvo (Alberts et al., 2004).
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Experimentos realizados por Okumura et al. (1981) mostraram que os
mastoparanos interagem com membranas lipidicas artificiais compostas de lecitina e
colesterol, aumentando a permeabilidade i6nica das mesmas e, deste modo, aumentando
também a condutividade da membrana. Este aumento na permeabilidade dos canais i6nicos
pode ser a causa primaria do efeito de liberacdo de mediadores pela ativagdo celular, uma vez
que 0s mesmos requerem um aumento no influxo de ions Ca®" para promover a exocitose
(Nakajima, 1986).

Segundo Matsuzaki et al. (1996), as atividades biologicas apresentadas pelos mastoparanos
estdo altamente relacionadas com a interagdo dos peptideos com membranas bioldgicas. Foi constatado que os
peptideos ao ligarem-se as membranas fosfolipidicas, assumem a conformagao em hélice anfipatica (Schwarz &
Blochmann,1993), a qual causa perturbac¢des nas bicamadas lipidicas levando a um aumento na permeabilidade
das membranas (Danilenko et al., 1993), em alguns casos pela formagdo de canais i6nicos (Mellor & Sansom,

1990).

4.2.4. Peptideos antibioticos

A estrutura anfifilica tem sido encontrada em varias moléculas peptidicas
biologicamente ativas. Em particular, esta estrutura anfifilica em o-hélice é considerada como
sendo a unidade estrutural mais importante para a atividade antibidtica de muitos peptideos,
ocorrendo naturalmente com maior freqiiéncia em peptideos como a Melitina (Habermann,
1972), cecropina (Rees et al., 1997), magainina (Zasloff, 1987), dermaceptina (Mor et al.,
1991; Mor & Nicolas, 1994), apidaecinas e drosocinas (Otvos Jr et al., 2000).

Essa estrutura anfifilica ¢ encontrada com freqiiéncia em peptideos produzidos por
fungos, insetos, anfibios e mamiferos, com atividade antibidtica, antiflingica, anti-virdtica,
hemolitica e anti-tumoral (Lorenzi, 2002).

E conhecido que a natureza policatidbnica e hidrofobica dos peptideos seja
importante para a interacao inicial entre os mesmos € a membrana plasmatica das bactérias
(Hancock et al., 1995; Wu & Hancock, 1999). Esta caracteristica policationica da molécula e

a conformacao em hélice promovem um aumento na afinidade dos peptideos pela membrana
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citoplasmatica de bactérias (Wieprecht et al., 1997). Segundo Hancock e Chapple (1999), a
natureza anfifilica e catidnica desses peptideos ¢ fundamental para a interacdo inicial entre o
peptideo e as membranas de bactérias, principalmente daquelas Gram-negativas. Os sitios
positivos do peptideo interagem com cargas negativas da membrana externa e citoplasmatica
(Wu & Hancock, 1999). A caracteristica anfifilica da molécula estaria contribuindo para a
interacdo do peptideo, primeiro com a membrana externa e depois com a membrana
plasmatica, podendo assim, causar distirbios de permeabilidade nestas células (Hancock e
Chapple, 1999).

Experimentos realizados por Park et al. (1995) mostraram que os mastoparanos
(MP e MP-B) apresentam alta atividade antibidtica, porém algumas diferencas foram
observadas nas especificidades antimicrobianas destas moléculas. Por exemplo, o MP-B
apresentou pronunciada atividade antibiotica, tanto contra bactérias Gram-positivas, como
Staphylococcus aureus e Bacillus subtilies, quanto para bactérias Gram-negativas, como E.
coli e Shigella sonnei. Ja o MP apresentou atividade acentuada apenas contra gram-positivos.
Segundo os autores, isto ¢ devido as caracteristicas anfifilicas das moléculas peptidicas.
Demonstrou-se ainda, que a introducdo de aminodcidos bésicos, como lisina, na parte
hidrofébica da molécula promove um aumento na atividade contra bactérias gram-negativas,
acompanhada de uma drastica reducdo na atividade contra os Gram-positivos. Por outro lado,
quando residuos de lisina sdo incorporados na por¢do hidrofilica da seqiliéncia peptidica
observa-se uma diminuicao no efeito antibacteriano destes peptideos.

O eumenine mastoparano-AF (EMP-AF), foi isolado do veneno da vespa solitaria
Anterhynchium flavomarginatum micado, como sendo o principal componente peptidico do
veneno desta vespa (Konno et al., 2000). Trata-se de um tetradecapeptideo, rico em
aminoacidos hidrofobicos e basicos, com seqiiéncia primaria similar a dos mastoparanos.

Além da estrutura primaria semelhante a dos mastoparanos isolados do veneno de vespas
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sociais, o EMP-AF possui ainda, atividades biologicas similares as dos mastoparanos
classicos (Konno et al., 2001).

Um outro peptideo extraido do veneno de vespa solitaria ¢ o Anoplin, extraido do
veneno de Anoplius samariensis. Trata-se de um peptideo rico em aminodacidos hidrofobicos e
basicos, também com seqiiéncia primdria similar aos mastoparanos, principalmente ao
Mastoparano-X e crabrolina, que sdo degranuladores de mastocitos, isolados do veneno de
Vespa xanthoptera (Krishnakumari & Nagaraj, 1997) e Vespa crabro (Argiolas & Pisano,
1984), respectivamente.

Ensaios realizados com esses mastoparanos indicaram que a seqiiéncia primaria,
estrutura e atividade biologica, como degranulagdo de mastocitos, sdo parecidas com aquelas
apresentadas pelos peptideos anfipaticos isolados dos venenos de Hymenoptera sociais, com
atividade inflamatoria.

Segundo trabalho realizado por Konno et al. (2000), o EMP-AF possui atividade
hemolitica e inflamatdria proporcional a do MP, extraido do veneno de vespa social, e
atividade mais intensa que o Anoplin. Em um estudo realizado por Konno et al. (2001), foi
constatada a atividade antibiotica do Anoplin contra bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas, podendo ser considerado de grande importancia no processo de preservacao das
presas desses animais, contra infec¢oes.

Turilazzi et al. (2006) relataram a presenga de dois peptideos, parecidos com os
mastoparanos de vespas, com atividade antibiotica, na cuticula de fémeas adultas e larvas de
Polistes dominulus, a Dominulina A I N WK KIAEVGGKILSS L-NH) e
Dominulina B(INWKKIAEIGKQ VLS A L-NH,). Acredita-se que estes peptideos
sejam oriundos do veneno, que a vespa aplica em todo o ninho na forma de um spray, como

protecdo contra agentes patogénicos.
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4.2.5. Neurotoxinas

Os componentes neurotdxicos estdo presentes nao somente nos venenos com
caracteristicas paralisantes, como ¢ o caso das vespas solitarias, mas também podem ser
encontrados nos venenos de vespas e abelhas sociais. As primeiras neurotoxinas isoladas
foram encontradas nos venenos de Vespa mandarinia, V. xanthoptra e V. analis insularis
(Kawai & Hori, 1976).

Uma das neurotoxinas mais bem estudadas ¢ a Mandaratoxina (MDTX), isolada
do veneno de V. mandarinia (Abe et al., 1982). Trata-se de um polipeptideo, de
aproximadamente 20 KDa, que ndo apresenta atividade hemolitica e enzimadtica. Por outro
lado, quando injetada em musculo motor de lagosta, mostrou uma atividade bloqueadora
irreversivel do potencial excitatorio pos-sindptico. Analise intracelular da fibra nervosa pré-
sinaptica mostrou que a MDTX atua bloqueando o potencial de agdo, principalmente através
da reducdo da corrente de sodio.

Uma nova neurotoxina foi isolada a partir do veneno de Anopolis samariensis
(Yokota et al., 2001), chamada de beta-pompilidotoxina (B-PMTX). Segundo Sahara et al.
(2000), esta neurotoxina diminui ou bloqueia as mudancas conformacionais necessarias para a
rapida inativagdo dos canais de calcio na superficie extracelular de membranas.

Pizzo et al. (2004) isolaram uma neurotoxina a partir do veneno da vespa Agelaia
vicina, chamada AvTx 7. Esta neurotoxina com massa molecular de 1210 Da, estimula a
liberacao do glutamato na presenga de bloqueadores de canais de célcio e sodio, sugerindo
que sua agdo nao seja mediada através desses canais. Por outro lado, a AvTx 7 potencia a
liberacdo de glutamato na presenga de tetractilamonio e 4-aminopiridina. Desta forma, a
AvTx 7 tem sido vista como uma ferramenta importante para os estudos mais aprofundados

sobre os canais de potassio na liberagao de glutamato.
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4.3. Mecanismos de interacio peptideo-membrana

Utilizando-se analises de dicroismo circular e ressonancia magnética nuclear,
Higashijima e col. (1983) determinaram a estrutura secundéria de mastoparanos em solugao, e
sob interacdo com os fosfolipidios. Foi observado que ao se ligarem as membranas
fosfolipidicas, ocorre a formagdo da estrutura em hélice-a. A conformagao em hélice-a de
uma dada seqiiéncia peptidica anfipatica favorece a segregacdo das faces hidrofilicas e
hidrofobicas (Rex & Schwarz, 1998). Uma hélice-a anfifilica ¢ definida como uma estrutura
em hélice, na qual os residuos de aminoécidos estdo distribuidos na estrutura secundaria com
faces polar e apolar voltadas para diregdes opostas.

Hori e colaboradores (2001), utilizando experimentos de Ressonancia
Magnética Nuclear, constataram que os mastoparanos assumem dois estados de orientagdes
diferentes: um com o eixo da hélice alinhado paralelamente & membrana de vesiculas
sintéticas, e um outro estado onde o eixo da hélice apresenta-se perpendicular @8 membrana.

Parente et al. (1990), propuseram um modelo tedrico do mecanismo
molecular envolvido na formagdo de poros, através da agregacao de 8 a 12 mondmeros de um
peptideo anfifilico (GALA), onde as moléculas se posicionam perpendicularmente através da
membrana. Este evento ¢ dependente do pH e torna-se rapido apds a interacdo da primeira
molécula com a membrana. Existem sistemas onde a formagdo de poros ¢ reversivel e de
curta duragdo, onde a ativagcdo dos poros somente ¢ possivel durante uma desestabiliza¢ao
momentanea das membranas, causada pela interagdo peptideo-lipidio (Rex & Schwarz, 1998).
Aparentemente, isto envolve também um movimento rapido do tipo “flip-flop” (Fattal et al.,
1994).

Matsuzaki et al. (1995a; b) demonstraram a relagdo entre a ativa¢ao do poro
e transloca¢do (do peptideo magainina) através da membrana. Rex & Schwarz (1998)
demonstraram ainda que a taxa de formacdo de poros na membrana aumenta em proporg¢ao
direta a concentracdo de peptideos ligados & membrana. Além disso, a formacdo de poros
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passa por dois estagios conformacionais monoméricos do peptideo. Segundo Matsuzaki et al.
(1996) o poro ¢ formado por um arranjo ou agregado de moléculas peptidicas. A estrutura do
poro foi modelada como um agregado de hélices estendidas na membrana, cuja superficie
hidrofilica aparece orientada em direcdo a luz do poro (Mellor e Sansom, 1990). Uma cadeia
composta de 14 residuos de aminoécidos possui em média 21A de comprimento, enquanto
que a espessura da bicamada lipidica varia em torno de 30 A. Um estudo utilizando
ressonancia magnética nuclear (Wakamatsu et al., 1992) revelou que os dois residuos N-
terminais do Mastoparano-X, quando ligado & membrana, ndo formam hélice-a,, aumentando
assim, o comprimento da cadeia polipeptidica. Esta afirmagao foi confirmada por analises de
dicroismo circular (Schwarz & Blochmann, 1993), onde foi constatada formagao de menos de
100% de hélice-a. Conseqlientemente, o poro parece ser composto por um pacote de
moléculas em hélice-a parcialmente desenroladas e, além disso, pode ainda ocorrer casos
onde a membrana sofre deformagao apds a agregacao dos peptideos (Matsuzaki et al., 1996).
Vérios mecanismos foram propostos para descrever a interacdo de peptideos
com membranas lipidicas durante o processo de formagdo de poros, sendo os principais
denominados “barril” e “carpete”. No primeiro caso, modelo barril (Figura 1A), ocorre a
formacgdo de canais transmembranicos, através da associacao de hélices-o anfipaticas, sendo
que a superficie hidrofébica do peptideo interage com a regido hidrofobica central da camada
lipidica, enquanto que a superficie hidrofilica do peptideo interage com a regido hidrofilica da
bicamada formando um poro aquoso (Yang et al., 2001). Um outro tipo de formagao de poro
na membrana seria o modelo toroidal (Figura 1B), onde mondmeros de peptideo ficariam

embebidos na regido das cabegas dos fosfolipidios.
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Figura 1: Modelos de interagdo do peptideo Alameticina com membranas de fosfolipidios
de acordo com Yang et al. (2001). A) modelo barril e B) modelo poro toroidal. A regido
cinza representa a regido das cabecas dos fosfolipidios e os cilindros vermelhos
representam as moléculas de peptideo.

No modelo carpete, os peptideos alinham-se paralelamente a superficie da
bicamada como se fosse um carpete (Oren & Shai, 1998). Em altas concentragdes locais de
peptideo, ocorre a penetracdo das moléculas peptidicas na bicamada, resultando na ruptura da
mesma. Neste modelo de interacdo, peptideos com conformag¢do em hélice anfipdtica, ligam-
se a membrana de forma que o eixo da hélice se posicione perpendicularmente a superficie, e
os residuos carregados da cadeia interagem com a parte polar dos lipideos, promovendo a
formagao de um poro aquoso. Sendo assim, os peptideos se ligam a superficie da membrana
com suas regides hidrofobicas em contato com a membrana e as regides hidrofilicas em
contanto com o solvente (Figura 2B). Quando certa contragdo de mondmeros ¢ atingida, a
membrana ¢ rompida (Figura 2C). A formagdo desses poros provoca um aumento na

permeabilidade da membrana podendo resultar numa eventual ruptura da mesma (Yang et al.,

2001).
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Figura 2: Ilustracdo do modelo carpete, sugerido
para a penetragdo de peptideos nas membranas,
segundo Oren & Shai (1998). Neste modelo, A)
os peptideos se ligam a superficie da membrana;
B) e quando uma certa contragdo de mondmeros
¢ atingida, a membrana é rompida.

Aparentemente, a translocacdo de peptideos estd relacionada com a formagao
de poros (Figura 3). Segundo Matsuzaki et al. (1995a; 1998), as moléculas de peptideo
primeiramente se alojam no lado externo da monocamada, formando interacdes de curta
duracdo. No momento da sua desintegracdo, uma fragdo dos peptideos troca de posi¢ao, indo
para a camada interna. Uma diminui¢do na concentracdo de peptideos na membrana externa
reduz a taxa de formacao de poros, conseqilientemente, o indice de translocagdo ¢ inicialmente
alto e diminui rapidamente. A rapida internalizacdo dos peptideos em um curto periodo de
tempo explica a rapida liberacdo de histamina (Okano et al., 1985). A translocagdo de
peptideos positivamente carregados ¢ favorecida por um potencial negativo interno da
membrana (Matsuzaki et al., 1995c; Matsuzaki, 1998). Foi constatado ainda que o
Mastoparano-X rapidamente randomiza os lipidios na membrana lipidica (Matsuzaki et al.,

1996).
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Figura 3: Esquema da formacio do poro toroidal transiente segundo Matsuzaki (1998). Em A)
estruturagdo e liga¢do do peptideo a membrana; B) formagdo do poro; e C) translocagdo dos monomeros
de peptideo para o interior da bicamada e desestruturagédo do poro.

Peptideos antibioticos sdo amplamente encontrados em plantas, insetos,
anfibios e mamiferos, apresentando um importante papel na defesa destes organismos (Bulet
et al.,, 1999). Esses peptideos antibidticos, incluindo as defensinas, sdo conhecidos por
interagirem com membranas; além disso, tem sido freqiientemente proposto que a atividade
antibiotica especifica dos peptideos, seja relacionada com essa interacdo (Ibrahim et al.,
2000). Além disso, Friedrich et al. (2001), mostraram que a indolicidina, um peptideo com
atividade antibidtica isolado de neutrofilos bovinos, age intracelularmente, perturbando a
sintese de algumas proteinas ¢ RNAs, causando morte celular, mostrando porém, que os

peptideos antibidticos podem apresentar diferentes modos de acao.

4.4. Estudos estruturais de peptideos biologicamente ativos

As estruturas em hélice-a anfifilica e estruturas [ s3o comumente
encontradas em peptideos liticos e antimicrobianos, que agem perturbando a fun¢do de
barreira das membranas. A estrutura do complexo lipideo-peptideo (proteolipossomo) ¢
determinada por trés interagdes principais: a intera¢do hidrofobica da face apolar da hélice
com os lipidios; a interagdo polar do lado hidrofilico de diferentes hélices entre si; e a
interagdo de residuos hidrofobicos dos peptideos com solventes aquosos. Portanto, a

magnitude relativa entre as faces hidrofilicas e hidrofobicas de peptideos, com conformacao
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em hélice-a deve influenciar nas diferencas entre as atividades hemoliticas e antimicrobiais
encontradas (Kiyota et al., 1996).

Shai & Oren (1996) em um estudo utilizando analogos a pardaxina, um
peptideo cationico isolado do peixe Pardachirus marmoratus, mostraram que a introducao de
D-amino acidos na cadeia polipeptidica, reduz drasticamente a porcentagem de hélice-a, o
que por sua vez, reduz a atividade hemolitica dos analogos diasteroisdmeros. Sendo assim,
este peptideo na sua forma natural provavelmente interaja com a membrana da bactéria como
um detergente (modelo carpete), desestabilizando a membrana e, conseqiientemente,
destruindo a célula.

A andlise da troca hidrogénio/deutério (H/D), entre o hidrogénio da amida de
cada ligacdo peptidica e o deutério adicionado ao meio na forma de D,O, tem sido
amplamente utilizada como fonte de informagdes estruturais e dindmicas de muitas
moléculas. Demmers et al. (2000) descreveram um método de estudo para a determinacdo da
posicdo exata de peptideos longos que interagem com membranas lipidicas, através da
combinac¢do de reagdes de deuteracdo e analises por espectrometria de massas. Neste método
foram utilizados peptideos com conformagao hélice-o. (WALP16 e WALP164) e lipossomos
artificiais (DMPC), onde foram determinadas as taxas de deuteracdo parcial, apresentadas
pelas moléculas de peptideos associados as membranas artificiais (proteolipossomos),
correspondentes as partes da molécula que se posicionam na face externa das membranas, e
conseqiientemente interagem com o meio externo. Esta técnica pode ser utilizada para se
investigar o mecanismo de agdo de polipeptideos transmembranares na formacao de estruturas
supramoleculares, tais como poros e/ou canais.

Santos-Cabrera et al. (2004), através da combinacao de técnicas de dicroismo
circular e lipossomos, caracterizaram a estrutura do EMP-AF, um mastoparano isolado do
veneno da vespa solitaria Anterhynchium flavomarginatum micado. Foi constatado que trata-

se de um peptideo capaz de permeabilizar lipossomos anidnicos €, em menor extensao,
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lipossomos neutros, sendo que esta habilidade parece estar correlacionada com a porcentagem
de hélice-a assumida pelo peptideo quando em contato com essas membranas. Konno e col.
(2000) realizaram um estudo do EMP-AF onde foram testadas as diferengas entre a atividade
deste peptideo em sua forma natural e um analogo onde o NH; foi retirado do C-terminal
(EMP-AF-COQ"). Observou-se que o EMP-AF-NH, possui atividade degranuladora de
mastocitos 50% mais potente que o andlogo EMP-AF-COO", na concentragio de 10°M. Além
disso, a atividade hemolitica do andlogo com C-terminal livre foi completamente perdida.
Sforca et al. (2004) demonstraram através de estudos da estrutura secundaria, por RMN e
Dinamica Molecular, que além da esperada reducdao na carga positiva do EMP-AF-COO"
devido a perda do NH,, a presenga do grupo carboxi-livre no lado C-terminal introduz uma
instabilidade local capaz de desestabilizar ndo somente o padrao de ligagdes de hidrogénio
que garantem a estrutura da hélice, mas toda a cadeia peptidica (Figura 4B). De fato, o padrao
de hélice anfipatica apresentada pelo EMP-AF-NH, (Figura 4A) ¢ perdido no analogo
carboxi-livre e tanto o lado N-terminal quanto o C-terminal neste andlogo mostram-se com

altas flutuagoes durante a simulagao.

Figura 4: Sobreposi¢do a) das 20 estruturas
finais calculadas do EMP-AF-NH,; b) das 35
estruturas finais calculadas do EMP-AF-COOH
em presenca de 30:70 (v/v) solucdo de TFE/agua
(Sforga et al., 2004).
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Estudos utilizando simula¢do por Dindmica Molecular dos mastoparanos em
misturas de TFE-agua, mostraram que o EMP-AF-COO™ sofre desestruturacdo da
conformacao helicoidal e perda de anfipaticidade, devido a atragdo eletrostatica entre a carga
negativa do grupo carboxila e os grupos catidnicos das cadeias laterais de alguns residuos
(Costa, 2006), sendo esta provavelmente a principal causa da perda de atividade do andlogo
com C-terminal acido.

As atividades hemolitica e antimicrobiana sdo dependentes ou diretamente
influenciadas pelo tamanho, estrutura e composi¢do em aminoacidos da cadeia polipeptidica
(Lee et al., 2003). Por exemplo, entre os peptideos contendo residuos apolares (Leu e Ala) e
basicos (Lys e Arg) numa razdo 3:1, com extensdo variando entre 4 a 16 residuos, foi
observada atividade antibiotica para um peptideo com 12 residuos de aminoacido (Lee et al.,
1986). Um resultado similar também tem mostrado uma potente atividade antimicrobiana para
peptideos com cadeias contendo de 14 a 15 residuos pertencentes a um grupo rico em Leu e
Lys (na razdo 1:1) com 8 a 22 residuos de aminodcidos (Blondelle & Houghten, 1992).
Segundo Kiyota et al. (1996), o tamanho da cadeia, composicdo em aminoacidos e o
posicionamento de residuos apolares carregados positivamente ao longo da cadeia, sdo
importantes para as atividades antibidtica e hemolitica.

Li et al. (2000) relataram que existem diferencas na atividade antibidtica
apresentada por D e L-enantidmeros do mastoparano-M, isolado do veneno de Vespa
mandarina. Além disso, os D-enantiomeros, apresentam resisténcia a enzimas liticas, como a
papaina e quimotripsina, o que provavelmente estd envolvido com o fato desta forma
apresentar atividade antibidtica mais elevada em relagdo a forma natural.

Konno et al. (2001) caracterizaram a partir do veneno de Anoplius
samariensis, um peptideo altamente degranulador de mastocitos e com atividade antibidtica
de amplo espectro, chamado Anoplin. Resultados de anélises de dicroismo circular revelaram

que, na presenca de lipossomos e meio com elevada forga idnica, o Anoplin também interage
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com a superficie celular de bactérias provocando disturbios no potencial de membrana e na
permeabilidade. Provavelmente, este disturbio ocorra através da formacdo de canais ou poros
na membrana, por um mecanismo similar aquele apresentado por peptideos liticos.

Em um estudo recente, Santos-Cabrera (2006) observou que existem diferencas quanto a
estruturacdo em hélice-oc de mastoparanos, de acordo tanto com a composicdo em
aminoacidos, quanto do meio no qual eles estdo inseridos. Além disso, para esses peptideos,
as interacoes hidrofobicas determinam a elipticidade, sendo esta modulada pelas interacdes
eletrostaticas proporcionadas pela polaridade do meio. A elipticidade também ¢ influenciada
pela relagao peptideo/lipideo, sugerindo que a afinidade entre eles também afeta a transicao
conformacional. Além disso, foi observado que peptideos em suas formas amidadas (C-
terminal amidado) apresentam maior teor helicoidal, que seus andlogos carboxilados,
sinalizando a influéncia do macrodipolo da hélice. Os peptideos mais eficientes na
permeabilizacdo de vesiculas e na atividade antimicrobiana sdo aqueles que apresentam
hidrofobicidade média negativa, ou pouco positiva. A seletividade sobre bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas parece estar relacionada ao momento hidrofobico desses peptideos

(Santos-Cabrera, 2006).
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5. OBJETIVOS

Neste trabalho foi proposta a realizacdo um estudo estrutural e funcional de
peptideos mastoparanos encontrados nos venenos de vespas sociais e solitarias.

O principal objetivo deste projeto foi realizar um estudo da estrutura secundaria
destes mastoparanos que possibilitasse estabelecer uma relagdo entre a estrutura molecular e
as atividades biologicas, permitindo uma compreensdo do modo de agdo destes peptideos, ao
nivel de interacdo com membranas lipidicas.

Desta forma, utilizando-se de técnicas de analise estrutural, como dicroismo
circular, modelagem e dindmica molecular, juntamente com a técnica de troca H/D
combinada com espectrometria de massas, procurou-se estabelecer uma correlagdo entre as
estruturas dos peptideos, interagdes dos mesmos com membranas (sintéticas € naturais) e suas
atividades biologicas, com intuito de contribuir para o entendimento das bases moleculares
envolvidas nas fungoes desses peptideos.

Sob o ponto de vista de formagdo de recursos humanos, este trabalho contribuiu
para o treinamento, ao nivel de doutorado, em técnicas de espectrometria de massas,
dicroismo circular, sintese de peptideos, troca isotopica H/D, modelagem molecular por
homologia, dindmica molecular e andlise das atividades biologicas. Além disto, este estudo
certamente ofereceu ainda grandes possibilidades de qualificagdo de especialistas em biologia
estrutural, principalmente voltados para estudos da relagdo existente entre estrutura e fungao

de peptideos.

33




6. MATERIAIS E METODOS

6.1 Sintese manual de peptideos em fase solida

A sintese dos peptideos lineares foi realizada através do método manual em fase
solida (Merrifield, 1986), utilizando-se quimica N-9-fluorenilmetoxicarbonil, também

conhecida como estratégia Fmoc. Foram sintetizados os seguintes peptideos (ver Tabela 3):

TABELA 3: Seqiiéncia primdaria dos peptideos em estudo.
PEPTIDEOS Seqiiéncias primarias

Protonectarina-MP IN W K AL L D A A K K V L -NH
Parapolybia-MP IN W K K A AT AL K M1 -NH
Apoica-MP IN W UL KT AKI KV AG ML -NH
Asn2-Polybia-MPI I N W K K L L D A A K Q I L -NH,
MK-578 IN WL KA KKV A G MTI L -NH

O peptideo MK-578 foi desenhado com homologia a classe dos mastoparanos
naturais, introduzindo-se residuos de lisina nas posi¢des 5, 7 e 8, para que se pudesse obter
um melhor esclarecimento sobre a presenca de residuos cationicos mais ao centro da cadeia
em relagdo a atividade biologica apresentada. No peptideo Polybia-MP I o segundo residuo da
cadeia, que no peptideo natural é um residuo de Acido Aspético (Asp), foi substituido por um
residuo de Asparagina (Ans2) com intuito de manter o mesmo residuo em todas as seqiiéncias
e também para que ndo houvesse a possibilidade do Asp neutralizar a carga de alguma Lys
nesta regido da cadeia, sendo desta forma, nomeado Asn2-Polybia-MP 1. Deve-se observar
que os peptideos foram sintetizados na forma amidada.

Os peptideos foram sintetizados utilizando-se 100 mg de resina NovaSyn TGR,
com grau de substitui¢do de 0,2 mmole/g. Em cada ciclo da sintese foi adicionado Fmoc-
aminoacido-OH (NOVABIOCHEM), contendo N-Hidroxibenzotriazol hidratado (HOBt.H,O)
(NOVABIOCHEM) e N-Metilmorfolina (NMM) (ALDRICH) como agentes ativadores dos

aminodcidos e Hexafluorofosfato Benzotriazol-1-il-oxi-tris-pirrolidino-fosfato (PyBOP)
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(NOVABIOCHEM) como agente acoplante, por um periodo de 30 min. Apos cada ciclo de
acoplamento foram realizadas cinco lavagens da resina com N-N-Dimetilformamida (DMF,
SYNTH) e em seguida realizada a desprotecdo utilizando Piperidina (FLUKA) 30% em DMF.

A tabela abaixo (Tabela 4) mostra um resumo das etapas realizadas na sintese dos

peptideos, correspondente a um ciclo da sintese:

TABELA 4: Etapas de cada ciclo da sintese dos peptideos.

ETAPA REAGENTE N° DE REPETICOES TEMPO

Desprotecao  Piperidina/DMF (30:70) 2 4 min

Lavagem da

resina DMF 5 45 seg

Ativagdo do  HOBt.H,O [0,5 mmol/mL DMF] 1 3 min

aminoacido

Acoplamento 105 mg PyBOP/acoplamento 1 30 min
NMM I mmol/mL DMF

Lavagemda )\ /p 5 45 seg

resina

Todas as reagdes foram realizadas sob agitacdo mecanica em capela de seguranca.
Apbs a acoplagem do ultimo resido de aminodcido, a resina foi lavada com metanol
(MALLINCKRODT) e seca em liofilizador (HETO, modelo MLW — LGA 05).

Apos a secagem, foi feita a clivagem entre o peptideo e a resina utilizando-se uma
solugdo de acido trifluoroacético (TFA) 82,5% (v/v) (MALLINCKRODT), Anisol 5% (v/v)
(SIGMA), Etanoditiol 2,5% (v/v) (ALDRICH), Fenol 5% (m/v) e agua ultrapurificada 5%
(v/v), durante 2 horas sob agitacdo mecanica.

Esta solucdo de TFA-Anisol-Etanoditiol-Fenol-Peptideo foi filtrada para retirada
da resina e centrifugada em uma centrifuga refrigerada (EPPENDORF, modelo 5810R) por 15
minutos a 3000 rpm na presenga de éter etilico (SYNTH), para promover a sedimentagao do
peptideo e uma primeira etapa de retirada de solventes e sub-produtos da sintese. O material
sedimentado foi entdo re-suspendido em agua bidestilada (destilador MARCONI, modelo MA

078) e ultrapurificada (purificador NANOpure BARNSTEAD, modelo D4754) para entao ser
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purificado através de cromatografia liquida (ver item 6.2). O controle de qualidade foi feito
através de espectrometria de massas ESI-MS e de seqiiénciamento por Quimica Degradativa
de Edman em um seqiienciador automatico (SHIMADZU, modelo PPSQ-21A). O rendimento

da sintese foi de aproximadamente 25% para todos os peptideos.

6.2. Cromatografia liquida de alta performance (HPLC)

A purificagdo dos peptideos provenientes da sintese manual foi feita através de
cromatografia liquida de alta performance sob fase reversa (RP-HPLC, Reversed-phase High
Performance Liquid chromatrography) utilizado um sistema de HPLC Shimadzu modelo LC-
10AD, equipado com detector de luz ultravioleta do tipo arranjo de diodos modelo SPD-10A,
constituido por duas bombas LC-10AD (bombas A e B), com injetor Rheodyne modelo 77251
com “loop” de 0,5 mL, um sistema controlador Shimadzu (modelo CBM-10A) e coluna
semipreparativa C-18 10x250 mm (SHISEIDO). Para a fase modvel, foram utilizados dois
solventes, A (acetonitrila 100% (MALLINCKRODT) contendo 0,1% TFA (v/v)) e B (dgua,
contendo 0,1% TFA (v/v)). O fluxo do solvente para todos os peptideos foi de 2mL/min.

Para cada peptideo foi utilizada uma condi¢do cromatografica especifica conforme

tabela abaixo:

TABELA 5: Concentragdio de Solvente B
(Acetonitrila em presenga de 0,1% de TFA) utilizada
na purificagdo dos peptideos sintéticos, por RP-
HPLC em condi¢des isocraticas.

PEPTIDEOS % Solvente B
Protonectarina-MP 53
Parapolybia-MP 58
Apoica-MP 60
Asn2-Polybia-MP 1 60
MK-578 48
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6.3. Espectrometria de massas ESI

A obtencao dos espectros de massas foi realizada em um Espectrometro de Massas
do tipo triploquadrupolo, modelo QUATTRO II (MICROMASS). O espectrometro de massas
foi equipado com probe padrdo, do tipo electrospray (ESI), auxiliado por uma microbomba de
infusdo (KD Scientific). O software MassLynx (MICROMASS) foi utilizado para controle de
aquisicao de dados. Durante todos os experimentos a temperatura do cone foi mantida a 80°C
e a voltagem na agulha a 3,55 kV, aplicando-se um fluxo de gas secante (nitrogénio) de 200
L/h e um fluxo de gas nebulizador (nitrogénio) de 20 L/h. O espectrometro de massas foi
calibrado com os picos do envelope de ions-fragmentos da mioglobina de cora¢dao bovino,
produzidos por aplicacdo de potencial de 40 V no cone de amostra. A deteccdo no
espectrometro de massa foi realizada com varreduras feitas no intervalo de m/z 50 a 3000, em
10 segundos, com uma resolu¢do de aproximadamente 3000; o sistema de aquisicdo de dados
foi operado em modo continuo.

Para a confirmacdo das massas moleculares dos peptideos sintéticos foram
utilizadas solucdes de cada um dos peptideos na concentragdo de 1 pg/uL contendo 0,1% de

acido formico (MALLINCKRODT).

6.4. Seqiiénciamento por Quimica Degradativa de Edman

Os peptideos sintetizados e purificados foram submetidos ao seqiiénciamento

primario através da técnica de Quimica Degradativa de Edman, para confirmagao das

seqiiéncias primarias. Foram colocadas amostras contendo 50 upg de peptideo no

seqiienciador.
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Estes experimentos foram realizados em um seqiiénciador automatico de fase
gasosa PPSQ-21A (SHIMADZU), onde os residuos de aminoacidos foram identificados na
forma de PTH-aminoacidos formados a partir de uma seqiiéncia de reagdes quimicas.

A reacdo de degradacdo de Edman ocorre no lado N-terminal da cadeia peptidica
liberando um residuo por ciclo reativo. Os residuos (PTH-aminoacidos) foram identificados
através de um sistema de cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC) calibrado com
padroes de PTH-aminoacidos (WAKO CHEM.), equipado com uma bomba modelo LC-10AS
(SHIMADZU) e um detector de luz ultravioleta, modelo SPD-10A, acoplados ao proprio
seqiienciador. O controle do sistema e aquisi¢do dos dados foram realizados através do

software PPSQ-20 Data Processing e CLASS LC-10A (SHIMADZU).

6.5. Dicroismo circular

Os experimentos de dicroismo circular foram realizados em um
espectropolarimetro Jasco (modelo 710), junto ao Departamento de Fisica, do IBILCE-
UNESP, Sao José do Rio Preto/SP, sob coordenagao do Prof. Dr. Jodo Ruggiero Neto.

Os espectros de dicroismo circular dos mastoparanos foram coletados na regido de
UV distante, no intervalo de comprimento de onda de 190 a 260 nm, a 25°C. A velocidade de
varredura foi de 20 nm/min, utilizando-se uma largura de banda de 1,0 nm, sensibilidade de
20 a 50 miligraus, tempo de resposta de 1 s e 0,1 nm de resolucdo. Os espectros finais foram
obtidos a partir da média de 9 acumulagdes utilizando-se cubetas de quartzo de caminho
optico de 0,5 cm.

As amostras foram solubilizadas em agua. Os espectros de CD foram obtidos para
as solucdes de peptideo adicionadas a diferentes concentragdes de 2,2,2-trifluoroetanol (TFE /

MERCK), dodecil sulfato de soédio (SDS / SIGMA) e lipossomos zwitteridnicos e anidnicos,
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constituidos pelos fosfolipidios PC (L-a-fosfatidilcolina / SIGMA) e PG (L-a-fosfatidil-DL-
glicerol / SIGMA).

Nos ensaios realizados em presenca de TFE, foi preparada uma solugdo contendo
40% (v/v) de TFE em 4agua e 20 uM de peptideo. Os peptideos foram analisados em duas
concentragdes de SDS, 165 uM (abaixo da Concentracdo Micelar Critica, CMC) e § mM
(acima da CMC), em agua, contendo 20 uM de peptideo. A montagem dos lipossomos esta
descrita a seguir no item 6.6.

Fazendo-se a correcdo da linha de base, a elipticidade observada, 0 (miligraus), foi
convertida em elipticidade molar média, [©] (graus cm”/dmol), usando a relagdo:

1000

[0]=
Lcen

onde “I” é o caminho Optico da cubeta em centimetros , “c” € a concentracdo do
3
peptideo em milimolar e “#” é o nimero de residuos do peptideo.

Assumindo-se um modelo de dois estados, proposto por Rohl e Baldwin (Rohl &

Baldwin, 1998), a elipticidade residual observada a 222nm ( em graus cm*/dmol residuo)

foi convertida em porcentagem de hélice-a (fy) usando a seguinte equagao:

onde = +640 graus cm’/dmol residuo (Rohl e Baldwin, 1998) corresponde a

elipticidade em 100% de random coil (conformagdo aleatdria). (graus cm*/dmol residuo)
(Rohl e Baldwin, 1998) corresponde a elipticidade residual para uma estrutura 100%

helicoidal, e ¢ dada por:
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669

onde “n” ¢ o numero de residuos de aminoacidos e x=3, para peptideos

carboxiamidados, ou x=4, para peptideos nao-carboxiamidados.

6.6. Preparo dos Lipossomos

Os lipossomos foram preparados pela técnica de evaporacdo de fase reversa,
segundo metodologia descrita por Szoka & Papahadlopoulos (1978). Esta técnica permite a
manipulacdo da composi¢ao fosfolipidica da bicamada artificial através da espécie e da razao
dos fosfolipidios.

Para a preparagdo de vesiculas neutras foi utilizada uma solugdo contendo L-a-
fosfatidilcolina (PC) (SIGMA) de ovo (tipo XVI-E ~99% TLC) em cloroférmio (PA /
MERCK). Esta solugao foi seca em fluxo de nitrogénio (N,) através de uma secagem rotativa,
para promover a aderéncia do filme de fosfolipidio no tubo de ensaio. Apos a secagem, 0s
tubos foram levados para um dessecador a vacuo, por 15 horas para a retirada de tragos de
solvente.

O filme de PC foi re-suspendido em tampao Tris (5 mM)/borato, pH 7,5 contendo
EDTA de modo que a concentracao final de PC fosse 10 Mm. Essa suspensao foi levada a um
sonicador equipado com transdutor de titanio (Virtis-475 / VIRSONIC) em banho de gelo,
sob atmosfera de N, por 55 minutos e, apos esse tempo, transferida para um tubo Eppendorfe
centrifugada a 14000 rpm, por 5 minutos, para promover a retirada de residuos de titanio
metalico.

As vesiculas constituidas de fosfatidilcolina/fosfatidilglicerol (PC/PG-7030)
(SIGMA), na concentragdo de 70 % de PC e 30 % de PG, foram preparadas utilizando-se a
mesma metodologia para o preparo das vesiculas de PC. O fosfolipidio utilizado foi o L-a-

fosfatidil-dL-glicerol-s6dio de ovo (~99% TLC) (SIGMA).
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6.7. Modelagem molecular por homologia

Para a modelagem das estruturas tridimensionais foi utilizado o programa
MODELLER (Sali & Blundell, 1993). Este programa aborda a modelagem comparativa
satisfazendo restrigdes espaciais. Os procedimentos para modelagem iniciam-se com o
alinhamento da seqiiéncia de aminoacidos a ser modelada (a/vo), com uma ou vdrias
seqiiéncias primarias de proteinas e peptideos, com estruturas tridimensionais conhecidas
(moldes ou templates), obedecendo ao critério de maior identidade para a selecdo. Este
alinhamento ¢ utilizado como informagdo de entrada (input) para o programa. O arquivo de
saida (output) ¢ um modelo tridimensional da seqiiéncia alvo, contendo todos os dtomos da
cadeia principal e das cadeias laterais. As coordenadas atomicas da estrutura cristalografica do
Mastoparano-X (codigo de acesso PDB: 1A13) (Kusunoki et al., 1998), resolvida a 2,0 A de
resolucdo, foi utilizada como modelo inicial (molde) para remodelagem dos mastoparanos
Protonectarina-MP, Parapolybia-MP e Asn2-Polybia-MP I, pois estes apresentaram
identidade de 57,15%, 57,15% e 50%, respectivamente. Para os mastoparanos Apoica-MP e
MK-578 foi utilizado como modelo inicial o mastoparano EMP-AF, pois apresentaram
57,14% e 43,71% de identidade, respectivamente. As coordenadas tridimensionais do EMP-
AF ndo foram ainda depositadas no PDB (Protein Data Bank) sendo, desta forma,
gentilmente cedidas pelo Prof. Dr. Walter Filgueira de Azevedo Jr. (Departamento de
Biologia, PUC-Porto Alegre-RS) e pelo Prof. Dr. Valmir Fadel, Departamento de Fisica,
IBILCE, UNESP — Sao José do Rio Preto-SP. Um total de 1000 modelos foram gerados para
cada um dos peptideos, e o modelo final foi selecionado baseando-se na sua qualidade

estereoquimica.

6.8. Métodos de avaliacao dos modelos estruturais
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6.8.1. Procheck

O Procheck (Laskowski et al., 1994) analisa a geometria global da estrutura ou
cada residuo individualmente, utilizando para isso parametros estereoquimicos derivados de
estruturas de alta resolu¢do ou bem refinadas (Morris et al., 1992), que constituem sua base de
dados. Trata-se de um pacote popular de programas para verifica¢do da qualidade da estrutura
3D de proteinas e peptideos.

Os parametros estereoquimicos usados sdo aqueles descritos em detalhe em
Morris et al. (1992). As verificagdes também fazem uso do comprimento e angulo de ligacao
ideal, derivados de uma anélise detalhada de estruturas de pequenas moléculas no Cambridge
Structural Database (CSD) (Engh & Huber, 1991). Estes parametros utilizados como
informagdes estereoquimicas checados pelo Procheck sdo: ligagdes covalentes, planaridade de
grupos planares (aromaticos, ligacdes peptidicas, etc.), angulos diédricos, quiralidade,
interagdes ndo covalentes, ligacdes de hidrogénio da cadeia principal e pontes dissulfeto.

O Procheck requer como entrada um arquivo das coordenadas atomicas da
estrutura do peptideo a ser avaliado no formato “pdb” e produz representagdes coloridas
facilmente interpretadas, descrevendo uma estrutura, e também comparando duas estruturas
relacionadas. Além disso, mostra uma lista detalhada de residuo por residuo, fornecendo uma
avaliacdo da qualidade total da estrutura, em comparacdo as estruturas bem-refinadas de
mesma definicdo. Dentre as varias andlises fornecidas pelo Procheck, utilizou-se o Diagrama

de Ramachandran e o G-factor.

6.8.2. Diagrama de Ramachandran

G. N. Ramachandran descreveu as conformagdes possiveis para os aminoacidos
em uma cadeia polipeptidica. A conformacdo da cadeia peptidica ¢ simplesmente descrita
pelos valores dos angulos diedros na estrutura principal da seqiiéncia peptidica (angulo

descrito pelo nitrogénio e carbono alfa (N-C,) e o dngulo descrito pelo carbono alfa e carbono
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(Co-C). Esses angulos sdo denominados angulos de tor¢dao ¢ e ¢, respectivamente (Gibas &
Jambeck, 2001). Em principio, ¢ e ¢ podem ter qualquer valor entre -180° e +180°, porém
muitos valores de ¢ e ¢ sdo proibidos pelas interferéncias estéricas entre atomos pertencentes
ao mesmo esqueleto polipeptidico e pelas cadeias laterais dos residuos de aminoacidos. A
conformagdo na qual ¢ e ¢ sdo ambos iguais a 0°, ¢ proibida por esta razao, sendo esta
conveng¢do meramente usada como ponto de referéncia para descrever os angulos de rotagdo.

A cadeia ndo ¢ livre para girar ao redor do terceiro tipo de ligagdo na estrutura
principal da cadeia peptidica. A ligacdo peptidica ¢ uma ligacdo parcialmente dupla e
portanto, quimicamente restrita a ser planar; sendo assim, os valores de ¢ e ¢ para cada
aminoacido fornecem uma descri¢ao completa da estrutura da cadeia principal do peptideo.

G. N. Ramachandran usou modelos de pequenos peptideos para variar
sistematicamente os angulos de tor¢do ¢ € ¢ com o objetivo de encontrar conformagdes
estaveis. Para cada conformagdo, a estrutura foi examinada para verificar a proximidade
existente dos contatos entre os atomos. Os dtomos foram tratados como esferas duras, com as
dimensdes que correspondem a seus raios de Van der Waals. Conseqiientemente, os angulos
de torcdo ¢ e ¢ que fazem com que as esferas colidam, correspondem a conformagao
estereoquimicamente ndo permitida (regido nao permitida) para a cadeia principal de um
polipeptidio (Ramachandran et al.; 1963).

O diagrama de Ramachandran (Ramachandran et al., 1963; Ramakrishnan &
Ramachandran, 1965) indica a distribuicao dos angulos @ e y dos residuos pertencentes a
uma determinada estrutura. Seus indicadores de qualidade baseiam-se na analise de pelo
menos 118 estruturas de 2,0 A de resolugdo. Segundo Ramachandran et al. (1963), uma
estrutura de boa qualidade deve ter 90% ou mais de seus residuos nas regides mais favoraveis.
Na figura 5, as 4areas em branco correspondem a regides onde existem os choques

estereoquimicos na proteina. Estas regides nao permitidas estereoquimicamente valem para
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todos os aminodcidos exceto a glicina (Gly) que ¢ a tinica que ndo tem cadeia lateral e pode
adotar os angulos de tor¢do ¢ e @ em todos os quadrantes do diagrama de Ramachandran.

As regides vermelhas correspondem a conformagao onde ndo ha nenhum choque
estereoquimico, ou seja, sao as regioes permitidas e aonde se encontram as hélices-a e folhas-
B. As areas em amarelo mostram as regides limites onde um raio ligeiramente mais curto de
van der Waals ¢ usado no calculo. Isto faz com que se tenha uma regido adicional que

corresponda as hélices esquerda e direita.

Figura 5: Diagrama de Ramachandran. Em

vermelho, regido preferencialmente
permitida; amarelo, regido favoravelmente
permitida; amarelo claro, regido

adicionalmente permitida; e branco, regido
nao permitida.

6.8.3. G-factor

O G-factor fornece uma medida do desvio de uma dada propriedade
estereoquimica (angulos de torcdo e geometria covalente), baseado nas distribuicdes
observadas nos parametros estereoquimicos em sua base de dados e uma medida da
normalidade da estrutura como um todo.

O calculo do G-factor global envolve os diversos G-factors para toda a estrutura,
num unico nimero. O G-factor global ¢ a melhor medida da qualidade estereoquimica total de

uma molécula. Por exemplo, os residuos que caem nas regides nao permitidas do diagrama de
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Ramachandran terdo um G-factor baixo (ou muito negativo). O valor de G-factor baixo

sugere que algo pode estar errado com a geometria total da estrutura avaliada.

6.8.4. RMSD — Root Mean Square Deviations

O RMSD pode ser calculado de duas maneiras: (i) uma fun¢do de todos os atomos
de uma proteina (Engh e Huber, 1991) e (ii) uma fun¢do de algum subconjunto dos atomos,
como a estrutura principal da proteina ou posi¢des de C, (Kabash e Sander, 1983). O
parametro mais comum que expressa a diferenga entre duas estruturas protéicas ¢ o RMSD,
ou desvio médio quadratico, em posi¢des atOmicas entre as duas estruturas.

Quando o RMSD ¢ calculado como uma func¢do de todos os 4tomos de uma
proteina, podemos adotar a definicdo de que o RMSD serve para analisar a medida da
variagdo da posi¢do de cada dtomo de uma estrutura com relacdo a um vetor aceito, sendo
denominado RMSD da geometria ideal (Kearsley, 1989). O RMSD da geometria ideal utiliza
como parametros o comprimento e angulo de ligagdo ideais, derivados de uma analise
detalhada (Engh e Huber, 1991) de estruturas de pequenas moléculas no Cambridge Structural
Database (CSD).

Quando o RMSD ¢ calculado como uma fun¢do de algum subconjunto dos
atomos, ¢ comum a utilizagdo de um subconjunto de atomos de uma seqiiéncia peptidica,
como por exemplo, os atomos da cadeia principal (C, - Cy).

Uma vez que as estruturas de peptideos sdo geralmente descritas em coordenadas
atdmicas cartesianas, € surgem como uma orientacdo incorporada em relagdo ao espaco, o
RMSD ¢ uma funcao da distancia entre os atomos em uma estrutura € 0s mesmos atomos em

outra estrutura.
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6.9. Dinamica Molecular

O estudo do comportamento dindmico dos peptideos em solucdo ao longo do
tempo foi realizado através de calculos de dindmica molecular. Os calculos de dindmica e a
analise da trajetéria foram realizados utilizando-se o pacote de programas AMBER (Pearlman
et al., 1995), versdao 7 (Case et al., 2002), instalados em plataforma Linux. Esses experimentos
foram iniciados junto ao Laboratorio de Bioinformatica, Modelagem e Simulacdo de
Biossistemas (LABIO), da Faculdade de Informatica da PUC-RS, Porto Alegre-RS, em
colaboragdo com o Prof. Dr. Osmar Norberto de Souza e continuados em uma estagdo de
trabalho destinada a esta finalidade, montada a partir deste trabalho, no Laboratorio de
Biologia Estrutural e Zooquimica / C.E.I.S. (IBRC-UNESP, Rio Claro-SP).

O AMBER (4ssisted Model Building with Energy Refinement) ¢ um conjunto de
programas para a simula¢do de biomoléculas por dindmica molecular. O principal médulo do
AMBER ¢ o SANDER (Simulated Annealing with NMR-Derived Energy Restrain) que realiza
as minimizagdes de energia, simulagdes por dindmica molecular e refinamentos de
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN). Esse moddulo utiliza o processo de gradientes
conjugados para a minimizacdo de energia por mecanica molecular, geralmente apods alguns
passos do método de steepest-descendent, para corrigir energias iniciais muito desfavoraveis.
O pacote AMBER possui ainda uma série de programas desenvolvidos para a andlise das
trajetorias geradas pelas simulacdes.

Algumas etapas devem ser seguidas para a realiza¢do da simula¢do por Dindmica
Molecular. A primeira delas ¢ a obtencdo das coordenadas tridimensionais dos atomos que
compdem a molécula a ser analisada e do solvente utilizado, quando for o caso. Desta forma,
¢ possivel calcular as novas posi¢des e velocidades, e gerar uma trajetoria em funcdo de um
determinado periodo de tempo. E necessario estabelecer uma temperatura (e/ou pressio)

desejada e levar o sistema a esta temperatura (e/ou pressdo). Somente apds o sistema estar
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equilibrado nas condicdes iniciais desejadas ¢ que as propriedades dindmicas do sistema
podem ser calculadas (Schroeder, 2004).

A estrutura inicial da biomolécula a ser analisada pode ser obtida a partir da
estrutura tridimensional determinada através da cristalografia por difragdo de raios X ou por
Ressonancia Magnética Nuclear, sendo estas, técnicas experimentais, ou ainda, através de um
modelo gerado por estudos de modelagem molecular. Esta molécula ¢ entdo colocada em um
meio de simula¢do, que pode ser vacuo, meio continuo ou de solvente explicito e, se
necessarios, sao adicionados contra-ions para garantir a neutralidade do sistema. Esse sistema
¢ entdo relaxado com uma minimizac¢ao de energia para corrigir possiveis tensdes e interagdes
indesejaveis que existam na conformacdo inicial. Uma vez estabelecidas essas coordenadas
iniciais de simulag@o, podem entdo serem feitos os calculos da dindmica molecular.

As estruturas iniciais obtidas por modelagem molecular, usando-se o
MODELLER, foram imersas em uma caixa triclinica preenchida com solvente, sob condi¢des
periddicas de contorno. O solvente utilizado nos experimentos de trajetoria foi agua TIP3P
(Jorgensen et al., 1983), sendo que cada molécula de peptideo foi envolta por todos os lados
por uma camada de solvatagio de 10 A de moléculas de 4gua. Norberto de Souza & Ornstein
(1999), demonstraram anteriormente que uma camada de 10 A em volta de uma molécula de
proteina ¢ suficiente para a considerag@o do sistema de simulagdo como uma solugao diluida.

Os parametros da macromolécula, com todos os 4tomos explicitamente
considerados (modelo atomistico, ou all-atom model) e moléculas de adgua TIP3P foram
obtidos da biblioteca parm94.dat do AMBER 7.

O modelo de agua TIP3P ¢ um modelo rigido, com uma distancia O-H e angulo
H-O-H fixos em 0,9572 A e 104,52 A, respectivamente, com carga -0,834 para o Oxigénio e
0,417 para cada um dos Hidrogénios, e pardmetros de Lennard-Jonnes € = 76,54 ¢ ¢ = 3,15.

A preparacdo dos sistemas de simulagdo, assim como os céalculos e andlises das

trajetorias foram feitos em um computador Dell Pentium IV, de 1 GHz com 512 MB de
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memoria RAM e 80 GB de disco rigido € em um computador Intel Pentium IV, de 3,2GHz,
com 1GB de memoria RAM e 120 GB de disco rigido.

Cada peptideo foi inicialmente solvatado em um sistema cubico, adicionando-se
solvente (moléculas de 4gua do tipo TIP3P) em caixas retangulares até uma distancia de 10A
em todas as dire¢oes da molécula de peptideo (Figura 6). A tabela abaixo mostra a quantidade
de atomos do sistema, o numero de moléculas de 4gua e o tamanho de cada uma das caixas

construidas para os peptideos.

Tabela 6: Tabela mostrando niimero total de atomos, nimero de moléculas de dgua e tamanho
da caixa para os cinco peptideos. Estes parametros foram utilizados para a simulagio da

trajetoria.

: Tamanho da caixa (x/y/z) N°total de N° de moléculas de
PEPTIDEOS em A atomos agua (TIP3P)
Protonectarina-MP 44,67 /42,11 /39,79 5356 1720
Parapolybia-MP 47,68 /42,11 /42,04 6089 1964
Apoica-MP 39,54 /45,08 /50,12 6473 2076
Asn2-Polybia-MP 1 40,17 /38,72 /44,31 4784 1526
MK-578 44,53 /41,62 /50,12 6810 2204

Figura 6: Exemplo de defini¢do do sistema de simulag@o: ao centro (em
verde e azul) uma molécula do peptideo Apoica-MP solvatada por
moléculas de agua (em vermelho e branco), numa caixa de dimensdes
39,54x45,08x50,12 A. Esse sistema foi replicado periodicamente em
todas as dire¢des. Figura construida com o PyMol (DeLano Scientific
LLC, San Carlos, California).
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Nas simulagdes de biomoléculas de tamanho finito alguns cuidados devem ser
observados em relagdo ao meio de simulacdo (van Gunsteren et al., 1995). As primeiras
simulacdoes de biomoléculas foram realizadas no vacuo, entretanto, nestas condi¢des de
contorno da biomolécula, podem ocorrer distor¢des na superficie do sistema, que tende a se
deformar para minimizar a drea superficial (van Gunsteren & Mark, 1992). O efeito causado
pelo vacuo pode ser reduzido pela solvatacdo da macromolécula por uma camada de
moléculas de dgua. Neste caso, existem ainda efeitos de distor¢do do sistema na superficie
agua-vacuo. Estes efeitos podem ser minimizados através do uso de uma camada extra onde o
movimento dos atomos ¢ restrito, diminuindo assim, a influéncia do vacuo nessas moléculas
de 4gua (van Gunsteren & Mark,.1992).

Um método bastante adequado para a minimizagdo dos efeitos em um sistema
finito, ¢ a utilizagdo de condi¢des periddicas de contorno, onde os atomos sdo inseridos em
uma caixa cubica preenchida com o meio (ou solvente) de simulacdo e esta caixa ¢ tratada
como se estivesse rodeada por caixas idénticas por todos os lados. O meio em que os sistemas
sdo solvatados tem grande influéncia em sua estrutura, dindmica e termodinamica.

Nas interacdes calculadas, sdo considerados somente os vizinhos (ou imagens)
mais proximos. Assim, um atomo x da caixa central s interage com um atomo y (ou imagem
do atomo y) dentro de certo raio de interacdo permitido. Trata-se de um método
computacionalmente mais caro, mas tem sido amplamente empregado por ser uma
representacdo mais real dos sistemas biologicos.

Nestas condic¢des periddicas de contorno e explicitas do solvente, a biomolécula ¢
colocada em uma caixa retangular cheia de moléculas de solvente, de forma que a mesma
esteja fora de alcance de suas proprias imagens das caixas vizinhas (Smith et al., 1993). A
caixa € replicada em todas as dire¢des, porém os calculos sdo realizados somente para a caixa
central. Desta forma, quando uma molécula de solvente deixa a caixa por um lado,

imediatamente entra novamente pelo lado oposto, com a mesma velocidade impedindo que
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ocorram variagcdes no numero de atomos durante toda a simulagdo (van Gunsteren &
Berendsen, 1990).

Foi feita uma etapa de relaxagdo das interagdes desfavoraveis entre a molécula do
peptideo e as moléculas do solvente. A relaxagdo foi realizada através de 200 passos de
minimiza¢do de energia, com o algoritmo steepest descent, sem restricdo (constrains) dos
movimentos do peptideo e do solvente, para remo¢ao de contatos de van der Waals muito
proximos. Os arquivos de entrada utilizados para a minimizacdo de energia dos sistemas

foram preparados como mostram os exemplos abaixo:

# Minimization. NTF=NTC=2
&entrl imin=1,
ntpr=10,
ntf=2.dielc=1.0, igh=0, scnb=2.0, scee=1.2,
ibelly=0, ntr=0, cut=9.0,
ntc=2, tol=0.00001,
maxcyc=200, ncyc=100, ntmin=1, dx0=0.01, dxm=0.5, drms=0.0001,
&end
&ewald
a=40, b=46, c=51,
&end

#Minimizing Solvent (pep + WAT) only

#

#cp apoi WAT.crd ref.crd

~/AMBER7/exe/sander -O -1 mini_00.in -o mini_00.out \

-p ../apoi_WAT.top -e mdene -c ../apoi_ WAT.crd -r mini_00.rst \
-ref ref.crd -x mderd -v mdvel -inf dna.mdinfo

rm -f ref.crd

As simulagdes para os cinco peptideos foram realizadas em um ensemble
isobarico-isotérmico (NTP), a 298,16 K (25 °C) e 1 atm de pressdo, utilizando o programa
SANDER do pacote AMBER 7. Os arquivos de topologia e coordenadas da molécula
modelada foram preparados com o programa Leap do pacote do AMBER 7.

As interacdes eletrostaticas entre &tomos nao-ligados foram avaliadas pelo método
PME (Particle-mesh Ewald) (Essmann et al.,, 1995), que utilizou uma malha de
aproximadamente 1A para a interpolagio do somatério no espaco direto. As interagdes de

Lennard-Jones foram avaliadas utilizando uma distdncia maxima de 9A.
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As simulagdes foram realizadas durante 10 ns, utilizando os seguintes parametros

no arquivo de entrada:

# 1000 ps NTP. NTF+NTC=2. Heating from 10-298.16K.NPSCAL=1
&cntrl imin=0, ntx=1, irest=0, ntrx=1,
ntxo=1, ntpr=50,
ntwr=250, iwrap=0, ntwx=500, ntwe=0,
ioutfm=0, ntwprt=0,
ntf=2, ntb=2, dielc=1.0, igb=0, scnb=2.0, scee=1.2,
ibelly=0, ntr=0, cut=9.0,
nstlim=500000, nscm=0, t=0.0, dt=0.002,
temp0=298.16, tempi=10.0, ig=555333, heat=0.0001, ntt=1,
dtemp=10.0, tautp=1.0, vlimit=10.0,
ntp=1, pres0=1.0, comp=44.6, taup=2.0, npscal=1,
ntc=2, tol=0.00001,
&end
&ewald
a=40, b=46, c=51,
&end

A andlise das trajetorias geradas foram feitas com auxilio do programa Ptraj do
pacote AMBER 7. As andlises para defini¢do das estruturas secundarias a partir das
coordenadas tridimensionais foram realizadas através do programas DSSP (Dictionary of
Protein Secundary Structure) (Kabsch & Sander, 1983). A partir do relatorio emitido apds
analise pelo DSSP, pode-se obter diversas informagdes a respeito da estrutura secundaria da
molécula. O relatério mostra caracteristicas da estrutura secundaria, caracteristicas
geométricas, exposicao ao solvente a partir de um arquivo de input no formato pdb (Protein
Data Bank format), ou seja, arquivo das coordenadas tridimensionais da molécula. E
importante ressaltar que o programa nao prediz a estrutura da molécula, apenas fornece

informacodes topologicas a respeito da estrutura em questao.

6.10. Troca isotopica H/D

As andlises de trocas H/D dos complexos proteolipossomos foram realizadas

através da associacdo de cada peptideo a lipossomos em suspensao.
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Para a preparagdo de vesiculas foi utilizada uma solucdo contendo fosfatidilcolina
(PC) em cloroférmio (PA / MERCK). Esta solu¢dao foi seca em fluxo de nitrogénio (N3)
através de uma secagem rotativa, para promover a aderéncia do filme de fosfolipidio no tubo
de ensaio. Apos a secagem, os tubos foram levados para um liofilizador por 12 horas, para a
retirada de tragos de solvente.

O filme de PC foi re-suspendido em agua ultrapura através de agitacdo mecanica
por 2,5 min, de modo que a concentragdo final de PC fosse 10 mM. Essa suspensao foi levada
a um sonicador equipado com transdutor de titdnio (Virtis-475 / VIRSONIC), em banho de
gelo por 10 minutos, numa poténcia aproximada de 44W. Apos esse tempo, a suspensao foi
transferida para um tubo Eppendorf e centrifugada a 3000 rpm por 5 minutos, para promover
a retirada de residuos de titdnio metalico.

Foram obtidos espectros MS e MS/MS controles, adicionando-se os peptideos as
suspensdes de lipossomos em auséncia de deuteragcdo. Para essas analises, as amostras foram
preparadas imediatamente antes da introdug¢do das mesmas no espectrometro de massas,
sendo os componentes adicionados na seguinte ordem: suspensdo de lipossomos 3 mM;
peptideo na concentragdo de 6,25x107 pg/uL; e 0,1% (v/v) de acido formico. Além disso,
cada peptideo na forma soluvel foi totalmente deuterado (condicdo na qual todos os
hidrogénios trocaveis foram substituidos por deutério), através da incubacao do mesmo em
D,0 90% (v/v) em agua. Os espectros MS/MS dos peptideos totalmente deuterados também
foram utilizados como medidas de referéncia, necessarias aos calculos de deuteracdo e ajuste
das melhores condigdes para a etapa seguinte. Foram feitas incubacdes em diferentes
porcentagens de D,0, até que fosse determinada a concentragdo final de D,O onde somente os
deutérios das ligacdes peptidicas (menos susceptiveis as destrocas rapidas) permanecessem
nos sitios de troca, garantindo assim, a “marcacao” de apenas 1 deutério por ligagdo peptidica.

A troca H/D foi feita através da adi¢ao de 40% (v/v) de 6xido de deutério (D,O

99%, CAMBRIDGE ISOTOPE LABORATORIES) as amostras preparadas conforme
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descrito acima para os espectros controle. Os pardmetros analiticos utilizados para aquisi¢cao
dos espectros foram os mesmos utilizados para os outros dados de massas, descritos no item

6.3 acima.

6.11. Atividade hemolitica

Os experimentos de atividade hemolitica foram realizados com base na

metodologia utilizada por de Souza et al. (2005).

6.11.1 Obtencao dos eritrocitos

Foram adicionados cerca de 500 uL de sangue extraido da cauda de ratos Wistar
fémeas em 50 mL de solucdo salina (NaCl 0,85%, CaCl, 10 mM) sob leve agitagdo, em
agitador magnético (MA-089 MARCONI). Esta suspens¢ao de eritrocitos foi mantida por 15
minutos sob agitacdo leve para evitar coagulagao.

A suspensao de eritrécitos foi centrifugada em centrifuga clinica (Z-200A
HERMLE) a 3000 rpm durante 15 minutos. Retirou-se o sobrenadante e ressuspendeu-se as
células em 10 mL de solucao salina, para lavagem dos eritrocitos. Repetiu-se esta operagao
por mais duas vezes.

O sobrenadante da ultima centrifugagao foi descartado € o concentrado de hemacias
obtido ao final das centrifugacdes foi considerado como sendo 100% de células. Foi
preparada uma suspensdo de eritrocitos a 1%, diluindo-se a suspensdo concentrada descrita
acima, com solugdo salina isotonica. Essa suspensdo a 1% foi utilizada nos ensaios de

atividade hemolitica.
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6.11.2. Ensaio de hemolise

Foi montada uma bateria de ensaios em microplaca (COSTAR), onde cada orificio
continha diferentes concentragdes de cada peptideo, dissolvidas em 10 uL de solugdo salina.
A cada pogo foram adicionados 90 uL da suspensdo de eritrocitos perfazendo um volume
final de 100 pL. Foram testadas concentragdes de peptideo variando de 3x10* a 5x10™
ng/uLl, em triplicata. Para o controle de 0% de hemolise foram adicionados 10 pL de solugao
salina e 90 pL da suspensdo de eritrdcitos e, para o controle de 100% de hemolise, foram
adicionados apenas 10 pL de solucdo salina acrescida de 1% (v/v) de Triton X-100 (t-
Octilfenoxipoli-etoxietanol, SIGMA), em 90 pL de suspensao de eritrocitos.

A placa foi incubada a temperatura ambiente por 2 horas sob leve agitacao. Apos
este periodo de incubagdo, o conteudo de cada orificio foi centrifugado por 5 minutos a 3000
rpm, em uma centrifuga Compacta Avanti 30 (BECKMAN). Com o sobrenadante, montou-se

uma nova placa para realizagao das leituras de absorbancia, que foi realizada em uma leitora

de placas (Biotrak I - AMERSHAM BIOSCIENCE), com filtro de 540 nm.

6.12. Degranulacio de Mastdcitos

Os testes de degranulagdao de mastocitos foram feitos segundo metodologia de Hide

et al. (1993) com algumas modificagdes. Foram testados os cinco peptideos nas concentragdes

variando de 3x10™ a 5x10™" pg/puL em triplicata e utilizou-se o peptideo HR-II como peptideo

padrao para degranulagdo (Tuichibaev et al., 1988), também nas mesmas concentracdes.

6.12.1. Preparo das solucoes
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Foram preparadas as seguintes solugdes para a realizacdo dos testes de

degranulacio de mastocitos:

Solucdo MCM-1 (mast cell medium)

Para 100 mL de solugdo MCM-1, foram colocados 0,877 g de NaCl (MERCK),
0,028 g de KCl (MERCK), 0,043 g de NaH,PO4 (SYNTH), 0,048 g de KH,PO4 (SYNTH),
0,10 g de glicose (SYNTH), 0,10 g de BSA (SIGMA), 90 uL de CaCl, (1M) (VETEC) e 100

mL agua bidestilada.

Solucdo MCM-2

Para a solugdo MCM-2 utilizou-se 100 mL de MCM-1 e 50 uL de Liquemine

(Heparina Sodica 5000 UI/0, 25 mL ROCHE).

Solucdao SH

Dissolveu-se 0,588 g de Citrato trissodico (MERCK) em 10 mL de agua
bidestilada. O pH foi ajustado para 4,5 com solucao de HCI (1M) (SYNTH). A 10 mL desta
solucdo de citrato trissodico (pH 4,5), foram adicionados 0,0034 g de p-nitrofenil-N-acetil-3-

glucosaminidina (SIGMA).

6.12.2. Isolamento dos mastdcitos

Os ratos foram anestesiados com éter e em seguida decapitados para retirada do
sangue. Foi feito um corte longitudinal no abdémen para expor a cavidade peritonial. Os
orgdos foram afastados e fez-se a lavagem desta cavidade com 20 mL de solugdo MCM-2,
para se extrair o fluido contendo os mastocitos em suspensdo. Este fluido foi coletado com
auxilio de uma seringa e armazenado em banho de gelo. Repetiu-se este procedimento por trés

VECZCES.
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O fluido peritonial foi centrifugado a velocidade de 100 g por 5 min, a 4 °C. O
sobrenadante foi descartado, o sedimento de células foi ressuspendido em 2 mL de MCM-1 e
centrifugado novamente sob as mesmas condig¢des. O sobrenadante foi novamente retirado e
ressuspendido em 2 mL de MCM-1. Esta suspensdo de células foi utilizada para o ensaio de
degranulacdo de mastocitos.

Foi feita a contagem das células em camara de Neubauer com auxilio de uma
solugdo corante 0,05% (v/v) de cristal violeta em HCI (3,6N). Ajustou-se a concentragdo para

4.5 x 10° células/mL.

6.12.3. Ensaio de degranulacio de mastocitos

Preparou-se microplacas (COSTAR) colocando-se 90 puL da suspensdo de
mastocitos e 10 uL das solu¢des com diferentes concentragdes de cada peptideo. Para o valor
de referéncia “zero%" de degranulagdo foram adicionados 10 pL de dgua bidestilada e 90 uL
da suspensdo de mastocitos, para que a diluicao do fluido peritonial fosse a mesma em toda a
placa. Para o valor de referéncia “100%” de degranula¢do adicionou-se 10 pL de 4gua
bidestilada contendo 1% (v/v) de Triton X-100 e 90 uL da suspensdo de mastocitos.

Esta microplaca foi incubada por 15 min a 37 °C em banho-maria para que
houvesse o extravasamento do contetido dos granulos dos mastocitos. Passado esse tempo, o
conteudo de cada orificio foi centrifugado a 1000 rpm por 5 min, sendo o sobrenadante
removido e utilizado na seqiiéncia das analises.

Com os sobrenadantes, montou-se uma nova placa, com cada orificio contendo 50
uL de sobrenadante e 50 uLL de SH. Esta placa foi incubada por 6 horas, a 37 °C.

Apbs a incubagdo, descartou-se 50 puL de cada orificio e acrescentou-se 150 uL de

solucao Tris 0,2 M (SIGMA) a cada um deles. A medida de degranulagao foi feita através da
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leitura de absorbancia a 405 nm, em leitora de placas (Biotrak II — AMERSHAM

BIOSCIENCE).

6.13. Prova de sensibilidade bacteriana (Antibiograma)

Os testes para verificagdo de atividade antimicrobiana dos peptideos foram
realizados através da determinagdo da concentragdo inibitorio minima (MIC). Os
experimentos foram montados em micro-placas de 96 canais e a visualizagao dos resultados
foi feita utilizando-se o cromdforo cloreto de trifeniltetrazolium (TTC) (MALLINCKRODT),
segundo metodologia descrita por Coyle et al. (2003) e Meletiadis et al. (2000).

Os peptideos foram testados contra os seguintes microrganismos: Bacilus subtilis
(CCT 2576), Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Escherichia coli (ATCC 25922) e
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15442), obtidos no Laboratério de Microbiologia do Centro
de Estudos de Insetos Sociais — C.E.I.S. (IBRC/UNESP). Foram utilizados: meio de cultivo
Miiller-Hinton (DIFCO), meio de cultivo Miiller-Hinton Broth (DIFCO) para manutengao e
cultivo desses microrganismos. Toda a manipula¢do dos microrganismos foi feita em camara
de fluxo laminar vertical (PACHANE) e todo material utilizado no cultivo foi esterilizado em
autoclave vertical AV30 (PHOENIX), por 20 minutos a 121 °C e 1 atm.

Para a realizagdo do experimento, os indculos foram preparados em solugdo salina
(NaCl 0,9%) a partir de colonias novas (colonias de 18 horas). A concentragdo desses
indculos foi ajustada para 0,5 da escala de McFarland. Foram adicionados 200 uL de in6culo
em 20 mL de meio Miiller-Hinton liquido, sendo essa suspensao utilizada para a montagem
das micro-placas.

Em cada orificio da placa foram colocados 10 puL de solucdo de peptideo (diluido
em agua esterilizada em diferentes concentragdes), 10 uLL da suspensdo de indculo e 80 puL de

meio Miiller-Hinton liquido.
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Para o valor de referéncia zero, foram colocados 80 puL. de meio Miiller-Hinton
liquido, 10 uL de agua bidestilada esterilizada e 10 uL de salina. Para o valor de referéncia
100%, foram colocados 10 uL de dgua e 10 pL da suspensdo de indculo e 80 puL de meio
Miiller-Hinton liquido. Foi montada uma placa para cada espécie de microrganismo
mencionado acima. As placas foram incubadas em estufa de cultura a 34 °C, por 18 horas.
Apos este periodo, acrescentou-se a cada orificio 10 pL de TTC 0,5% (m/v) em agua. As

leituras foram realizadas apds 3 horas de re-incubagdo das placas em estufa a 34 °C.
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7. RESULTADOS E DISCUSSAO

7.1. Sintese, purificacio e controle de qualidade dos peptideos.

Os peptideos obtidos a partir da sintese foram purificados em HPLC. A Figura 7
mostra o cromatograma de purificagdo do peptideo Protonectarina-MP realizado em
condi¢des isocraticas, de 53% (v/v) de acetonitrila [contendo TFA 0,1% (v/v)]. Como pode
ser observado, o pico referente ao peptideo Protonectarina-MP apresentou tempo de retencao
de 25,16 minutos. Essas condi¢cdes de purificagdo foram repetidas inumeras vezes para a
amostra sintética, até obtencdo de uma quantidade de amostra suficiente para a realiza¢do das

analises propostas neste projeto.

Cromatograma de purificacio do Protonectarina-MP
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Figura 7: Perfil cromatografico sob fase reversa do peptideo Protonectarina-
MP, sob condigdes isocraticas de Acetonitrila 53% (v/v) [contendo TFA 0,1%
(V/V)], em coluna Nucleosil C18 (10 x 250 mm) e fluxo de 2 mL/min.

Para a purificagdo do peptideo Parapolybia-MP, foi utilizada fase movel em
condicdes isocraticas, constituida por acetonitrila 58% (v/v) [contendo TFA 0,1% (v/v)],
durante 30 minutos. A fra¢do correspondente ao peptideo Parapolybia-MP apresentou um

tempo de retengao de 14,92 minutos (Figura 8).
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Figura 8: Perfil cromatografico sob fase reversa do peptideo Parapolybia-MP,
sob condicdes isocraticas de Acetonitrila 58% (v/v) [contendo TFA 0,1%
(V/V)], em coluna Nucleosil C18 (10 x 250 mm) e fluxo de 2 mL/min.

Para os mastoparanos Apoica-MP ¢ Asn2-Polybia-MP 1, a purificacdo foi
realizada sob condi¢des isocraticas com acetonitrila 60% (v/v) [contendo TFA 0,1% (v/v)],
sendo o fluxo do solvente de 2 mL/min. As Figuras 9 e 10 mostram os resultados da
purificacao obtidos para os dois peptideos, respectivamente. O peptideo sintético Apoica-MP
apresentou tempo de retencao de 14,29 min., como mostra o pico assinalado na Figura 9,
enquanto que o peptideo Asn2-Polybia-MP 1 teve tempo de retencao de 15,71 min. (pico

identificado na Figura 10).
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Figura 9: Perfil cromatografico sob fase reversa do peptideo Apoica-MP, sob
condig¢des isocraticas de Acetonitrila 60% (v/v) [contendo TFA 0,1% (V/V)], em
coluna Nucleosil C18 (10 x 250 mm) e fluxo de 2 mL/min.
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Figura 10: Perfil cromatografico sob fase reversa do peptideo Asn2-Polybia-
MP I, sob condigdes isocraticas de Acetonitrila 60% (v/v) [contendo TFA 0,1%
(V/V)], em coluna Nucleosil C18 (10 x 250 mm) e fluxo de 2 mL/min.

O cromatograma de purificagdo do peptideo MK-578 (Figura 11) mostra que a
amostra sintética deste peptideo apresentou um tempo de retencdo de 13,36 minutos em um
cromatograma realizado sob eluicdo isocratica de 48% (v/v) de acetonitrila [contendo TFA

0,1% (v/v)].
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Figura 11: Perfil cromatografico sob fase reversa do peptideo MK-578,
sob condi¢des isocraticas de Acetonitrila 48% (v/v) [contendo TFA 0,1%
(V/V)] em coluna Nucleosil C18 (10 x 250 mm) ¢ fluxo de 2 mL/min.

Apobs o término da purificagdo de todos os peptideos, foram feitas as andlises de
espectrometria de massas. Esses experimentos foram realizados tanto para a confirmagdo das
massas corretas, quanto para verificagdo da pureza de cada amostra apds a cromatografia
(Figuras 12, 13, 14, 15 e 16).

A Figura 12 mostra o espectro de massas obtido para a amostra referente ao

peptideo Protonectarina-MP. Utilizando-se o software MassLynx, para calculo da massa
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molecular tedrica da seqiiéncia peptidica do Protonectarina-MP, encontrou-se um valor de

1580,89 Da, confirmando o valor previsto. Na Tabela 7 (a seguir) podemos fazer uma

comparacdo das massas monoisotdpicas calculadas e experimentais dos cinco peptideos

sintetizados.
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Figura 12: Espectro de massas ESI-MS, no modo positivo, do peptideo Protonectarina-MP.

As Figuras 13, 14, 15 e 16 sdo referentes aos espectros de massas dos peptideos

sintéticos Parapolybia-MP, Apoica-MP, Asn2-Polybia-MP I e MK-578, respectivamente. Para

o peptideo Parapolybia-MP, foi obtido um valor de m/z 1617,98, correspondente ao valor de

massa molecular na forma protonada [M+H']. Desta forma, pode-se concluir que a massa

molecular obtida experimentalmente para o peptideo sintético ¢ 1616,98 Da.
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Figura 13: Espectro de massas ESI-MS, no modo positivo, do peptideo Parapolybia-MP.

Na Figura 14, observa-se que o peptideo analisado apresentou relagao m/z 1583,32

na forma [M+H]", que leva a concluir que o mesmo possui massa molecular 1582,32 Da.

Semelhantemente, obteve-se para os peptideos Asn2-Polybia-MP I e MK-578 massas
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moleculares de 1652,27 Da e 1582,39 Da, respectivamente, confirmando os valores esperados

de massas para esses peptideos, sugerindo que a sintese foi correta para os mesmos.
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Figura 14: Espectro de massas ESI-MS, no modo positivo, do peptideo Apoica-MP.
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Figura 15: Espectro de massas ESI-MS, no modo positivo, do peptideo Asn2-Polybia-MP 1.
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Figura 16 Espectro de massas ESI-MS, no modo positivo, do MK-578.

Na Tabela 7 pode-se fazer uma comparagao das massas monoisotdpicas calculadas
e aquelas obtidas experimentalmente para os cinco peptideos sintetizados. Os desvios nos

valores de massas experimentais ¢ calculadas sdo inferiores a 1 u.m.a, sendo que essas
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pequenas diferengas decimais sdo referentes ao erro experimental e resolugdo do

equipamento, os quais se encontram dentro das condi¢des analiticas permitidas.

Tabela 7: Massas moleculares monoisotopicas calculadas e experimentais dos
peptideos sintetizados.

PEPTIDEOS Massa Calculada (Da) Massa Experimental (Da)
Protonectarina-MP 1580,96 1580,40
Parapolybia-MP 1616,98 1616,98
Apoica-MP 1582,94 1582,32
Asn2-Polybia-MP 1 1652,04 1652,27
MK-578 1582,94 1582,99

A partir desta tabela, podemos concluir que todos os peptideos foram corretamente
sintetizados, pois as massas moleculares das amostras sintetizadas sdo correspondentes as
massas moleculares das seqiiéncias dos cinco mastoparanos. A confirmagdo da seqiiéncia
correta dos peptideos também foi realizada através do seqiiénciamento por Quimica
Degradativa de Edman de todas as amostras purificadas.

Apbs a andlise dos resultados obtidos pelo seqliénciamento automdtico dos
peptideos por Quimica Degradativa de Edman, foi concluido que todos os peptideos foram
corretamente sintetizados. Essas amostras foram entdo utilizadas para todos os experimentos

subseqiientes propostos neste estudo.

7.2. Estudos estruturais

As andlises de dicroismo circular fornecem informacdes que refletem tanto as
caracteristicas estruturais, quanto as mudancas conformacionais de interagdo de peptideos
com membranas. Desta forma, para um entendimento dessas mudangas e interagdes, as
analises de dicroismos circular de moléculas bioldgicas sdo realizadas em diferentes

ambientes, simulando-se os meios naturais onde essas moléculas possam estar atuando.
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Os surfactantes t€ém uma tendéncia, dependente da concentracdo, de formar
espontaneamente aglomerados em grupos moleculares. Esses grupos de moléculas em forma
de esfera, em torno de quatro nandmetros de didmetro, sdo chamados de micelas. A
concentragdo minima na qual as micelas se formam ¢ denominada de Concentra¢cdo Micelar
Critica ou CMC. Desta forma, as analises de dicroismo circular foram feitas em solucao de
SDS, em concentragdes acima e baixo da CMC, para que fosse possivel observar o
comportamento estrutural dos peptideos em ambiente com presenca e auséncia dessas
micelas.

O SDS ¢ um surfactante, sendo que acima da CMC, suas moléculas passam a se
agregar sob a forma de micelas. Essas micelas possuem um interior hidrofobico e uma
camada externa hidrofilica negativa (Figura 17), simulando desta forma, um ambiente de

membranas bioldgicas.
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Figura 17: Esquema de uma micela
de SDS em 4gua. Em vermelho, as
cabecas carregadas negativamente; e
em cinza/azul as caudas hidrofobicas.
Fonte: Http://mrsec.wisc.edu/Edetc/
nanolab/micelle/text.htm

Foram descritos espectros padrdes de dicroismo circular para as estruturas
secundarias “puras”, ou seja, totalmente hélice-a, 100% de folha-f3 e estruturas aleatorias,
como mostra a Figura 18. Estes espectros foram obtidos a partir de solu¢ao de poli-L-Lisina,
que sob temperaturas e valores de pH diferentes, assume as trés conformagdes (Greenfield e
Fasman, 1969). Além disso, adi¢ao de um detergente anionico, como o SDS, que geralmente

funciona como um poderoso agente estruturador em pequenos peptideos, e usualmente induz
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a formacao de hélices-a, causa mudancgas no espectro de dicroismo circular. Freqiientemente,
em pequenos peptideos esses detergentes induzem a formacdo de hélice-a e,

conseqlientemente, também causa alteracdes no espectro de dicroismo circular (Grottesi et al.,

1998).
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Figura 18: Espectros de dicroismo
circular de estruturas secundarias “puras”
(modificado de Greenfield & Fasman,
1969).

A partir dos espectros de dicroismo circular de proteinas e peptideos ¢ possivel
determinar a porcentagem de cada estrutura secundaria na molécula, porém, nao ¢ possivel
determinar quais residuos de aminodcidos estdo envolvidos na formagdo das estruturas.
Geralmente, para as moléculas que apresentam estruturas em hélice-a, sdo observadas duas
bandas negativas em 222 nm e 208 nm, com magnitudes aproximadas, além de uma banda
positiva em 190 nm.

Para as conformagdes em folha-f, ¢ observada caracteristicamente uma regido
negativa a 216 nm e uma positiva proxima de 195 nm. Ja a caracterizagao espectroscopica das
estruturas aleatdrias apresenta um forte sinal negativo um pouco abaixo de 200 nm, uma faixa
positiva em 218 nm e uma negativa bem fraca em 235 nm (Roger & Nordén, 1997).

Para o inicio dos estudos de caracterizacdo estrutural dos cinco mastoparanos

foram feitas analises de dicroismo circular sob diferentes condi¢des. Todas as amostras foram
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analisadas na concentragdo de 20 puM, variando-se somente o solvente: dgua, SDS 165uM
(abaixo da concentracdo micelar critica — CMC), SDS 8 mM (acima da CMC) e TFE 40%
(v/v). Numa segunda etapa foram feitas andlises em presenga de vesiculas zwitterionicas e
anidnicas.

A Figura 19 mostra os espectros de dicroismo circular do peptideo Protonectarina-
MP. Em meio contendo SDS abaixo e acima da CMC, e em presenga de TFE 40% (v/v), foi
observado um sinal positivo em 190 nm e bandas negativas proximas a 208 nm e 222 nm,
caracterizando, assim, a existéncia de conformacao em hélice-o. nesses meios. A curva
dicroica deste peptideo em agua mostra que nesta condicdo a molécula comporta-se de

maneira aleatoria, sem estrutura secundaria definida.
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Figura 19: Espectros de dicroismo circular do peptideo
Protonectarina-MP, obtidos em solugdo aquosa, solugdo
de SDS 165 uM e 8 mM e solucdo de TFE 40%.

Os espectros de dicroismo circular do peptideo Parapolybia-MP (Figura 20)
mostram bandas positivas em 190 nm em solu¢do contendo SDS acima da CMC e TFE 40%
(v/v). Porém, quando em solugdo de SDS abaixo da CMC, observa-se um pequeno
deslocamento dos sinais positivos para a direita, proximos de 195 nm. Em solu¢do aquosa,
observa-se uma banda negativa proximo de 200 nm. Em presenca de SDS abaixo da CMC

(165 uM), foram observados sinais negativos nas regides de 208 nm e 225 nm, porém esses

67




sinais sdo menos intensos quando comparados com os sinais obtidos nas solugdes de SDS

acima da CMC e TFE 40% (v/v).

40000 Parapolybia MP (20 uM)
agua

30000 4 K —— 165 uM SDS
AN 40% TFE

20000

[@] (deg cm’/ dmol)

-10000 -

-20000 -

T T T T T T T T 1
180 190 200 210 220 230 240 250 260 270
wavelength (nm)

Figura 20: Espectros de dicroismo circular do
peptideo  Parabolybia-MP, obtidos em solugdo
aquosa, solugdo de SDS 165 uM ¢ 8 mM e solugdo
de TFE 40%.

Para o mastoparano Apoica-MP, observam-se bandas negativas na regido do 208
nm e 222 nm ¢ uma banda positiva na regido de 190 nm para os tratamentos com SDS acima e
abaixo da CMC e com TFE 40% (v/v). Em meio aquoso, detectou-se um sinal negativo

proximo da regido de 200 nm (Figura 21).
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Figura 21: Espectros de dicroismo circular do peptideo
Apoica-MP, obtidos em solugdo aquosa, solu¢do de
SDS 165 uM e 8 mM e solugdo de TFE 40%.
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Na Figura 22 sdo apresentados os espectros de dicroismo circular do Asn2-

Polybia-MP I em diferentes condic¢des. Foi observada uma banda positiva proxima de 190 nm

e bandas negativas na regido de 208 nm e 222 nm, nas preparagdes em que Asn2-Polybia-MP

I foi analisado em presenca de SDS, tanto abaixo quanto acima da CMC e TFE 40% (v/v).
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Figura 22:

Espectros de dicroismo circular do

peptideo Asn2-Polybia-MP 1, obtidos em solugdo
aquosa, solugdo de SDS 165 uM e 8 mM e solugdo

de TFE 40%.

Os espectros de dicroismo circular do peptideo MK-578 apresentaram sinais

positivos em 190 nm e sinais negativos em 208 nm e 222 nm, quando em presenca de SDS 8

mM e TFE 40% (v/v) (Figura 23). Em presenca de SDS na concentracdo de 165 uM,

observou-se um sinal negativo mais proximo de 210 nm e 222nm nao tao intenso quanto em

presenga de SDS 8 mM e TFE 40%, sendo que o sinal positivo foi mais intenso proximo de

195 nm. O espectro de dicroismo circular deste peptideo em agua mostrou uma banda

negativa proximo de 200 nm, sendo que em 218 nm e 230 nm o sinal foi bem préximo de zero

(Figura 23).
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Figura 23: Espectros de dicroismo circular do
peptideo MK-578, obtidos em solugdo aquosa,
solucdo de SDS 165 uM e 8 mM e solugdo de TFE
40%.

Como ja visto anteriormente, as técnicas de espectroscopia, como dicroismo
circular, podem ser utilizadas para elucidar informacgdes a respeito da estrutura secundéria de
proteinas e peptideos, pois permitem estimar quantidades de hélice-a, folha-f e estruturas
desordenadas (aleatorias ou randdmicas), adotadas pelas moléculas. Essas estruturas sao
utilizadas nos estudos de propriedades de sistemas bioldgicos que envolvem membranas, por
mimetizarem sua organizagdo estrutural, permitindo assim o estudo das interacdes dessas
moléculas com as membranas bioldgicas. A manipulagdo da composi¢ao fosfolipidica e a
adicdo de componentes naturais facilitam o direcionamento e escolha dos métodos
experimentais do estudo a ser realizado (Lorenzi, 2002). Os lipossomos t€ém sido usados em
estudos de proteinas de membranas, transporte de substancias e de interagdo de toxinas de
membrana (Lasic, 1988).

Foram realizados experimentos em presenca de vesiculas contendo diferentes
composi¢des de fosfolipidios, para uma verificagcdo do tipo de estrutura que estes peptideos
adquirem quando em contato com membranas.

Nas Figuras 24, 25, 26, 27 e 28 estdo representados o espectros de CD obtidos para

os peptideos Protonectarina-MP, Parapolybia-MP, Apoica-MP, Asn2-Polybia-MP I ¢ MK-
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578, respectivamente, em tampao Tris-borato (pH 7,5) e em presenca de vesiculas neutras

(PC) e carregadas (PC/PG-7030). Todos os peptideos foram manipulados na concentracao de

20 uM.

Figura 24: Espectros de dicroismo circular
do peptideo Protonectarina-MP, obtidos em
tampdo Tris-borato (pH 7,5), suspensdo de
vesiculas de PC e vesiculas de PC/PG-7030.

Figura 25: Espectros de dicroismo circular
do peptideo Parapolybia-MP, obtidos em
tampdo Tris-borato (pH 7,5), suspensdo de
vesiculas de PC e vesiculas de PC/PG-7030.

Figura 26: Espectros de dicroismo circular do
peptideo Apoica-MP, obtidos em tampao Tris-
borato (pH 7,5), suspensdo de vesiculas de PC e
vesiculas de PC/PG-7030.

Figura 27: Espectros de dicroismo circular do
peptideo Asn2-Polybia-MP I, obtidos em tampao
Tris-borato (pH 7,5), suspensdo de vesiculas de
PC e vesiculas de PC/PG-7030.

Figura 28: Espectros de dicroismo circular do
peptideo MK-578, obtidos em tampdo Tris-
borato (pH 7,5), suspenséo de vesiculas de PC ¢
vesiculas de PC/PG-7030.
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As Tabelas 8 e 9 mostram os resultados obtidos ap6s os célculos de elipticidade
molar em 222 nm e fracdo de hélice-a, calculadas segundo equacdes mostradas no item 6.5

(Materiais e Métodos).

Tabela 8 Elipticidade molar em 222 nm e frag@o de hélice-a dos peptideos Protonectarina-MP, Parapolybia-MP,
Apoica-MP, Asn2-Polybia-MP I e MK-578, em solugdo aquosa, em solugdo de SDS 165 uM ¢ 8 mM e TFE 40%
(V/V).

Agua 165 uM SDS 40 % TFE 8 mM SDS
[®]222 fH [®]222 fH [®]222 fH [®]222 fH
Protonectarina-MP  -4330,96  0,1263  -12261,5 03867 -14594,6 04633 -12383,8  0,3907
Parapolybia-MP -567,480 0,003  -12616,5 03984 -15209,1 04835 -12997,5 0,4109
Apoica-MP -394,547 0,003  -11332,5 03562 -128464 04059 -12273,9 03871
Asn2-Polybia-MP I  -2635,10 0,071  -12865,1  0,4065 -13488,1 04270 -13051,0 04126
MK-578 -606,515 0,004 -8885,29 02758 -9417,02 0,2933  -7554,56 _ 0,2322

[@]1, = elipticidade molar em 222 nm e f;; = fracdo de hélice-o

Tabela 9: Elipticidade molar em 222 nm e fragdo de hélice-a. dos peptideos
Protonectarina-MP, Parapolybia-MP, Apoica-MP, Asn2-Polybia-MP I e MK-578 em
tampdo Tris-borato (pH 7,5), em presenga de vesiculas sintéticas neutras (PC) e
anionicas (PC/PG-7030).

Tampao Tris- Vesiculas neutras Vesiculas anidnicas

borato (pH 7,5) (PC) (PC/PG-7030)

(Ol Ju (Ol Ju (Ol Ju
Protonectarina-MP -4673,08 0,1375  -7978,61  0,2460 -12455,53  0,3930
Parapolybia-MP -1926,64 0,0473  -3781,53  0,1082  -7484,89 0,2298
Apoica-MP -1947,32  0,0482  -6075,73  0,1835  -2689,86 0,0724
Asn2-Polybia-MP I -1294,33  0,0265  -5747,45  0,1728 -12389,01  0,3909
MK-578 -1568,75 0,0355  -2098,14  0,0529 -8977,61 0,2788

[®],2, = elipticidade molar em 222 nm e fi; = frag@o de hélice-a

A Tabela 10 mostra uma comparacao entre os peptideos quanto a porcentagem de
hélice-o. assumida pelos mesmos nas diferentes condi¢des testadas. Além disso, ¢ mostrada
uma coluna com a posicdo ocupada pelas cargas positivas na seqiiéncia primdria de cada

peptideo.
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Tabela 10: Porcentagens de hélice-o. dos peptideos Protonectarina-MP, Parapolybia-MP, Apoica-MP, Asn2-
Polybia-MP I e MK-578 em diferentes solventes, calculadas a partir da elipticidade molar em 222 nm (Tabelas
9e 10).

% de hélice-a. % de hélice-a % de hélice-a % de hélice-a. % de hélice-o. % de hélice-a. Posi¢do das

(165 uM SDS) (8 mM SDS) TFE 40% (v/v)  Tampio* PC PC/PG-7030 cargas +
Asn2-Polybia-MP 1 40,65 41,26 42,65 2,65 17,28 39,09 4/ 5 /11
Parapolybia-MP 39,84 41,09 48,35 4,73 10,82 22,98 4/5 /12
Protonectarina-MP 38,67 39,07 46,33 13,75 24,60 39,30 4/11/12
Apoica-MP 35,62 38,71 40,59 4,82 18,35 7,24 5/8/9
MK-578 27,58 23,2 29,33 3,55 5,29 27,38 5/7/8

*Tampao Tris-borato (pH 7,5).

A partir destes resultados, foi possivel concluir que os cinco peptideos formam
hélice-a, em pelo menos partes de suas moléculas, principalmente quando em presenca de
SDS e TFE; entretanto possuem pouca ou nenhuma tendéncia de formar hélice-o. em agua ou
tampao Tris-borato (pH 7,5). Em presenca de SDS abaixo da CMC, foi observada uma
formacdo de 38,67% hélice-a para o peptideo Protonectarina-MP, 39,84% para Parapolybia-
MP, 35,62% para o Apoica-MP, 40,65% para o Asn2-Polybia-MP I e 27,58% para o MK-578.
Quando se aumentou essa concentracao de SDS, elevando-a acima da CMC (8 mM), observa-
se um leve aumento na fragdo de hélice-a, com excecao do peptideo MK-578. Além disso, os
maiores valores de conformacdo em hélice-a foram obtidos nos tratamentos com TFE 40%
(v/v) para todos os peptideos.

Em presenca de vesiculas zwitterionicas (PC) ndo foram observadas elevadas
porcentagens de hélice-a.. O valor mais alto observado foi para o peptideo Protonectarina-MP,
com 24,6%, seguido dos peptideos, Apoica-MP (18,35%), Asn2-Polybia-MP 1 (17,28%) e
Parapolybia-MP (10,82%). Neste ambiente, o peptideo MK-578 praticamente ndo se estrutura
em hélice-a, apresentando apenas 5,29% desse tipo de estrutura, provavelmente
permanecendo em conformagao randomica.

Em presenca de vesiculas anionicas (PC/PG-7030), quatro dentre os cinco
peptideos apresentaram uma porcentagem de hélice-a. mais elevada em comparagdo com a

situagdo em que estes peptideos foram incubados em presenga de vesiculas neutras, sendo
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39,30% de hélice-a para o peptideo Protonectarina-MP, 39,09% para o Asn2-Polybia-MP 1,
22,98% para Parapolybia-MP, 27,88% para o MK-578 e de apenas 7,24% para o Apoica-MP.
Neste caso, o peptideo Apoica-MP apresentou um drastica diminui¢cdo na porcentagem de
hélice-a.

E possivel observar que existe uma tendéncia de aumentar a quantidade de hélice-
o para os peptideos com as cargas positivas localizadas proximas as extremidades das cadeias
(Asn2-Polybia-MP 1, Parapolybia-MP e Protonectarina-MP) nas diferentes condicdes. Por
outro lado, quando as cargas positivas foram deslocadas para a regido central das moléculas
dos peptideos (Apoica-MP e MK-578) observou-se uma redugdo na porcentagem de hélice-a
dos mesmos.

Muitos autores vém descrevendo as interagdes dos mastoparanos com membranas
bioldgicas (Matsuzaki et al., 1995a; Matsuzaki et al., 1995b; Matsuzaki et al., 1995¢c; Oren &
Shai, 1998; Matsuzaki, 1999; Huang, 2000; Hori et al., 2001; Kol et al., 2001; Ladokhin &
White, 2001). Provavelmente, os peptideos Protonectarina-MP, Parapolybia-MP, Apoica-MP,
Asn2-Polybia-MP 1 e MK-578 devem interagir com membranas biologicas e as cargas
positivas distribuidas pela seqiiéncia priméaria dos mesmos, podem estar fortemente
relacionadas com a caracteristica anfifilica de suas moléculas. O que foi possivel notar ¢ que a
presenca destas cargas positivas proximas as extremidades dos peptideos favorecem a
formacgao de hélice-a na maioria das condi¢des ensaiadas.

Santos Cabrera et al. (2004), utilizando analises de dicroismo circular, constataram
que o peptideo EMP-AF (Eumenine mastoparan-AF), encontrado no veneno da vespa
solitaria Anterhynchium flavomarginatum micado, adota uma conformacao em hélice-a
quando colocado em solugdo contendo TFE ou SDS. Foi constatado ainda, que este peptideo ¢
capaz de permeabilizar lipossomos anionicos e, em menor intensidade, lipossomos neutros.
Além disso, a habilidade de permeabilizar membranas parece estar associada a quantidade de
hélice-a assumida pelo peptideo.
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Varios autores, utilizando-se de técnicas de dicroismo circular e ressonincia
magnética nuclear, revelaram que peptideos da classe dos mastoparanos, quando em solugao
aquosa, apresentam uma estrutura secundaria aleatoria ou desordenada (Sforga et al., 2004;
Lindberg et al., 2001; Chuang et al., 1996).

Em estudo realizado por Sforca et al. (2004), o EMP-AF foi sintetizado em sua
forma de ocorréncia natural, ou seja, com o residuo C-terminal amidado (EMP-AF-NH;) e em
outra forma com o residuo C-terminal na forma acido livre (EMP-AF-COQ"). Foi constatado
que o EMP-AF-COO" sofre uma perturbacdo estrutural onde ocorre uma redugdo na
porcentagem de hélice-o,, tanto na extremidade C-terminal quanto no N-terminal.
Conseqlientemente, acaba promovendo uma diminui¢do na interacdo com as superficies de
membranas sintéticas. Além disso, foi constatada uma redugdo na atividade biologica, sendo
esta reducdo devido ndo apenas a diminui¢cdo na quantidade de cargas positivas da molécula
(perda da amida), comumente descrito por outros autores, mas também devido a essa
perturbagdo estrutural na hélice-o anfipatica que acaba alterando sua habilidade de perturbar
membranas.

Segundo Chuang et al. (1996), o Mastoparano-B adota uma estrutura em hélice-o
anfipatica na presenca de TFE, sendo que os componentes positivamente carregados, como o
grupo amino do residuo N-terminal e trés residuos de Lisina presentes na seqiiéncia primaria,
ficam localizados em uma das faces da hélice, enquanto que residuos hidrofébicos ocupam a
outra face da hélice. Esta estrutura ¢ considerada de grande importancia para a acao bioldgica
destes compostos (Konno et al., 2000; Katsu et al., 1990; Nakajima, et al., 1986).

A Melitina, peptideo extraido do veneno de Apis mellifera, possui atividade
hemolitica, sendo que esta atividade parece estar fortemente relacionada as interagdes com
membranas (Katsu et al., 1988). Em outro trabalho Katsu e col. (1990) constataram que,
devido a algumas semelhangas estruturais de certos mastoparanos com a Melitina, os mesmos

atuam sobre biomembranas através de mecanismos similares.
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Tem-se levantado a hipdtese de que peptideos carregados positivamente ligam-se a
componentes da membrana carregados negativamente (o que inclui fosfolipidios), facilitando
assim, a permeabilizagdo das membranas pelos peptideos (Tossi et al., 2000). Aparentemente,
este processo parece ocorrer através de interagdes eletrostaticas ou hidrofobicas, dirigidas
pelo carater anfifilico dos peptideos, provocando a formagao de canais idnicos ou poros que
atravessam a membrana, ou ainda interagindo de forma paralela as membranas (Lorenzi,
2002).

Os espectros de dicroismo circular dos peptideos Protonectarina-MP (Figuras 19 e
24), Parapolybia-MP (Figuras 20 e 25), Apoica-MP (Figuras 21 e 26), Asn2-Polybia-MP 1|
(Figuras 22 e 27) e MK-578 (Figuras 23 e 28) indicam que os cinco peptideos adotam uma
estrutura aleatdria, tanto em dgua quanto em tampdo Tris-borato (pH 7,5). Isto foi
comprovado pelo fato de que todos os espectros de CD dos peptideos nesses meios,
apresentaram um sinal negativo um pouco abaixo de 200 nm e sinais proximos de zero nas
bandas de 218 nm e 230 nm. Foi observada grande semelhanca destas curvas com aquelas
obtidas para o padrdo de estruturas aleatoérias (ver Figura 18). Desta forma, concluiu-se que
esses peptideos, quando em solu¢do aquosa ou em solucdo tampao (Tris-borato, pH 7,5), ndo
adotam estrutura em hélice-a ou folha-f3, permanecendo assim, em conformagao aleatoria.

Solventes organicos como metanol, etanol, acetonitrila e trifluoroetanol induzem
estruturas em hélice-a nos peptideos que possuem a tendéncia em formar hélice-o (Zhong &
Johnson, 1992). Entretanto, o mesmo peptideo pode ser induzido a formar uma estrutura em
folha-f em outros ambientes, assim como ocorre em solugdes hidrofébicas ndo micelares de
SDS (Waterhous & Johnson, 1994).

Quando em presenca de SDS e TFE, foram observados sinais negativos préximos
de 208 nm e 222 nm, e sinais positivos proximos de 190 nm para todos os peptideos em

questdo, sendo que as curvas dicroicas obtidas (Figuras 19, 20, 21, 22 e 23) sao semelhantes a
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curva padrdo para estrutura em hélice-a (Figura 18). Conseqiientemente, concluiu-se que
estes peptideos formam hélice-a quando em meios hidrofobicos.

Os peptideos Parapolybia-MP e Apoica-MP apresentam baixas porcentagens de
hélice-a em presenca de ambos os tipos de vesiculas (neutras e anidnicas) (Tabela 10). Em
solucdo de SDS abaixo da CMC (165 uM), o peptideo Parapolybia-MP apresentou um
espectro de CD (Figura 20) com alguma variacdo em relacdo aos espectros dos outros
peptideos. Neste caso, a curva dicrdica sofre uma leve tendéncia para o padrao de folhas-f3.

Ja foram encontrados varios outros exemplos de peptideos onde ocorrem espectros
distintos em funcao da concentracdo de SDS (Santos Cabrera, comunicacao pessoal; dados
ainda nao publicados). Nesta concentragdao abaixo da CMC, as moléculas de SDS encontram-
se dispersas na solugdo, sem formagao de micelas, ou seja, de maneira desordenada. Neste
caso, a interagdo entre as moléculas de peptideo podem estar formando estruturas
complexadas, parecidas com estruturas em folha-f (ou intermediarias) pelo
“ensanduichamento” de duas moléculas de peptideo lado a lado com o SDS, ou ainda, algum
dobramento parcial caracteristico de estrutura randomica. Na figura 20 a curva em vermelho,
obtida durante a analise de CD do peptideo Parapolybia-MP em presenga de SDS 165 uM, ¢
possivel observar um deslocamento do maior vale de 208nm (tipico de hélice-a) em direcao a
222 nm, caracterizando assim uma estrutura com por¢des em folha-B e/ou por¢des em
estrutura randomica.

Exemplos de conformagdes dependentes do ambientes ja foram descritos para
pequenos peptideos, como no trabalho de Waterhous & Johnson (1994). Foi observada a
presenca de conformagdo em hélice-a em solventes organicos, enquanto que folha-f3 foi
observado em solugdo de SDS nao micelar.

Na Figura 29 estdo representados os espectros de CD de um peptideo rico em

Lisinas (poli-L-Lisina), mostrando mudancas conformacionais de 100% de hélice-a para
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100% de folha-B (Figura 29A) e do mesmo composto com a mudanga de hélice-o para folha-

B, mantendo 20% da cadeia em estrutura randomica (Figura 29B).

Figura 29: Espectros de CD da poli-L-Lisina (A) contendo 0% de estrutura
randomica e variando as porcentagens de hélice-o ¢ folha-3; e (B) contendo

20% de estrutura randdmica e variando as porcentagens de hélice-a ¢ folha-3
Waterhous & Johnson (1994).

E possivel observar grande semelhanca no espectro do peptideo Parapolybia-MP
em presenca de SDS 165uM, com a curva dicrdica nimero 3 de ambos os graficos da figura
29, levando a conclusdo de que provavelmente esteja ocorrendo a formagdo de estrutura em
folha-f pelo menos em parte da seqii€ncia peptidica deste peptideo.

Ao contrario do peptideo Parapolybia-MP, o peptideo Protonectarina-MP
apresentou os maiores valores de porcentagem de hélice-o em presenca de vesiculas
anidnicas, indicando talvez uma maior possibilidade de interagdo com membranas
bacterianas.

No caso do peptideo Apoica-MP, os resultados obtidos levaram a conclusio de que
este peptideo, por apresentar porcentagens de hélice-a tdo baixas em presenca de ambos os
tipos de vesiculas e pelos espectros de CD obtidos nestas condi¢cdes serem semelhantes a
curva padrdo de estrutura randomica (Figura 29), ndo esteja formando hélice-o,, como seria

esperado em presenca de vesiculas.
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Além das propriedades estruturais dos peptideos, a diferenga em composi¢cdo das
membranas celulares ¢ uma caracteristica importante para a atividade seletiva de formagao de
poros, quando se considera a interacdo peptideo-membrana (Moerman et al., 2002). A face
externa das membranas bacterianas contém fosfolipidios carregados negativamente, enquanto
que a maioria dos fosfolipidios anidnicos presentes nas membranas de células de mamiferos ¢
seqiiestrada para a face citoplasmatica da membrana celular (Epand & Vogel, 1999). Estas
observacdes sugerem que peptideos policationicos devem interagir fortemente com
membranas bacterianas, facilitado pelas interagdes eletrostaticas entre as cargas opostas dos
peptideos e das membranas das bactérias (Moerman et al., 2002). Além disso, o colesterol
presente nas membranas eucaridticas, representando cerca de 25% do peso total dependendo
do tipo celular (Nelson & Cox, 2000), tem uma atividade protetora contra os peptideos
formadores de poros (Matsuzaki et al., 1995a).

A Figura 30, mostra uma representacao anfifilica (helical well) dos peptideos (A)
Protonectarina-MP, (B) Parapolybia-MP, (C) Apoica-MP, (D) Asn2-Polybia-MP I e (E) MK-
578. Nesta representacdo ¢ possivel observar que, com excec¢dao do peptideo MK-578, todos
apresentam faces hidrofilica e hidrofoébica bem definidas. Os residuos hidrofilicos (em esferas
verdes) ou carregados positivamente (em esferas vermelhas), com indice hidropatico negativo
aparecem numa mesma face, separada pela linha pontilhada. No caso do peptideo MK-578
(Figura 30E), essa face hidrofilica ndo fica bem definida, sendo possivel observar a
interpolagdo de residuos hidrofébicos entre os hidrofilicos. J& nos outros quatro peptideos,
observou-se sempre a presenca de trés ou quatro residuos com caracteristicas hidrofilicas
orientados no mesmo lado desta face, e de seis a oito residuos hidrofobicos consecutivos
constituindo a outra face. Além disso, as faces mais bem definidas aparecem para o peptideo
Apoica-MP, com oito residuos hidrofobicos e cinco residuos hidrofilicos intercalados por

apenas um hidrofobico.
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A) Protonectarina-MP B) Parapolybia-MP C) Apoica-MP

D) Asn2-Polybia-MP 1 E) MK-578

Figura 30: Esquema mostrando a distribuicdo anfifilica (“helical wheel”) dos peptideos (A) Protonectarina-MP;
(B) Parapolybia-MP; (C) Apoica-MP; (D) Asn2-Polybia-MP I; e (E) MK-578. Em vermelho: residuos
positivamente carregados; azul: negativamente carregados; verde: hidrofilicos; e branco: hidrofébicos.

Tais representacdes se baseiam em modelos hipotéticos ideais, sugerindo que, com
excegdo do peptideo MK-578, todos os outros quatro peptideos possuem estrutura anfipatica,
sendo esta uma caracteristica de grande importdncia em suas atividades bioldgicas
especificas. Entretanto, em situagdes reais, existem varias interacdes possiveis entre o
esqueleto de carbono-a e/ou das cadeias laterais dos residuos de aminoacido dos peptideos,
com o meio, que pode por sua vez afetar fortemente estas estruturas secundarias.

A estrutura anfifilica de peptideos constitui um importante quesito na adsor¢ao,
insercdo e translocagdo desses peptideos as membranas (Matsuzaki, 1999). Alguns
mastoparanos parecem ser capazes de passar rapidamente através das membranas celulares e
interagir com proteinas citoplasmaticas (Hori et al., 2001). Em vesiculas sintéticas e
membranas planares sintéticas ja foi relatada formagao de poros e alteragao da permeabilidade
dessas membranas (Katsu et al., 1900; Danilenko et al., 1993; Mellor & Sansom, 1990).

Entretanto, ndo existem informa¢des detalhadas sobre a flexibilidade conformacional e
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orientacdo da hélice dos mastoparanos em bicamadas lipidicas mistas, assim como dos
aspectos dinamicos da penetracdo nas membranas (Hori et al., 2001).

Muitas vezes, informagdes estruturais, energéticas e dindmicas, em nivel atémico,
de biomoléculas de grande mobilidade ndo podem ser elucidadas através de técnicas
experimentais, como espectroscopia e ressonancia (van Gunsteren & Mark, 1992). Nestes
casos, uma alternativa ¢ a utilizacdo de métodos teodricos que possibilitem uma investigacao
detalhada dos aspectos moleculares em questdo. Se o método tedrico utilizado for
suficientemente adequado para predizer as propriedades de sistemas biologicos, eles passam a
ser viaveis nos estudos das propriedades moleculares com certa resolugdo espacial, energética
e temporal que ndo poderia ser alcancada experimentalmente (van Gunsteren & Mark, 1992).

Desta forma, neste estudo optou-se pela utilizagdo dos métodos de Modelagem e
simulagdo por Dinamica Molecular, com intuito de verificar possiveis mudancas
conformacionais dos mastoparanos em meio aquoso que pudessem ser correlacionadas com as

atividades biologicas apresentadas por esses peptideos.

7.3. Modelagem e estudos de Dinamica Molecular

Foram construidos modelos estruturais baseados em homologia, usando o
programa MODELLER (Sali & Blundell, 1993).

Os peptideos Apoica-MP e MK-578 apresentaram alta identidade (57,14% e
43,71%, respectivamente) com o peptideo EMP-AF (Konno et al., 2000), cujas coordenadas
atomicas foram usadas como modelo inicial. As coordenadas atdomicas do EMP-AF ndo foram
ainda depositadas no Protein Data Bank (PDB), porém foram gentilmente cedidas pelo Prof.

Dr. Walter Filgueira de Azevedo Jr. (Departamento de Biologia, PUC-Porto Alegre-RS) e
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Prof. Dr. Valmir Fadel (Departamento de Fisica, IBILCE, UNESP — Sao José¢ do Rio Preto-
SP), que tém colaborado com o nosso grupo neste tipo de investigacao.

Os peptideos Protonectarina-MP, Parapolybia-MP e Asn2-Polybia-MP 1
apresentam 57,15%, 57,15% e 50% de identidade com o Mastoparano-X (Kusunoki et al.,
1998), respectivamente. A estrutura tridimensional do Mastoparano-X foi resolvida por RMN
e suas coordenadas atdmicas (codigo de acesso no PDB: 1A13) foram obtidas a partir da
pagina de acesso do PDB na Internet (http://www.rcsb.org/pdb) e utilizadas como modelo
inicial (molde) para gerar os modelos dos trés peptideos acima.

De maneira geral, os cinco modelos gerados tendem a formar grandes porgdes de
hélice-a. Todos os modelos gerados foram validados através de andlise da estrutura
secundaria pelo programa Procheck (Laskowski et al., 1993), onde foram observados
principalmente os diagramas de Ramachandran e os valores do fator G (G factor). O G-factor
¢ uma medida que informa o quanto ¢ incomum ou nao permitido o modelo que foi gerado.
Valores de G-factor abaixo de -0,5 implicam em modelos incomuns e abaixo de -1,0 modelos
altamente incomuns.

As imagens dos modelos obtidos foram geradas a partir do programa MolMol

(Koradi et al., 1996) e estdo mostradas na Figura 31.

Figura 31: Modelo das estruturas tridimensionais dos mastoparanos Protonectarina-MP, Parapolybia-MP,
Apoica-MP, Asn2-Polybia-MP I ¢ MK-578 gerados a partir do programa MolMol (Koradi et al., 1996), sendo
os esqueletos carbonicos mostrados no formato “ribbon”.

82




Se forem consideradas as caracteristicas estruturais dos peptideos, podemos dividi-
los em dois grupos, o primeiro apresentando uma interrup¢do na estrutura em hélice, e o
segundo grupo, sendo constituido pelos peptideos que apresentam uma hélice continua. Como
mostra a Figura 31, os peptideos Protonectarina-MP, Parapolybia-MP e Asn2-Polybia-MP I,
sdo pertencente a esse primeiro grupo, além disso, ¢ interessante notar que nestes trés casos,
as cadeias laterais dos residuos de Triptofanos (que se localizam aparecem na posicao 3 da
cadeia em ambos os peptideos) aparecem voltados para baixo, aumentando assim, a
hidrofobicidade no ambiente mais proximo a regido central da cadeia peptidica. Os peptideos
Apoica-MP e MK-578, podem ser incluidos no segundo grupo, onde ndo ocorre essa
interrupg¢do na hélice, proporcionando a esses peptideos estruturas mais rigidas. Além disso, ¢
possivel observar que a cadeia lateral do residuo de Triptofano dessa conformagdo aparece
voltada para cima (mais préximo da regido N-terminal).

Para cada peptideo foram gerados 1000 modelos, sendo todos eles analisados
estereoquimicamente. Foram gerados diagramas de Ramachandran para cada um deles, sendo
que foram escolhidos os modelos que apresentaram 100% dos residuos dentro da regido
preferencialmente permitida e com valor de G-factor igual a zero.

O diagrama de Ramachandran do peptideo Protonectarina-MP (Figura 32) mostra
que todos os residuos de aminodcidos do modelo aparecem nas regides preferencialmente
permitidas do grafico, sendo onze residuos na regido de hélice-o de mao direita (regido A, em
vermelho, da figura) e um residuo na regido de hélice de mao esquerda (regido L, em

vermelho, da figura).
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Figura 32: Diagrama de Ramachandran do
modelo gerado para o  peptideo
Protonectarina-MP.

No diagrama de Ramachandran do peptideo Parapolybia-MP ¢ possivel observar
que a maioria dos residuos encontra-se dentro da regido de hélice-a (regido A) e apenas um

residuo na regido de folha-B. Além disso, 100% dos residuos encontram-se em regides

permitidas do grafico (Figura 33).

Parapolybia-MP
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Figura 33: Diagrama de Ramachandran do
modelo gerado para o peptideo Parapolybia-
MP.

Na Figura 34 esta mostrado o diagrama de Ramachandran do peptideo Apoica-
MP, onde ¢ possivel observar que 100% dos residuos encontram-se nas regides

preferencialmente permitidas, sendo que, neste caso todos os residuos estdo situados na

regido de hélice-a de mao direita.
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Figura 34: Diagrama de Ramachandran do
modelo gerado para o peptideo Apoica-MP.

O diagrama de Ramachandran do peptideo Asn2-Polybia-MP 1 (Figura 35)
mostra que apenas um residuo encontra-se na regido de formacgdo de folhas-f3, além disso,

100% dos residuos estdo nas regides preferencialmente permitidas do gréafico.

Asn2-Polybia-MP |
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Figura 35: Diagrama de Ramachandran do
modelo gerado para o peptideo Asn2-
Polybia-MP 1.

O diagrama de Ramachandran gerado para o modelo do mastoparano MK-578
(Figura 36) apresentou 100% dos residuos dentro das regides preferencialmente permitidas,

sendo que, neste caso dois residuos estdo situados na regido de folha-f3 e todos os demais na

regido de formacao de hélice-a de mao direita.
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Figura 36: Diagrama de Ramachandran do
modelo gerado para o peptideo MK-578.

A partir dos resultados gerados pela analise da estrutura secundaria realizada pelo
programa Procheck, foi montada a Tabela 11, onde podemos observar um resumo do niimero

de residuos encontrados em cada regido especifica do diagrama de Ramachandran.

Tabela 11: Numero de residuos da seqiiéncia primdria situados nas diferentes regides do diagrama de
Ramachandran.

REGIOES DO DIAGRAMA DE RAMACHANDRAN
PP (vermelho) PP (vermelho)

.. o PP (vermelho) FP AP NP
i Helice-o Helice-o Folha (amarelo escuro) (amarelo claro) (branco)
PEPTIDEOS mio direita mio esquerda
Protonectarina-MP 11 1 - - - -
Parapolybia-MP 11 - 1 - - -
Apoica-MP 11 - - - - -
Asn2-Polybia-MP 1 12 - - - - -
MK-578 9 - 2 - - -

PP: regido preferencialmente permitida; FP: regido favoravelmente permitida; AP: regido adicionalmente
permitida; NP: regido ndo permitida (excecdo aos residuos de Glicina).

A partir dos dados observados nesta tabela pode-se concluir que todos os modelos
gerados sdo estereoquimicamente possiveis, sendo que nenhum residuo foi encontrado fora
das regides preferencialmente permitidas. Os residuos que estdo faltando para totalizar os
quatorze residuos de aminodcido que constituem as cinco seqiiéncias, sdo aqueles

pertencentes ao aminoterminal, carboxiterminal e residuos de Glicina, que ndo sio
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considerados nesta tabela por terem liberdade de se localizarem em qualquer regido do
diagrama de Ramachandran.

Ap6s a validagdo dos modelos gerados, € possivel iniciar os estudos de dinamica
molecular. Para a realizacdo destes estudos, sdo necessarios modelos hipotéticos ou
experimentais, tanto da molécula em questdo, quanto do solvente em que ela sera mergulhada
e analisada. Neste estudo, foram utilizados os modelos gerados pelo Modeller (Sali &
Blundell, 1993), os quais foram imersos em uma caixa contendo moléculas de 4dgua, sendo
esse sistema aplicado ao pacote de programas de simulacdo por Dinamica Molecular Amber 7
(Pearlman et al., 1995).

Foram realizadas simula¢des por Dinamica Molecular do sistema contendo uma
molécula de peptideo solvatada por moléculas de agua (moléculas de 4dgua do tipo TIP3P,
Jorgensen et al., 1983), com intuito de verificar possiveis modificagdes estruturais decorrentes
de interagcdes do peptideo com moléculas de solvente. Todas essas simulagdes foram feitas
com consideracdo explicita do solvente, em condi¢des normais de temperatura e pressao
(CNTP), em um ensemble isobarico-isotérmico (NTP), durante 10 ns.

O acompanhamento de uma simulagdo por dindmica molecular pode ser realizado
pelo monitoramento de diferentes parametros como: energia total do sistema, energias
potencial e cinética, temperatura, pressao, volume, distdncia e/ou angulo entre os dtomos ou
entre dois dominios, area acessivel ao solvente, angulos diedros de residuos importantes,
alteracdes na estrutura secundaria, interagdes entre um ligante e uma proteina, etc,
dependendo das propriedades do sistema que se deseja observar ou entender (Schroeder,
2004).

Nos estudos de trajetdria dos cinco peptideos foram observados os movimentos
estruturais durante 10 ns de simulagdo. Para tal, os diferentes sistemas foram monitorados em
relacdo a seus desvios médios quadraticos (RMSD — root mean square deviations) das

posicdes atdmicas dos atomos que compdes o esqueleto carbonico (“back bone”).
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Os valores de RMSD calculados durante todas as trajetorias podem fornecer
informagdes sobre as mudancas conformacionais que ocorrem nestes sistemas ao longo de
suas trajetorias. Assim, as estruturas instantaneas geradas nas simulagdes sdo sobrepostas a
uma estrutura de referéncia. Geralmente ¢ utilizada como estrutura de referéncia ou um
modelo gerado a partir de célculos de modelagem molecular, tanto ab-initio quanto por
homologia.

Neste trabalho, a dinamica foi realizada através de estruturas de referéncia iniciais.
Os modelos utilizados foram os gerados através de célculos de modelagem por homologia a
partir do programa Modeller (Sali & Blundell, 1993) (Figura 31) e o desvio em relagdo a esta
referéncia foi calculado como forma de comparagdo entre as estruturas assumidas, durante
toda a trajetéria de simulagdo.

O acompanhamento do RMSD dos sistemas ao longo das trajetérias em func¢ao do
tempo foi o principal parametro utilizado para avaliacdo da estabilidade das simulagdes. Esses
valores foram calculados através do programas Ptraj do pacote AMBER 7 (Pearlman et al.,
1995), sendo os valores de RMSD obtidos através da comparacdo dos esqueletos carbonicos
(“backbone’) da estrutura modelo (“femplate”) em relagdo as estruturas obtidas para cada
unidade de tempo de simulacdo (ps) das trajetorias. As figuras a seguir mostram os valores de
RMSD para os peptideos Protonectarina-MP (Figura 37), Parapolybia-MP (Figura 38),
Apoica-MP (Figura 39), Asn2-Polybia-MP I (Figura 40) e MK-578 (Figura 41) durante as

respectivas trajetorias de simulacdo.

Protonectarina-M P
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Figura 37: Valores de RMSD do esqueleto peptidico (backbone) em fungdo do tempo para
a trajetoria do mastoparano Protonectarina-MP.
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Figura 38: Valores de RMSD do esqueleto peptidico (backbone) em fungdo do tempo para
a trajetoria do mastoparano Parapolybia-MP.
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Figura 39: Valores de RMSD do esqueleto peptidico (backbone) em fungdo do tempo para
a trajetoria do mastoparano Apoica-MP.
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Figura 40: Valores de RMSD do esqueleto peptidico (backbone) em fungdo do tempo para
a trajetoria do mastoparano Asn2-Polybia-MP 1.
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Figura 41: Valores de RMSD do esqueleto peptidico (backbone) em fungdo do tempo para
a trajetoria do mastoparano MK-578.
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Ao observar estes graficos de RMSD dos cinco peptideos, ¢ possivel afirmar que
ocorrem grandes mudangas conformacionais ao longo do tempo de simulag@o. Nas trajetorias
simuladas para os peptideos Apioca-MP (Figura 39) e MK-578 (Figura 41) ndo ¢ possivel
observar periodos de maior estabilidade, onde geralmente as moléculas convergem para uma
estrutura mais estavel, durante os 10 ns de simula¢do. Por outro lado, os peptideos
Protonectarina-MP (Figura 37), Parapolybia-MP (Figura 38) e Asn2-Polybia-MP I (Figura 40)
apresentam alguns periodos de convergéncia nos graficos de RMSD, onde ocorrem variagdes
de baixa amplitude nos valores obtidos. Coincidentemente, os trés peptideos que apresentaram
conformacdo em hélice interrompida (ou seja, dois segmentos de hélice compondo a
estrutura), sdo aqueles que também apresentam certa tendéncia de convergéncia para
estruturas mais estaveis ao longo dos 10 ns de simula¢do (Protonectarina-MP, Parapolybia-
MP e Asn2-Polybia-MP I).

E importante ressaltar que a determinagio da fase de equilibrio depende de varios
fatores e dos parametros que se deseja observar. Portanto, ndo existe um tempo padrao de
observacao para que o equilibrio se estabeleca, ja que diferentes parametros se estabilizam em
diferentes tempos.

Quando se analisa o grafico de RMSD do peptideo Protonetarina-MP (Figura 37),
observa-se que existem alguns periodos onde ocorre certa estabilidade conformacional. O
modelo gerado para este peptideo através do Modeller, foi analisado pelo programa DSSP
(Dictionary of Protein Secundary Structure) (Kabasch & Sander, 1983), através do qual foi
possivel determinar que esta estrutura possui cerca de 71% de seus residuos envolvidos na
formagao de hélice do tipo a. Porém, o residuo Asp8 forma uma tor¢ao, dividindo a hélice em
dois segmentos, um envolvendo os residuos de 3 a 7 € o outro de 9 a 13. Essa tor¢ao ¢ ainda
observada no inicio da simulagdo, sendo que préximo dos 3 ns da trajetéria essa torgdo €
perdida, e o residuo Asp8 acaba fazendo parte da hélice, que torna-se um unico segmento,

com por exemplo aos 3,946 ns (Figura 42B) e 7,389 ns (Figura 42D), mostrados na figura
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abaixo. Além disso, observa-se que nos periodos de maior estabilidade da estrutura a hélice
encontra-se sem interrup¢do. Ao contrario, os picos observados ao longo do grafico, como por
exemplo, a 5,800 ns (Figura 42C) e 9,199 ns (Figura 42E), a interrup¢do da hélice, através de
estrutura em turn, volta a acontecer. No final da simulagdo, ap6s os 9,600 ns, a interrupgao da

hélice volta a se desfazer.

Figura 42: Grafico de RMSD do esqueleto peptidico (backbone) em fungdo do tempo para a trajetoria do
mastoparano Protonectarina-MP com as conformagdes estruturais nos seguintes picossegundos A) 1; B)
3946; C) 5800; D) 7389; ¢ E) 9199.

Apesar de ocorrerem grandes variagdes estruturais durante toda a trajetéria de
simulacdo, observa-se que o peptideo mantém como principal estrutura secundaria, a hélice,
sendo preferencialmente do tipo a. Por outro lado, também sdo observados outros tipos de
estrutura ao longo da simulacdo, conforme observado aos 5,800 ns (Figura 42C), sendo esta
uma hélice do tipo 3¢ formada pelos residuos de Lys4 a Leu7.

A tor¢ao da hélice do tipo 3¢ € para a direita, assim como ocorre na hélice-a.. Os
residuos de aminoacidos se unem formando um angulo de 120° entre si, desta forma, cada
passo da hélice ¢ composto por 3 residuos de aminoacidos. Além disso, a estabilizacao da
hélice ocorre através da formagdo de uma ligacdo de hidrogénio entre o grupo N-H de um
residuo de aminoacido com o grupo C=0O do residuo de aminoacido trés posi¢des a frente,

esta repeticdo i + 3 — i mantida por liga¢do de hidrogénio, define a hélice-3,y (Pauling et al.,
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1951). Consequentemente, a hélice fica com um didmetro menor e um passo de hélice mais
longo, em relagdo a hélice-a.

Outro aspecto interessante, ¢ que em todo momento da simulagao a porgao C-
terminal da cadeia peptidica se mantém em continuidade com a hélice, muitas vezes em
conformagdo furn, mas sempre mantendo a continuidade. Provavelmente a ligacdo de
hidrogénio formada entre a amida e a Lys11 deva dar uma maior estabilidade nesta regido da
molécula ajudando a manter esta conformagao, como pode ser observado nas figuras 42A até
42E.

A figura 43, a seguir, traz a representagdo dos padroes de estrutura secundaria que
ocorrem para o peptideo Protonectarina-MP durante os 10 ns de simulagdo. Em azul estdao
representados os residuos em hélice-o.. E possivel observar que a estrutura predominante
nessa simulacdo ¢ em hélice-a, sendo que o lado N-terminal permanece em estrutura
randomizada, envolvendo os residuos Ilel e Ans2 durante quase todo o tempo, sendo que
proximo aos 7000 ps ocorre a participagdo do Ans2 na formagao de um furn (em amarelo) ou

da propria hélice-a.
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Figura 43: Padrdes de estrutura secundaria por residuo de aminoacido, ao longo da dindmica do peptideo
Protonectarina-MP. Em cinza (¢), residuos em conformacao aleatoria (“coil”’); em verde (e), residuos em
curvas (“bend”); em amarelo (), residuos em voltas (“turn”); em laranja (e), residuos em hélice 3,p; em
azul (e), residuos em hélice-a; em roxo (e), residuos em hélice-5.
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O gréafico de RMSD do peptideo Parapolybia-MP (Figura 44) mostra um longo
periodo de estabilidade, entre 1,892 ns e 7,287 ns. Durante este periodo, a hélice ¢ continua e
existe a formacdo somente de hélice-a. Apds esse periodo, ocorrem grandes variagdes
estruturais, caracterizando momentos de instabilidade da molécula. A partir de
aproximadamente 7,300 ns, a hélice formada ¢ do tipo 3¢ ¢ a regido N-terminal sofre uma
grande tor¢ao (Figura 44E).

A estrutura representada em 8,709 ns (Figura 44E) representa um apice do valor de
RMSD, onde ocorre uma das maiores variagdes em relacdo ao template utilizado, porém, toda
essa regido € composta por modelos contendo a regido N-terminal com grandes torgoes,
mostrando que este peptideo possui alta mobilidade. Além disso, calculos realizados através
do software Deep View / Swiss-PdbViewer v3.7 (Guex & Peitsch, 1997) da formacao de
ligagdes de hidrogénio mostraram que nessa regido o C-terminal amidado ocorre a perda da
formacao da ligagdo de hidrogénio, entre a amida e o residuo Leull em 4,479 ns (Figura 44C)
e Alal0 e Metl3 em 8,709 ns (Figura 44E), o que pode estar promovendo certa instabilidade
nessa por¢ao da molécula. Desta forma, apos a perda das ligacdes de hidrogénio, ¢ possivel

observar um reflexo tanto no proprio C-terminal quanto na por¢ao N-terminal.

Figura 44: Grafico de RMSD do esqueleto peptidico (backbone) em fungdo do tempo para a trajetoria do
mastoparano Parapolybia-MP com as conformagdes estruturais nos picossegundos A) 1; B) 1248; C) 4479;
D) 6639; ¢ E) 8709.
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A figura 45 mostra o diagrama que define os padrdes de estruturas secundarias
assumidas pelo peptideo Parapolybia-MP ao longo da trajetéria de simulag@o. Nestas
condicdes, observa-se que este peptideo possui como estrutura predominante a conformagao
em hélice-a, com exce¢do do inicio da simulagdo, onde aparecem conformagdes com
interrupcao da hélice e conformacgdes contendo hélice 319. Apos os 2000 ps observa-se certa
convergéncia para a hélice-a, que se mantém quase até o fim do tempo de simulagdo. Por
volta de 7000 ps o lado N-terminal, envolvendo os residuos Trp3, Lys4 e Lys5, sofre uma
torgdo e passa a se estruturar em forma de “zurn”. E interessante notar que essas mudangas
acompanham a curva de RMSD (Figura 38), mostrando algumas regides de estabilidade

coincidindo com a estabilizagao da hélice.
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Figura 45: Padrdes de estrutura secundaria por residuo de aminoécido, ao longo da dindmica do peptideo
Parapolybia-MP. Em cinza (*), residuos em conformagao aleatoria (“coil”’); em verde (o), residuos em curvas
(“bend”); em amarelo (), residuos em voltas (“furn’); em laranja (), residuos em hélice 3p; em azul (o),
residuos em hélice-o; em roxo (), residuos em hélice-5.

A trajetoria de simulagdo do peptideo Apoica-MP (Figura 46) ndo apresentou
grandes periodos de estabilidade. As variagdes ocorrem desde o inicio da simulagdo, ficam
mais intensas por volta dos 4 ns, tornam-se um pouco estaveis entre 6,5 ns a 7,8 ns e voltam a

sofrer variagOes estruturais. Apesar disso, um fato interessante ¢ que durante toda a trajetoria
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o peptideo Apoica-MP possui residuos formando hélice-a, sendo que ela ndo ¢ perdida em
nenhum momento. Algumas aberturas da hélice-o. acorrem nas extremidades da cadeia, como
pode ser observado na figura 46C e 46D tanto o C-terminal quanto o N-terminal ficam com
torgdes em turn. Porém, o C-terminal volta a se estruturar em hélice, provavelmente devido a
presenga da amida do residuo C-terminal, que por sua vez ajuda na manutengdo da estrutura

nesses peptideos (Sforga et al., 2004).

Figura 46: Grafico de RMSD do esqueleto peptidico (backbone) em fungdo do tempo para a trajetdria do
mastoparano Apoica-MP com as conformagdes estruturais nos picossegundos A) 1; B) 1899; C) 4127; D)
5720; E) 7486; ¢ F) 9264.

A figura 47 representa o histograma da conformagdo estrutural do peptideo
Apoica-MP. Ocorre a formagdo preferencial de hélice-a, sendo que essa hélice se mostra
estavel, principalmente entre os residuos Lys4 e Vall0, durante praticamente todo o periodo
de simulacdo. Além disso, € possivel observar que as duas extremidades, C- e N-terminal, ora

apresentam estrutura aleatoria (cinza), ora em “furn” (amarelo).
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Figura 47: Padroes de estrutura secundaria por residuo de aminoacido, ao longo da dindmica do peptideo
Apoica-MP. Em cinza (¢), residuos em conformagdo aleatoria (“coil”); em verde (e), residuos em curvas
(“bend”); em amarelo (), residuos em voltas (“furn’); em laranja (), residuos em hélice 31y; em azul (o),
residuos em hélice-a.

A simulagdo por Dindmica Molecular do peptideo Asn2-Polybia-MP I apresentou
uma trajetoria com valores de RMSD com as menores variagdes ao longo do periodo de
simulagdo dentre os cinco peptideos analisados nesse trabalho (Figura 48). Durante este
periodo de estabilidade que comeca por volta de 1,700 ns podemos observar dois patamares,
um entre ~1,700 ns até ~6,500 ns, em que os valores de RMSD ficam em torno de 3,27 A, e
outro entre ~6,500 ns até ~9,500 ns, onde os valores de RMSD sofrem uma ligeira
diminui¢do, ficando com média de 3,17 A. Durante todo esse periodo de estabilidade a
molécula assume uma estrutura helicoidal, sendo a hélice dividida em dois segmentos
separados por um turn (Figura 48C e 48D).

Nem sempre a amida do C-terminal desse peptideo esta mantendo a hélice nessa
por¢ao, onde ¢ possivel observar voltas ou furns nessa regido. Além disso, o Triptofano nesse
caso encontra-se quase sempre em uma posicao tendendo ao paralelo em relagao ao esqueleto

carbonico da molécula.
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Figura 48: Grafico de RMSD do esqueleto peptidico (backbone) em fungdo do tempo para a trajetoria do
mastoparano Asn2-Polybia-MP I com as conformagdes estruturais nos picossegundos A) 1; B) 1276; C)
4048; e D) 7454.

Diferentemente das outras simulagdes, o peptideo Asn2-Polybia-MP 1 nao
apresentou como estrutura preferencial a hélice-a.. Em anélise ao esquema abaixo (Figura 49)
observa-se que a estrutura principal oscila entre voltas (“turn”) (em amarelo) ou hélice 39
(em laranja). Examinando-se a estrutura destas conformacdes, observa-se que elas
apresentam-se em formato de hélice (Figuras 48C e 48D), porém ndo sdo pertencentes ao
grupo das estruturas em hélice-a.. O maior periodo de estabilidade observado no grafico de
RMSD desse peptideo (Figura 48) corresponde a uma estrutura formada por parte da molécula
(residuos 2 a 6) em hélice-a, parte (de 7 a 10) em hélice 3¢ e o restante (C- e N-terminal) em

voltas (“turn™).
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Figura 49: Padroes de estrutura secundaria por residuo de aminoacido, ao longo da dindmica do peptideo
Asn2-Polybia-MP 1. Em cinza (), residuos em conformacdo aleatdria (“coil”’); em verde (e), residuos em
curvas (“bend”); em amarelo (), residuos em voltas (“furn); em laranja (e), residuos em hélice 3;y; em azul
(®), residuos em hélice-a.

Outro peptideo que apresentou poucos periodos de estabilidade foi o MK-578,
como ¢ possivel observar no grafico de RMSD da trajetéria de simulagdo (Figura 50). Na
figura abaixo foram representados alguns momentos, tanto de maior variagdo estrutural
(Figura 50B), quanto pequenos periodos de estabilidade estrutural (Figura 50C; 50E). Em
muitos momentos, a estrutura adotada por esta molécula ¢ composta de parte em hélice-a.,
parte em hélice 3y e parte em furn. Como por exemplo, no caso da estrutura representada na
figura 50C o lado N-terminal encontra-se em hélice-o, formada por 8 residuos de

aminodcidos, seguida de um turn e uma por¢ao em hélice 3¢ formada por 3 residuos.
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Figura 50: Grafico de RMSD do esqueleto peptidico (backbone) em fungdo do tempo para a trajetdria do
mastoparano MK-578 com as conformagdes estruturais nos picossegundos A) 1; B) 827; C) 3514; D) 8535;
e E) 9836.

Apesar de ocorrerem grandes variagdes estruturais, observadas através dos valores
de RMSD, durante a simulagdo por Dinamica Molecular do peptideo MK-578, a estrutura
predominante ¢ hélice-a, como € possivel observar no diagrama a seguir (Figura 51). Na
regido entre 3000 ps e 6000 ps, onde ¢ possivel observar um platd elevado na curva de
RMSD, ocorre uma maior variagdo no comprimento da hélice-a, ocorrendo a formagdo de

voltas (“furn’) na regiao do C-terminal a partir do nono residuo.
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Figura 51: Padrdes de estrutura secundaria por residuo de aminoécido, ao longo da dindmica do peptideo
MK-578. Em cinza (), residuos em conformagdo aleatoria (“coil”); em verde (e), residuos em curvas
(“bend”); em amarelo (), residuos em voltas (“furn”); em laranja (), residuos em hélice 3p; em azul (o),
residuos em hélice-a.
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A Figura 52 traz uma amostragem de modificagdes ocorridas nas estruturas
secundarias dos mastoparanos Apoica-MP (A), MK-578 (B), Parapolybia-MP (C), Asn2-
Polybia-MP I (D) e Protonectarina-MP (E), em func¢do do tempo de simulagdo. Os modelos
mostrados foram constituidos pela sobreposicdo de dez estados conformacionais de cada
peptideo, observados durante a trajetoria, gerados a partir do programa Swiss-PDBViewer
(Guex & Peitsch, 1997), que apresentaram maiores valores de RMSD em relagao ao modelo

inicial.

A) Apoica-MP B) MK-578 C) Protonectarina-MP

D) Parapolybia-MP E) Asn2-Polybia-MP 1

Figura 52: Dez estados conformacionais dos esqueletos carbonicos (backbone) ocorridos durante 10 ns de
simulacdo por dindmica molecular dos cinco peptideos.
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Nesta representagdo também ¢ possivel observar a tendéncia da cadeia lateral do
residuo de Triptofano de se orientar em dire¢do ao residuo N-terminal dos peptideos Apoica-
MP (Figura 52A), MK-578 (Figura 52B) e Protonectarina-MP (Figura 52C).

Entretanto, nos outros peptideos, Parapolybia-MP (Figura 52D) e Asn2-Polybia-
MP 1 (Figura 52E), a cadeia lateral do Triptofano muitas vezes orienta-se voltada para o
centro da molécula. Além disso, ¢ possivel observar um dobramento mais acentuado da
hélice, coincidente a regido onde na maior parte do tempo de simulagdo ocorre interrup¢ao na
hélice. Aparentemente, essas duas estruturas (Figura 52D e 52E) possuem uma maior
mobilidade, dado a flexibilidade provavelmente proveniente desta interrup¢ao na estrutura em
hélice (como ja observado na figura 31).

As simulagdes de dindmica molecular para os cinco peptideos, mostradas na
Figura 52, sugerem que a regido C-terminal de todos os peptideos seja mais estavel que a
regido N-terminal, uma vez que essa regido apresentou menor variacao estrutural em relacao
ao modelo inicial. Deve-se enfatizar que os cinco peptideos possuem o residuo C-terminal
amidado e que Sforca et al. (2004) demonstraram que este atributo ¢ responsavel pela
estabilizacdo da regido C-terminal dos mastoparanos. Segundo esses mesmos autores, a
grande maioria dos peptideos biologicamente ativos que interagem com membranas ¢
composta por até 60 residuos de aminoacidos, possuem carga liquida positiva, sdo
hidrofébicos e possuem estruturas anfipaticas em hélice-a.

Foi relatada a perda de atividade bioldégica em mastoparanos apresentando C-
terminal na forma acida (Nakajima et al., 1987; Kuchler et al., 1989; Santos-Cabrera et al.,
2004). Além disso, formas nativas que ndo apresentam o C-terminal amidado, quando
amidados sinteticamente exibem atividades biologicas mais potentes em relagdo a forma
nativa (4cida) (Sandvik & Dockray, 1999; Ali et al. 2001; Mor & Nicolas, 1994).

Consequentemente, a reducdo no potencial inflamatério a antibidtico dos peptideos nao
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amidados ¢ também atribuido a uma reducdo na carga liquida positiva ou a redu¢do na
estrutura em hélice, conseqlientes da falta da amida no lado C-terminal.

A figura 53 mostra os graficos de CD gerados para o peptideo EMP-AF-NH,
(Figura 48A) e EMP-AF-COQ" (Figura 48B) em solucdo de TFE (Sforca et al., 2004). Nota-se
claramente uma diminui¢ao na intensidade das bandas negativas nas regides de 208nm e 222
nm no espectro de CD do EMP-AF na forma ndo amidada, além disso, ndo apresenta o pico
em 195 nm, caracteristico de hélice-a.. Segundo os autores, a auséncia da amida no C-terminal
provoca uma reducao na carga liquida positiva e certa instabilidade molecular, atingindo nao
somente o local da formacdo da ligacdo de hidrogénio proporcionada pelo NH;, mas a

estrutura secundaria do peptideo como um todo.
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Figura 53: Espectros de CD do peptideo EMP-AF com o lado C-terminal (A) amidado (EMP-AF-NH,) e (B)
caboxi-livre (EMP-AF-COO") em solugao aquosa, em presenca de TFE 15% (v/v) e TFE 40% (v/v). Sforga et
al. (2004).

A grande maioria dos peptideos pertencentes a classe dos Mastoparanos possui o
residuo C-terminal amidado (-NH;), assim como acontece para os peptideos Protonectarina-
MP, Parapolybia-MP, Apoica-MP, Asn2-Polybia-MP I ¢ MK-578, todos pertencentes a esta
classe de peptideos. Acredita-se, que a presenca da amida no C-terminal esteja ndo somente
colaborando para a formacdo da hélice, mas também estabilizando a estrutura secundaria
adotada por essas moléculas.

Neste estudo foram utilizados os peptideos EMP-AF e Mastoparano-X como

molde (“template™) para gerar os modelos dos cinco peptideos, através da modelagem por
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homologia. Esses femplates sdo provenientes de andlise de RMN, sendo a estrutura gerada
para esses peptideos em solucdo de TFE, ou seja, em um ambiente hidrofobico indutor de
hélice. Desta forma, como a modelagem utilizada foi baseada num modelo pré-existente,
espera-se que os modelos gerados para os peptideos Protonectarina-MP, Parapolybia-MP,
Apoica-MP, Asn2-Polybia-MP I e MK-578, tenham estruturas moleculares proximas dos
moldes e também proximas das estruturas adotadas pelos mesmos em solucao de TFE.

As andlises de dicroismo circular desses peptideos em TFE mostraram a
ocorréncia de ~47% de hélice-a para o peptideo Protonectarina-MP, ~48% para o
Parapolybia-MP, ~41% para o peptideo Apoica-MP, ~43% para o Asn2-Polybia-MP I e ~30%
para o MK-578. Quando sao comparados esses valores com a quantidade de hélice encontrada
para os modelos gerados por modelagem molecular, ¢ possivel observar que os valores
experimentais sao inferiores aqueles obtidos por modelagem. Assim, por exemplo, para o
peptideo Apoica-MP, 12 residuos de aminoacidos fazem parte da hélice perfazendo um total
de 83% de hélice na estrutura do modelo gerado, enquanto que para os outros quatro
peptideos, 10 residuos da seqii€ncias primdria estdo em conformacdo de hélice (sendo 71% da
conformagao estrutural em hélice). Desta forma, conclui-se que os modelos provenientes da
modelagem por homologia, apesar de serem estereoquimicamente possiveis, ndo condizem
completamente com os resultados experimentais obtidos por Dicroismo Circular obtidos para
esses peptideos em solucao. Porém, a dinamica molecular pode trazer uma visdo mais realista
das movimentagdes e estados conformacionais mais provaveis que possam OCOITer para essas
moléculas ao longo do tempo.

Logo no inicio da simulacao por dindmica molecular foi observada a ocorréncia de
valores elevados de RMSD (apresentados nos graficos dos valores de RMSD em fung¢ao do
tempo) e também, certa diminui¢do na porcentagem de hélice-a dessas estruturas. Os modelos
iniciais utilizados nestas simula¢des possuem alto teor de hélice, desta forma, ¢ possivel

observar qual o comportamento das hélices ao longo da trajetoria, sendo que o esperado ¢
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certa desestruturagdo da hélice, uma vez que a simulagdo foi realizada com os peptideos
imersos em agua, solvente onde os mesmos apresentam tendéncia a conformag¢do randdémica
(aleatdria), observado nos experimento de dicroismo circular.

As simulagdes por Dinamica Molecular revelaram grandes variagdes nos valores
de RMSD, porém também revelam que predominam as conformagdes em hélice, que de
maneira geral indicam percentuais de hélice muito maiores que os valores experimentais
obtidos por dicroismo circular (Tabela 10).

Um outro tipo de representacdo foi construido para se tentar observar a
anfipaticidade dessas estruturas ao longo do tempo de simulacdo. Na Figura 54, foram
sobrepostos 10 estados conformacionais diferentes de cada peptideo, observados durante a
simulacdo por dindmica molecular. Foi montada uma visdo do eixo longitudinal de N- para C-
terminal visto de cima, somente com as cadeias laterais dos trés residuos de Lisina presentes
em cada seqiiéncia peptidica. Além disso, foram assinalados os angulos formados pela regido

que os residuos de Lisina ocupam em torno da hélice.

Figura 54: Visdo do esqueleto carbonico (backbone) com as cadeias laterais dos residuos de Lisina (em
vermelho). As imagens mostram dez estados conformacionais de cada peptideo numa representagdo do eixo
longitudinal de N- para C-terminal. Os angulos assinalados indicam as regides hidrofilicas ao longo da hélice.
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A partir deste esquema ¢ possivel observar uma divisdo entre as regides
hidrofilicas e¢ hidrofobica da hélice, marcada através dos angulos. E possivel observar
claramente a distribui¢do anfifilica das cadeias para os peptideos Apoica-MP, Protonectarina-
MP, Parapolybia-MP e Asn2-Polybia-MP I. A é4rea ocupada pelas cadeias laterais das Lisinas
fornece uma caracteristica hidrofilica para uma face da molécula, enquanto que a outra face
apresenta os residuos hidrofobicos (ndo mostrados no esquema da Figura 54). Da mesma
forma, ¢ possivel observar essa formagdo anfipatica na representacdo helical wheel (Figura
30).

O peptideo Apoica-MP (Figura 54B) e Protonectarina-MP (Figura 54C)
apresentam a face hidrofilica aparentemente sem interrupgdes. Por outro lado, ¢ possivel
observar que as cadeias laterais das Lisinas do peptideo Parapolybia-MP formam duas regides
distintas bem definidas. No peptideo Asn2-Polybia-MP I (Figura 54E) observa-se também
esta formacdo interrompida, porém com uma definicdo um pouco inferior a do Parapolybia-
MP (Figura 54D).

Deve-se enfatizar que estas representagdes se referem aos estados conformacionais
momentaneos na escala de tempo, sugerindo que o peptideo Asn2-Polybia-MP I tenha uma
conformacgdo anfifilica classica em determinados momentos e que, além disso, em outros
momentos apresente uma conformag¢ao com a face hidrofilica maior que a face hidrofobica.

O peptideo MK-578 apresenta um quebra no padrdo anfifilico, sendo possivel
observar numa visao dinamica, que as cadeias laterais dos residuos de Lisina ocupam quase
que toda a volta da molécula, interrompendo desta forma a formagdo anfifilica. Além disso,
na representacao helical wheel ndo foi possivel a observacdo de uma face hidrofilica e outra
hidrofobica.

A Figura 55 mostra uma representagdo em densidade superficial de cargas obtida

para os modelos estaticos, onde os residuos hidrofobicos foram representados em branco, os

105




residuos hidrofilicos em azul claro, os carregados positivamente em azul escuro e os

carregados negativamente em vermelho.

A B A B

Apoica-MP MK-578
A B A B A B
Parapolybia-MP Asn2-Polybia-MP 1 Protonectarina-MP

Figura 55: Representagdes das superficies moleculares dos cinco peptideos mostrando a distribuigdo
superficial de cargas, com faces predominantemente hidrofobicas (A) e predominantemente hidrofilicas
(B). As regides representadas em azul escuro mostram as superficies carregadas positivamente, em
vermelho as regides carregadas negativamente, em azul claro os residuos hidrofilicos e em branco
residuos hidrofébicos.

Na figura 55 ¢é possivel observar a formagdo das faces predominantemente
hidrofébicas (A) e predominantemente hidrofilicas (B) para os peptideos Apoica-MP e
Parapolybia-MP. Os peptideos Protonectarina-MP e Asn2-Polybia-MP I também apresentam
a face hidrofobica, com predominancia de residuos hidrofobicos (em branco). Porém existe
certa influéncia de uma carga positiva nessa face da molécula, proveniente da Lys11 (em azul
escuro) em ambos os peptideos, ainda assim, € possivel distinguir uma grande regido da
molécula com caracteristicas hidrofobicas.

Nas representacdes das superficies moleculares A ¢ B do peptideo MK-578

(Figura 55) com as respectivas distribuicdes superficiais de carga mostradas, nota-se a
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presenca das cargas positivas (representadas em azul escuro) em todas as faces, quebrando
desta forma o carater anfifilico da molécula. Provavelmente, as Lisinas nas posi¢des 5, 8 ¢ 9
sejam o limite mais central admissivel para que se possa observar a formacgdo da estrutura
anfifilica, como ocorre no peptideo Apoica-MP, pois o peptideo MK-578 possui os residuos
de Lisina nas posigdes 5, 7 e 8 e, neste caso, ¢ quebrada a formacdo das faces
predominantemente hidrofilica e hidrofébica bem definidas.

Quando se compara os modelos estaticos da figura 55 com os modelos dindmicos
representados na figura 54, observa-se que as superficies hidrofobicas sdo algumas vezes
invadidas pelas cadeias laterais dos residuos de Lisina, no caso dos peptideos Protonectarina-
MP, Parapolybia-MP, Ans2-Polybia-MP 1 e MK-578, criando superficies alternadas
hidrofilica/hidrofébica. Por outro lado, a superficie hidrofébica ¢ mantida continua em relagao
a superficie hidrofilica para o peptideo Apoica-MP, numa propor¢do de superficies quase
ideal (em torno de 180° para cada uma).

Atividades bioldgicas presentes em peptideos, como degranulagdo de mastocitos,
atividades enzimaticas como catdlise de fosfolipase A2, ativacdo de proteinas G, que
envolvem direta ou indiretamente a interacdo com membranas, tornam esses peptideos alvos
interessantes nos estudos de afinidade por membranas e nas investigagcdes sobre o modo de
acdo desses componentes (Hellmann & Shwarz, 1998). Desta forma, tornam-se necessarios
estudos que contribuam para o entendimento desses processos. Neste trabalho foi proposta a
realizagdo de técnicas de Espectrometria de massas combinada com troca H/D, para tentar ter

um melhor entendimento de como esses processos podem estar ocorrendo.

7.4. Estudos de troca H/D dos complexos proteolipossomos
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Os ensaios de troca H/D foram baseados na metodologia inicialmente descrita para
peptideos longos, que podem atravessar membranas, por Demmers et al. (2000), sendo
modificada para peptideos policatidnicos e curtos. Através desta técnica ¢ possivel detectar
um posicionamento preciso de peptideos inseridos em membranas fosfolipidicas, combinando
a troca Hidrogénio/Deutério e Espectrometria de Massas.

A troca H/D atualmente possui aplicagdes diversas, que incluem andlises de
cinética de mudangas conformacionais, RMN e Espectrometria de Massas. Através da
Espectrometria de Massas Seqiienciais (Tandem) ¢ possivel a determinagdo exata de regides
das seqiiéncias peptidicas, que se posicionam na face externa das membranas nos complexos
proteolipossomos.

Primeiramente, foram realizados ensaios dos peptideos em presenca de 6xido de
deutério (D,0O) para a determinagdo da concentracdo de D,O necessaria para que ocorressem
as trocas H/D, porém que permanecessem localizadas somente nas amidas das ligacdes
peptidicas, apos as destrocas rapidas, que ocorrem naturalmente nas posi¢cdes mais acessiveis
ao solvente do meio (geralmente nos grupos amina/amida dos residuos N- e C-terminais e nas
cadeias laterais). Sendo assim, foi otimizada a concentragdo de D,0O, para permitir um
aumento de 13 u.m.a. na massa molecular de cada peptideo, em auséncia de vesiculas.

Como exemplo, a figura 56 mostra o espectro de massas MS do peptideo Apoica-
MP em presenca de vesiculas de PC. Nesta andlise foi possivel detectar a presenga de
monomeros € dimeros de PC. No insert A, uma das setas indica o ion molecular do
mondmero, de m/z 760,4 (IM+H]") e o ion carga 2+ do Apoica-MP de m/z 792,0 ([M+2H]*");
no insert B, aparecem os ions moleculares do dimero de PC (m/z 1520,4 ([2M+H]") e do

peptideo (1583,0 ((M+H]")).
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Figura 56: Espetro de massas ESI do peptideo Apoica-MP no modo positivo, em presenga de vesiculas
compostas de fosfatidilcolina (PC). Em A), as setas indicam o ion molecular da PC m/z 760,4 ([M+H]") e o ion
de carga 2+ do peptideo Apoica-MP de m/z 792,0 (IM+2H]*"); e em B), as setas indicam o dimero de PC de m/z
1520,4 ([2M+H]") e o ion molecular do Apoica-MP de m/z 1583,0 ((M+H]").

Foram feitos os ensaios dos peptideos em presenca de vesiculas de PC, com e sem
meio deuterado. Como esses peptideos possuem atividade hemolitica, foram todos ensaiados
em uma concentragdo abaixo da concentracdo hemolitica, para que fosse possivel a
minimizacdo dos efeitos liticos (que poderiam levar a uma troca H/D generalizada das
ligagdes peptidicas), permanecendo assim, somente os efeitos de interagdo com as
membranas.

Os espectros obtidos estdo mostrados nas figuras 57 a 61. Em todos os espectros
MS/MS obtidos, foi detectada a presenca de ions do tipo “b”, caracteristico de fragmentagao
da ligacao peptidica, sendo que em nenhum deles aparece o ion fragmento b.

O espectro de massas MS/MS do peptideo Protonectarina-MP (Figura 57A) na
forma de proteolipossomos, mostra uma boa fragmentacao das ligagdes peptidicas, onde foi
possivel detectar 12 ions da série “b”. O ion selecionado para a fragmentagao foi o de m/z
1580,9, que corresponde ao ion molecular do peptideo Protonectarina-MP, na forma
monoprotonada [M+H]". Os fons fragmentos foram numerados de 2 a 13, conforme mostrado

na figura 57A, onde foram assinalados os valore das perdas de um fragmento para o outro,
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correspondentes aos valores de massa dos residuos de aminoécidos. Os valores de m/z obtidos
foram: 227,1 (by); 413,2 (b3); 541,4 (bs); 612,5 (bs); 725,8 (be); 838,9 (by); 954,1 (bs); 1025,3
(by); 1096,4 (bio); 1224,7 (byy); 1352,8 (by2); 1451,9 (by3). O ion b; ndao foi detectado,
provavelmente por ser uma fragmentag@o ndo favoravel ou muito pouco favoravel, resultando
na ndo formacao do ion correspondente.

No espectro de massas deste mesmo peptideo (Figura 57B) em presenca de 40%
de D0, foi selecionado para fragmentagdo o ion de m/z 1580,9, na forma [M+H]", o que
representa um acréscimo de 7 unidades de massas em relagdo ao ion molecular ndo deuterado
deste peptideo, correspondendo a troca de 7 hidrogénios por deutérios. No espectro de
massas, os residuos que apresentaram acréscimo de uma unidade de massa, foram assinalados
com asteriscos. Neste caso, também foi detectada toda a série de valores de m/z,
correspondentes aos ions “b”: 228,0 (by); 415,1 (b3); 544,2 (bs); 616,5 (bs); 730,8 (be); 844,9
(b7); 959,9 (bg); 1031,1 (by); 1102,1 (big); 1231,3 (bi1); 1359,5 (bi2); 1458,6 (bs3). O primeiro
ion marcado (by) possui m/z 228,0, sendo correspondente a somatdria dos dois primeiros
residuos de aminoacido (Ilel e Asn2) acrescido de 1 u.m.a., devido a protonagdo deste
fragmento. Neste caso, como ocorre a perda do ion by, ndo é possivel determinar a posi¢ao
exata do deutério. A diferenca de valores de m/z entre os ion b, e b; foi de 187,1, indicando
que o residuo de Triptofano sofreu o acréscimo de uma unidade de massa, quando comparado
com os valores equivalentes do espectro do proteolipossomo em meio ndo deuterado. O
mesmo ocorre para os residuos de Lys4, AlaS, Leu6, Leu7 e Lysll, que também foram
“marcados” pelo deutério, sugerindo que estes residuos encontram-se ou tangencialmente
posicionados a face externa da membrana do lipossomo, ou totalmente expostos para fora da
mesma, conforme esquematizado na figura 62. Os outros residuos Asp8, Ala9, Alal0, Lys12,
Vall3 e Leul4, ndo foram “marcados” pelo deutério, portanto, provavelmente estdo
interagindo de alguma maneira com uma regido mais interna da membrana, ndo permitindo

assim a “marcacdo” dos mesmos pelo deutério. Isso pode ocorrer mesmo que tal interagdo
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aconteca com o residuo em questdo ligeiramente mergulhado no meio hidrofobico, logo

abaixo das cabegas polares dos fosfolipidios.

PROTO_MSMS_LIPO_00625 6 (1.035) Cn (Cen,2, 80.00, Ht); Sm (Mn, 5x1.00); Cm (6:10) Daughters of 1580ES+ 4.01e4
bz ba bs b ba br ba ba bio bn b1z b1
I N w K AL L D | Al A | K K V | L-NHz
2271 186.1 128.2 714 113.3 11341 115.2 712 MA 128.3 128.1 99.1 129.0 [l\,1+H|+
1004 1580.9
6125
15648
N
7258
14518
o] 4132
948 TP e 13528
1257 2274 1096.4 4.7 ’
3137 14337
4828
B82.4
T s414 1025.3
805 795.7 13339
2854 " 910.7 12052 .
197.2 981.2
(339.3 1545.1
152.0
0_ | 1 _:_
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 16(?]{2
PROTO_MSMS_DE_LIPO_00625 18 (3.055) Cn (Cen,2, 80.00, Ht); Sb (2,1.00 ); Sm (Mn, 5x1.00); Cm (17:26) Daughters of 1587ES+ 1.5664
bz ba b4 bs bé b7 ba ba b1o b1 bz b3
I N w K A7 L "' b AT AT K K v L-NHz
228.0 187.1 1291 723 114.3 1141 115.0 7.2 | M4 129.1 128.2 89.1 129.3 n
* * * * * * * [M#H]
1004 1587.9
616.5
1571.8
7308 1458.6 d
1350.5
%o 228.0 4151 598.6 B44.9
9589
1272 4574 T e 686.5 1102.2 1231.3 14412
208.6 B442 1031.1 oy
802.2
108.7| 257.5 1D e
X 757.1 15565
1168.7
& 1
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 130%_'"‘z

Figura 57: A) Espectro de Massas MS/MS do peptideo Protonectarina-MP em presenga de vesiculas de PC; B)
Espectro de Massas MS/MS do peptideo Protonectarina-MP em presenca de vesiculas de PC e 40% (v/v) de D,0.

O espectro de massas do peptideo Parapolybia-MP na forma de proteolipossomos
foi obtido através da fragmentagio do ion de m/z 1616,3, na forma [M+H]" (Figura 58A), o
qual resultou na formacdo dos ions fragmentos de m/z: 226,9 (by); 412,9 (bs); 540,9 (bas);
669,1 (bs); 800,2 (be); 871,2 (b7); 942,3 (bg); 1043,5 (by); 1114,5 (byo); 1227,7 (b1y); 1356,0
(b12); 1487,2 (by3). Para a obtencdo do espectro de massas com as marcacdes de deutério,

preparou-se a suspensdo de proteolipossomo em presenca de 40% (v/v) de D,O. O ion
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selecionado para fragmentagdo foi o de m/z 1625,3, na forma [M+H]", que sofreu um
acréscimo de 9 u.m.a. em relacdo a amostra ndo deuterada (Figura 58B). As diferengas entre
os picos onde foram observados acréscimos de 1 u.m.a. em relagdo ao valores de m/z dos ions
fragmentos dos residuos de aminodcido dos proteolipossomos ndo deuterados, foram
assinadas com asteriscos, indicando sitios de deuterag@o. Os ions fragmentos obtidos foram os
de m/z: 228,3 (by); 415,3 (bs); 544.,4 (bs); 673,4 (bs); 804,7 (bs); 876,9 (b7); 949,0 (bg); 1051,2
(by); 1122,2 (byg); 1236,1 (by1); 1365,0 (b1o); 1496,1 (by3), conforme assinalados no espectro

mostrado na figura 58B.

0.0625MG/ML
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Figura 58: A) Espectro de Massas MS/MS do peptideo Parapolybia-MP em presenca de vesiculas de PC; B)
Espectro de Massas MS/MS do peptideo Parapolybia-MP em presenga de vesiculas de PC e 40% (v/v) de D,0.
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Para obtencdo do espectro de massas MS/MS do peptideo Apoica-MP foi
selecionado o fon de m/z 1582,8, na forma [M+H]" (Figura 59A). Neste caso também foram
detectados ions da série ’b”, com exce¢do somente do ion b;. Os ions fragmentos obtidos
foram: 227,1 (by); 413,3 (b3); 526,5 (bs); 654,5 (bs); 767,6 (be); 838,6 (b7); 966,9 (bs); 1095,1
(bo); 11943 (byg); 1265,5 (bi1); 1322,5 (byp); 1453,7 (bis). A deuteragdo do complexo
proteolipossomo do peptideo Apoica-MP, revelou um acréscimo de 7 u.m.a., o que
corresponde a introdu¢do de 7 deutérios na seqiliéncia deste peptideo. O ion selecionado para
fragmentacio foi o de m/z 1589,9, na forma [M+H]", cujos ions fragmentos gerados foram
aqueles de m/z: 229,1 (by); 416,6 (bs); 530,7 (bs); 659,8 (bs); 772,9 (be); 844,3 (b7); 973,3
(bg); 1102,3 (bo); 1201,3 (bio); 1272,5 (b11); 1329,6 (b12); 1460,8 (bi3) (Figura 59B). Foi
observado acréscimo de 1 unidade de massa nos residuos Ilel, Asn2, Trp3, Leud, Lys5, Lys8
e Lys9, sendo estes residuos assinalados com asteriscos. Os outros residuos da seqiiéncia, ndo
mostraram acréscimos em suas massas, mostrando que ndo sofreram ‘“marcacdo” pelo

deutério.
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A)

0.0625MG/ML
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Figura 59: A) Espectro de Massas MS/MS do peptideo Apoica-MP em presenca de vesiculas de PC; B) Espectro
de Massas MS/MS do peptideo Apoica-MP em presenga de vesiculas de PC e 40% (v/v) de D,0.

As figuras 60A e 60B mostram os espectros de massas dos complexos
proteolipossomos do peptideo Asn2-Polybia-MP I, em auséncia e presenga de meio
deuterado, respectivamente. No primeiro espectro, foi selecionado o ion molecular de m/z
1652,5, na forma [M+H]", e sua fragmentacdo gerou ions da série “b”, com os seguintes
valores de m/z: 227,5 (by); 413,8 (bs); 541,9 (bs); 670,1 (bs); 783,3 (bs); 896,4 (b7); 1011,5
(bg); 1082,5 (by); 1153,5 (big); 1281,7 (b11); 1409,9 (b12); 1523,0 (bi3) (Figura 59A). Apos a
deuteracdo foi selecionado o ion de m/z 1661,6, na forma [M+H]", que gerou os seguintes
ions fragmentos de m/z: 229,3 (by); 416.,4 (bs); 545,7 (bs); 673,9 (bs); 788,2 (bs); 902,3 (b7);

1017,4 (bs); 1089,5 (bo); 1161,7 (bio); 1290,8 (b11); 1419,1 (b1p); 1532,4 (by3). Os residuos
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que apresentaram um acréscimo de 1 u.m.a. em suas massas foram Ilel, Asn2, Trp3, Lys4,

Leu6, Leu7, Ala9, Alal0 e Lys11, os quais foram assinalados com asteriscos (Figura 60B).

A)

0.0625MG/ML
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Figura 60: A) Espectro de Massas MS/MS do peptideo Asn2-Polybia-MP I em presenga de vesiculas de PC; B)
Espectro de Massas MS/MS do Asn2-Polybia-MP I em presenga de vesiculas de PC e 40% (v/v) de D,0.

O espectro de massas do peptideo MK-578 sem deuteragdo, foi obtido através da
fragmentacdo do ion molecular de m/z 1582,6, na forma [M+H]", cujos ions fragmentos
obtidos foram os de m/z: 227,3 (by); 413,4 (bs); 526,5 (ba); 654,7 (bs); 725,7 (bs); 853,7 (b7);
981,8 (bg); 1080,9 (by); 1152,0 (big); 1209,1 (bi1); 1340,3 (bi2); 1453,4 (bi3) (Figura 61A).
Em presenca de meio deuterado foi observado acréscimo de 1 unidade de massa nos residuos
Ilel, Ans2, Leu4, LysS5, Ala6, Lys8, Val9, e Ile13, sendo selecionado para fragmentacao o ion

molecular de m/z 1591,6, na forma [M+H]". Os ions fragmentos gerados foram os de m/z:
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229,0 (ba); 415,3 (bs); 529,3 (ba); 658,6 (bs); 730,6 (bg); 858,8 (by); 988,1 (bs); 1088,2 (bo);

1159,5 (bio); 1216,7 (bi1); 1348,1 (byo); 1462,4 (by3) (Figura 61B).

0.0625MG/ML
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Figura 61: A) Espectro de Massas MS/MS do peptideo MK-578 em presenga de vesiculas de fosfatidilcolina; B)
Espectro de Massas MS/MS do peptideo MK-578 em presenga de vesiculas de fosfatidilcolina e 40 % (v/v) de
D,0.

Para uma melhor visualizagdo dos resultados obtidos, a partir dos ensaios de troca
H/D sofrida pelos peptideos apos deuteracdo dos complexos proteolipossomos, foi montado
um esquema ilustrativo (Figura 62), mostrando de forma esquematica quais regides de cada
seqliéncia primdria estariam interagindo com o interior da membrana do fosfolipidio

(impedidas de serem deuteradas), e quais regides estariam mais para fora da membrana
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(acessiveis ao solvente), resultando na deuteragdo dos residuos que compdes esta regido das

moléculas de peptideo.

Protonectarina-MP Parapolybia-MP Apoica-MP
WKALL K WKK AAT LK INWLK KK
DAA KV L-NH: M A M I-NH: IA VAGM L-NH:
Asn2-Polybia-MPI MK-578
INWK LL AAK IN LKA KV I face externa
K D -QI_L-NH: W X AGM L.NH: face intra-membrana

Figura 62: Esquema de ancoragem em membrana fosfolipidica dos peptideos Protonectarina-MP, Parapolybia-
MP, Apoica-MP, Asn2-Polybia-MP I e MK-578, construidos & partir dos dados de troca H/D e Espectrometria de
Ma0ssas Seqiiencial. A regido em cinza corresponde a membrana das vesiculas de PC.

Nesta representacao, os residuos posicionados acima da regido cinza, representam
os residuos que sofreram deuteracdo estando, portanto, no lado externo da vesicula de
lipossomo. Por outro lado, os residuos posicionados abaixo desta regido representam aqueles
que ndo sofreram deuteragdo. E importante ressaltar que esta regido cinza representa apenas
um limite de interag¢do, ndao indicando que as por¢des abaixo da mesma estejam inseridas na
luz do lipossomo.

No caso dos peptideos Protonectarina-MP e Parapolybia-MP, o ion b,, que
representa a perda do segmento N-terminal IN, cuja somatoéria das massas € igual a 227,12
Da, sofre o acréscimo de apenas 1 u.m.a. quando deuterados. Neste caso, como ndo existe a
presenca do ion b;, ndo ¢ possivel determinar a posicao exata do deutério, que nestes dois
casos pode estar tanto no residuo Ilel, quanto no Asn2. Em conseqiiéncia, os dois residuos do
N-terminal desses dois peptideos foram representados em cinza, pois nao foi possivel fazer
esta determinagdo. Nos demais casos, Apoica-MP, Asn2-Polybia-MP I e MK-578, ocorre o
acréscimo de 2 u.m.a., sendo entdo atribuido, 1 deutério para cada residuo correspondente ao
ion by (Ilel+Asn2). Nestes trés ultimos casos, os residuos foram representados em preto,

estando todos para o lado externo da membrana da vesicula.
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Observa-se que nos cinco casos a por¢io C-terminal é amidada (-NH,). E possivel
observar que esta regido se insere na membrana, sendo este, talvez o primeiro evento que
ocorre na intera¢do destas moléculas com membranas biologicas. Porém, a regido C-terminal
do peptideo MK-578, sofre uma interrup¢do na internalizacdo na regido C-terminal, onde o
residuo Ile13 permanece no lado externo da membrana.

Se fizermos uma comparagao desses dados com os resultados mostrados na figura
52, observa-se que existe uma convergéncia entre os peptideos Parapolybia-MP e Asn2-
Polybia-MP 1. Esses dois peptideos apresentam o dobramento mais acentuado da cadeia
principal, com o residuo de Triptofano aproximando-se da regido central da molécula (como
mostrado na figura 52). Além disso, esses dois peptideos “enterram” duas regides centrais nas
membranas das vesiculas, como pode ser observado na figura 62. Sendo assim, esse maior
dobramento deve ser o responsavel por esse fato, promovendo o interpolamento da molécula
no interior e exterior da membrana. Outro aspecto ¢ que esses dois peptideos apresentam a
regido hidrofilica varrida pelas cadeias das Lisinas interrompida, como foi mostrado na figura
54. Talvez essa interrup¢ao permita que ocorra essa inser¢ao na membrana como mostrada no
esquema de ancoragem (Figura 62) para esses dois peptideos.

Muitos trabalhos tém sido escritos mostrando que os mastoparanos possuem a
capacidade de interagir com receptores do complexo de proteinas G transmembranicas,
presentes nas células de mamiferos. Segundo Jones & Howl (2004), para acessar algumas
proteinas G e outros alvos intracelulares, os mastoparanos devem ter a capacidade de
translocar através da membrana celular. Além disso, evidéncias biofisicas indicam que o
carater anfipatico dos mastoparanos € o principal determinante de suas atividades. Em solucao
aquosa, a estrutura dos mastoparanos ¢ desordenada, porém adotam uma conformagdo em
hélice-o. em presenca de membranas lipidicas ou na interagdo com as subunidades protéicas
Gi/G, (Sukumar & Higashijima, 1992). Mais recentemente, duas orientagdes conformacionais

distintas em membranas lipidicas de peptideos da classe dos mastoparanos foram observadas,
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onde 90% das moléculas apresentaram-se distribuidas tangencialmente a membrana e os
outros 10% inseridos na parte transmembranica (Hori et al., 2001).

A estrutura anfipatica dos peptideos ¢ conhecida como sendo um importante fator
para a adsor¢do, inser¢do e translocamento dessas moléculas as membranas lipidicas
(Matsuzaki, 1999). Além disso, muitos outros peptideos funcionais formam estruturas em
hélice em ambientes de membrana, os quais podem se alinhar tanto paralelamente, quanto
perpendicularmente a superficie da membrana (Blondelle et al., 1999). Alguns mastoparanos
parecem ser capazes de ultrapassar rapidamente através das membranas celulares e interagir
com proteinas citoplasmaticas (Hori et al., 2001). Tem sido investigado também, que o
potencial negativo da face interna da membrana das células deva ser a principal forga
responsavel por esta translocagdo de peptideos cationicos (Matsuzaki et al., 1995¢; Matsuzaki,
1998). Além disso, tem sido mostrado que em modelos de membranas sintéticas, os
mastoparanos também sdo capazes de permeabilizar membranas e formar canais i0nicos
(Katsu et al., 1990). Por exemplo, um movimento transmembranico de ions e lipideos foi
induzido por peptideos anidlogos ao Mastoparano-X em vesiculas constituidas por lipideos
negativamente carregados e zwitterionicas (Matsuzaki, 1996). A localizagdo dos peptideos
nas bicamadas lipidicas tem sido investigada por alguns pesquisadores através de técnicas de
Ressonancia Magnética Nuclear de complexos proteolipossomos, entretanto, ndo existem
ainda informagdes detalhadas sobre a flexibilidade conformacional, orientacdo da hélice e
aspectos dindmicos da penetracdo desses peptideos nas membranas (Hori et al., 2001).

A partir dos resultados obtidos nos ensaios de troca H/D, ¢ possivel inferir que
provavelmente o0s mastoparanos interajam com os fosfolipidios das vesiculas,
preferencialmente através da regido C-terminal. Alguns trabalhos ja publicados mostraram
que a regido C-terminal ¢ essencial na atividade biologica destes peptideos. Sforga e col.
(2004) mostraram que o mastoparano EMP-AF perde intensamente sua atividade bioldgica

quando ¢ removida a amida do lado C-terminal. Além disso, dados de dindmica molecular
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mostraram que essa regido da molécula torna-se altamente instdvel quando a amida esta
ausente. Todos esses resultados corroboram para um indicio de que essa amidacdo do C-
terminal seja realmente fundamental para a atividade desses peptideos, sendo que
provavelmente, seja ela a responsavel pelo primeiro contanto com as membranas biologicas.
Além disso, ¢ possivel que abaixo de uma concentragdo litica, ocorra ainda a internalizacao
desses peptideos nas células, sendo que a organizagdo estrutural da membrana volta a se
restabelecer. O modelo descrito por Matsuzaki (1998) mostra a formac¢ao de um poro toroidal
transiente, através de uma interacdo de peptideos anfipaticos com a membrana, a formagao do
poro e a re-estruturacdo da membrana, sendo que neste evento algumas moléculas de peptideo
permanecem na face externa da membrana e outras acabam internalizando a célula (Figura 3).

Para um melhor entendimento dos eventos de interagdo com membranas e ativagao
de receptores transmembranicos, ¢ necessaria a realizagdo de testes de atividades biologicas
que indiquem um caminho no entendimento do modo de agdo desses peptideos. Neste
trabalho foram realizados ensaios de atividade de bioldgica onde foram testados hemolise,
degranulacdo de mastdcitos e antibiose, que combinados podem fornecer pistas do modo de

acao destes peptideos em questao.

7.5. Ensaios de atividades biologicas

Foram realizados os testes de atividade bioldgica para os cinco mastoparanos. As
atividades investigadas foram degranulagdo de mastocitos, hemolise e antibiose. Os peptideos
foram testados em varias concentragdes diferentes, variando de 10°M a 10 M.

O primeiro teste realizado foi o de atividade hemolitica. Para este ensaio, foi
utilizado como padrdo de hemdlise o peptideo Melitina (Katsu et al., 1988). Um dos peptideos

mais estudados a respeito de interagdes peptideo-membrana ¢ a Melitina, sendo este um dos
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componentes mais abundantes do veneno da abelha Apis mellifera. Este peptideo foi descrito
como sendo hemolitico, constituido por 26 residuos de aminoacidos e com estrutura anfipatica
(Pérez-Paya et al., 1997). Além disso, foi observado que o mesmo ¢ capaz de assumir varias
conformacdes e estados de agregacdo diferentes, em solucdes aquosas de diferentes
composi¢des (Pérez-Paya et al., 1995).

Os resultados dos ensaios de hemdlise foram expressos em porcentagem, sendo
estes valores obtidos através da comparacdo com um controle de 100% feito pela incubagao
dos eritrocitos em solucdo de Triton X-100 (1%, v/v). A Figura 63 mostra as curvas de
atividade hemolitica em fun¢do da concentragdo para os cinco peptideos sintéticos e para o
padrao de hemdlise utilizado.

O peptideo Protonectarina-MP e o Asn2-Polybia-MP 1 provocaram,
respectivamente, hemolise em 61,3% e 74,4% dos eritrocitos na concentragdo de 3,9x10° M,
além disso, causam 100% de hemolise & partir de 7,9x10°M. O peptideo Parapolybia-MP
apresentou uma atividade mais baixa, sendo que na concentragio de 3,9x10° M causa
hemolise em aproximadamente 46% das células e s6 atinge 100% de hemolise a partir de
1,5x10*M. O peptideo Apoica-MP provoca cerca de 50% de hemolise na concentragdo de
9,4x10'6M e 100% a partir de 1,9x10'5M. J& o MK-578 apresentou atividade hemolitica
extremamente baixa, sendo que na concentra¢do mais elevada (3,1x10*M), causa apenas 30%

de hemolise.
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Figura 63: Atividade hemolitica dos peptideos Protonectarina-MP (preto),
Parapolybia-MP (azul escuro), Apoica-MP (azul claro), Asn2-Polybia-MP I
(laranja), MK-578 (verde) e Melitina (vermelho) em doze concentragdes diferentes,
variando de 9,4x10° M a 3,1x10™ M. O teste foi realizado utilizando-se eritrocitos de
ratos Wistar.

Os testes de atividade hemolitica mostraram que o peptideo com atividade mais
intensa dentre os cinco foi o Apoica-MP, seguido dos peptideos Asn2-Polybia-MP I,
Protonectarina-MP e Parapolybia-MP. O peptideo MK-578 apresenta a menor atividade
hemolitica dentre todos os peptideos ensaiados, podendo ser considerado um peptideo nao
hemolitico. O peptideo padrdo Melitina, considerado altamente hemolitico (Katsu et al.,
1988), atingiu 50% de hemolise na concentragdo de 9x10” M. Desta forma, quando se
compara os valores de hemolise dos mastoparanos testados com o da Melitina, conclui-se que
eles possuem atividade hemolitica de baixa a moderada.

O ensaio de degranulacdo de mastocitos foi realizado utilizando-se mastocitos
peritoniais de ratos Wistar. As amostras foram ensaiadas em diferentes concentragdes,
variando de 1,9x10"M a 3,1x10*M. Os resultados foram expressos em porcentagem de
degranulacdo. O padrao utilizado para este ensaio foi o peptideo HR-II, um peptideo com 14
residuos de aminodacidos, da classe dos mastoparanos, isolado do veneno da vespa Vespa
orientalis, que causa degranulagdao de mastocitos e, consequentemente, inicia a liberacao de

histamina (Tuichibaev et al., 1988).
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A Figura 64 representa a atividade de degranulacdo de mastocitos peritoniais em
funcdo das concentragdes de cada um dos peptideos. Os resultados obtidos mostraram que
dentre todos os peptideos ensaiados, os peptideos Apoica-MP e Asn2-Polybia-MP 1,
apresentam atividade de degranulacdo mais intensa, atingindo 26,4% e 23,4%,
respectivamente, na concentracdo de 7,91x10°M. Nesta mesma concentragdo, 0s outros
peptideos apresentaram atividade degranuladora inferior a 12%, inclusive o peptideo padrao
HR-II. O mastoparano MK-578 apresentou valores inferiores a 3,6% inclusive na

concentragdo mais alta de 3,16x10“M.
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Figura 64: Atividade degranuladora de mastocitos peritoniais de ratos Wistar dos
peptideos Protonectarina-MP (preto), Parapolybia-MP (azul escuro), Apoica-MP
(azul claro), Asn2-Polybia-MP I (laranja), MK-578 (verde) e HR-II (vermelho) em
doze concentragdes diferentes, variando de 9,4x10°M a 3,1x10™ M.

Neste ensaio também foi observada atividade mais elevada para o peptideo
Apoica-MP, seguido dos peptideos Asn2-Polybia-MP I, Protonectarina-MP, Parapolybia-MP
e MK-578. Um fato interessante que ocorreu, ¢ que os peptideos Apoica-MP, Asn2-Polybia-
MP I e Protonectarina-MP apresentaram atividade mais intensa que o padrdo durante toda a
curva de degranulagdo. Por outro lado, o peptideo Parapolybia-MP apresentou valores um
pouco abaixo do padrdo, atingindo 26,33% de degranulag@o na concentracdo mais alta testada.

Além disso, o peptideo MK-578 mostrou valores muito baixos, sendo considerado nao
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degranulador de mastocitos. E possivel concluir que estes peptideos, exceto o MK-578,
possuem atividade degranuladora de mastocitos relativamente elevada.

A tabela 12 mostra os resultados obtidos nos ensaios de atividade antibidtica
realizado para os cinco peptideos sintéticos, em comparag@o a outros peptideos de venenos de

vespas, descritos em literatura, sendo os resultados expressos em pg/mL.

Tabela 12: Valores de concentrag@o inibitéria minima (MIC) expressos em pg/pL, para os cinco
peptideos e para o padrdo do experimento (Tetraciclina), frente a bactérias Gram+ e Gram-.

Valores de MIC (ug/mL)
) Gram - Gram +
PEPTIDEOS E. coli P. aeruginosa S. aureus B. subtilis

Protonectarina-MP 15,60 93,75 3,90 3,90
Parapolybia-MP 3,90 15,60 2,92 7,81
Apoica-MP 3,90 5,85 1,95 2,92
Asn2-Polybia-MP I 5,80 46,80 7,81 4,88
MK-578 23,41 125,00 42,87 11,70
Tetraciclina 15,60 93,75 2,43 15,60
Anoplin' 50,00 20,00 5,00 20,00
Crabrolina’ 150,00 - - 75,00
EMP-AF’ 50,00 20,00 5,00 -
Mastoparano-M4 12,50 12,50 6,25 -

'Konno et al. (2001); *Krishnakumari & Nagaraj (1997); *Konno et al. (2000); “Li et al. (2000).

Os valores de MIC observados para os cinco peptideos indicam que, com excegao
do peptideo MK-578, todos apresentam uma atividade antibidtica relativamente alta, tanto
para bactérias Gram+, quanto para bactérias Gram-. O peptideo Protonectarina-MP
apresentou valor de MIC inferior ao padriao (Tetraciclina) somente contra B. subtilis,
enquanto que para os outros microrganismos, os valores foram iguais ou superiores. Ja os
peptideos Parapolybia-MP e Asn2-Polybia-MP I, apresentaram-se mais potentes que a droga
padrdo para as bactérias Gram- e para o B. subtilis. O peptideo Apoica-MP foi o tinico que
apresentou valores de MIC inferiores ao padrdo Tetraciclina em todos os casos, sendo
portanto mais potente.

Ao fazer-se uma comparacdo entre os peptideos citados da literatura e os aqui

testados, observa-se que de maneira geral, os peptideos Protonectarina-MP, Parapolybia-MP,
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Asn2-Polybia-MP 1 e principalmente o Apoica-MP podem ser considerados promissores
modelos estruturais para o desenvolvimento de antibidticos, pois apresentam valores de MIC
inferiores a maioria daqueles observados para seus equivalentes da literatura.

A partir dos resultados dos ensaios de atividade biologica obtidos, nota-se que o
peptideo Apoica-MP ¢ mais ativo dentre os cinco mastoparanos testados neste estudo.
Existem atualmente inimeros trabalhos relatando a correlacao entre a estrutura em hélice, a
anfifilicidade e a presenca de cargas positivas com a atividade bioldgica de peptideos naturais.
O peptideo Apoica-MP possui grande tendéncia em formar estrutura em hélice e também uma
anfifilicidade bem definida como pdde ser observado nos estudos de estrutura secundéria
apresentados anteriormente. Provavelmente, essa atividade bioldgica mais intensa seja
decorrente desse conjunto de caracteristicas estereoquimicas apresentadas pelo Apoica-MP.
Por outro lado, apesar do peptideo MK-578 também apresentar uma hélice continua, assim
como o Apoica-MP, uma menor porcentagem de sua estrutura encontra-se na forma de hélice
quando comparado com o mesmo. Além disso, ocorre uma quebra no carater anfifilico desta
molécula devido ao posicionamento dos residuos de Lisina mais centralmente a cadeia
peptidica. Essa quebra na anfifilicidade provavelmente seja a grande responsavel pela

auséncia de atividade biologica encontrada para o peptideo MK-578.
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8. CONSIDERACOES FINAIS

Foram realizados experimentos para analisar as caracteristicas estruturais dos
mastoparanos Protonectarina-MP, Parapolybia-MP, Apoica-MP, Asn2-Polybia-MP I e MK-
578. As técnicas utilizadas envolveram analises de dicroismo circular em diferentes meios,
espectrometria de massas, modelagem molecular e dindmica molecular.

As andlises de dicroismo circular mostraram que esses peptideos possuem
seqiiéncias de aminoacidos que favorecem a formagdo de estruturas em hélice-a, quando
colocados em meios anisotropicos que mimetizam membranas celulares, como solucdes
contendo SDS e vesiculas sintéticas (PC e PC/PG-7030). Em presenca de vesiculas
zwitterionicas (PC), os peptideos apresentaram valores de porcentagem de formacao de
hélice-a relativamente baixos, quando comparados com os valores de porcentagem obtidos
para os peptideos em meio contendo TFE e SDS. Por outro lado, em presenca de vesiculas
anidnicas (PC/PG-7030) quatro dentre os cinco peptideos apresentaram uma porcentagem de
hélice-a mais elevada, em comparagdo a situacdo em que estes peptideos foram incubados em
presenca de vesiculas neutras.

Segundo Fujita et al. (1994), peptideos policatidnicos e curtos com conformacao
helicoidal, como mastoparanos, provavelmente interagem de forma paralela a superficie de
membranas compostas por PC, podendo formar agregados. Dados obtidos por Matsuzaki et al
(1996) em estudos de fluorescéncia, corroboram essa hipotese. Desta forma, os estados
conformacionais menos organizados encontrados para os peptideos em presenca desse tipo de
membrana, levam a conclusdo de que provavelmente, esses peptideos também interajam
paralelamente & membrana de PC, ndo chegando a internalizarem completamente na regido
hidrofobica da bicamada lipidica, o que provavelmente, induziria um maior teor de hélice-a

nessas moléculas.
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A presenca de fosfolipidios &acidos, como fosfatidilglicerol (PG), aumenta a
interagdo eletrostatica de peptideos positivamente carregados com as membranas
fosfolipidicas, além disso, parece permitir uma penetragdo mais profunda do peptideo (de
Kroon et al., 1991). O relato da maior estruturacio desses peptideos em presenca de vesiculas
PC/PG-7030 talvez seja um indicativo da existéncia de uma atividade seletiva, favorecida por
interagdes eletrostaticas entre as cargas positivas do peptideo e negativas da membrana. Sabe-
se que a membrana celular de mamiferos possui carga liquida neutra, enquanto que a
membrana das bactérias possui um elevado teor de PG, conferindo assim, carga liquida
negativa a estas membranas. Os resultados das atividades bioldgicas mostraram que os
mastoparanos Asn2-Polybia-MP I, Parapolybia-MP e Protonectarina-MP possuem uma
atividade hemolitica relativamente baixa (em relagdo ao padrdo Melitina) e, por outro lado,
uma atividade antibiotica efetiva. Desta forma, podemos levantar a hipdtese de que esses
peptideos estariam agindo de forma seletiva, atuando de modo mais eficaz contra as
membranas das bactérias, constituindo assim, modelos promissores para o desenvolvimento
de novos antibidticos.

Para tentar entender o0 modo de acdo desses peptideos, optou-se por realizar uma
analise comparativa entre a estrutura tridimensional, dindmica molecular e atividade bioldgica
de cada um desses peptideos. A modelagem molecular foi realizada com intuito de se obter
um modelo inicial para as simulagdes por dinamica molecular. Esses modelos podem ser
construidos através de algoritmos que utilizam dados estereoquimicos das moléculas,
juntamente com informac¢des comparativas, obtidas a partir de um modelo tridimensional
(template). A escolha de um bom template, que deve ser baseado em dados de similaridade e
identidade, constitui uma das etapas mais importantes nesse processo, uma vez que o modelo
gerado serd um reflexo dos templates fornecidos ao programa de modelagem.

Neste estudo, os peptideos Apoica-MP e MK-578 foram modelados utilizando-se

como template o peptideo EMP-AF. Os peptideos Protonectarina-MP, Parapolybia-MP e
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Asn2-Polybia-MP I, por sua vez foram modelados utilizando o Mastoparano-X como
template.

As andlises estruturais de validagdo das estruturas geradas mostraram que todos os
modelos gerados sdo estereoquimicamente possiveis, porém com caracteristicas distintas entre
si, 0 que permitiu dividi-los em dois grupos: um grupo cuja hélice formada apresenta uma
interrup¢do (furn), e o outro grupo cuja hélice ¢ continua. Os peptideos Parapolybia-MP e
Asn2-Polybia-MP I, que encaixam-se dentro do primeiro grupo, possuem as cadeias laterais
dos residuos de Triptofanos localizados de forma a aumentar a hidrofobicidade na regido
central da cadeia peptidica destes peptideos. Os peptideos Apoica-MP e MK-578, que
encaixam-se no segundo grupo, parecem possuir estruturas mais rigidas devido a nao
interrup¢do da hélice. Além disso, € possivel observar que a cadeia lateral do residuo de
Triptofano dessas conformacdes, aparece voltada para cima (mais proximo da regido N-
terminal).

Existem trabalhos que descrevendo a preferéncia dos residuos de triptofano pela
regido de interface hidrofilica/hidrofébica das membranas (Strandberg et al., 2002; de Planque
et al., 2002). Porém, os ensaios de interagdo com membrana (PC), através da técnica de
espectrometria de massas combinada com a troca H/D, revelaram que, ao contrario do que se
esperava, esses peptideos apresentam os residuos de Triptofano posicionados do lado de fora
da membrana. Um estudo realizado por Santos-Cabrera (2006), utilizando técnicas de
extravasamento de vesiculas monitoradas por fluorescéncia, mostrou que provavelmente o
residuo de Triptofano do peptideo Polybia-MP I ndo insere sua cadeia lateral na membrana.
Esses dois resultados convergem para um novo modelo de interacdo com membranas, em que
esse peptideo provavelmente insere a regido C-terminal na membrana, onde ndo existe a
presenca de residuos de Triptofanos.

Além disso, essa interagdo parece ndo ser muito profunda em relacdo a membrana,

mas sim, proxima a regido das cabecas dos fosfolipidios. Um estudo de caracteristicas
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conformacionais por Dindmica Molecular realizado por Costa (2006), mostrou que a presenca
do residuo Asp8 (carregado negativamente) ¢ GInl2 (hidrofilico) no Polybia-MP I permite a
interagdo de moléculas de 4gua com a regido central de sua cadeia principal, mesmo quando
colocado em meio contendo TFE (Figura 65). Ainda assim, a estrutura helicoidal ¢ mantida
devido a um equilibrio eletrostatico entre os grupos carregados e polares (Costa, 2006)
presentes em sua seqiiéncia de aminoacidos. Desta forma, acredita-se que estes peptideos
estejam interagindo na interface entre a regido das cabecas dos fosfolipidios (hidrofilica) e a
regido das caudas (hidrofobica). Os mastoparanos Protonectarina-MP, Parapolybia-MP e
Apoica-MP apresentaram também uma interagdo com a membrana da vesicula de PC,
semelhante ao descrito para o Asn2-Polybia-MP I nos ensaios de troca H/D combinada com

Espectrometria de Massas.

Figura 65: Representacdo da distribuicdo do
solvente na regido do peptideo Polybia-MPI. Em
cinza (ao centro) estd mostrada a cadeia principal
do peptideo em plano ortogonal ao eixo da hélice;
os bastdes brancos e finos representam as
moléculas de TFE; os bastdes vermelhos e
brancos representam as moléculas de agua. A
regido circulada pelo tracejado vermelho mostra
as moléculas de agua que se mantiveram na
regido do residuo Asp8 (Costa, 2006).

Estudos realizados por Rocha & Cruz-Hofling (2006, comunicagdo pessoal)
(Figura 66) verificaram que a acdo do mastoparano Apoica-MP, altera a permeabilidade da
membrana da fibra muscular (sarcolema), bem como as membranas das mitocondrias. Além

disso, € possivel observar hipercontragdo dos miofilamentos, causando um desarranjo no
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interior da célula. Outro aspecto interessante ¢ que, mesmo no musculo onde foi aplicado o
peptideo, observa-se a presenca de miofibrilas intactas. Tais resultados sugerem que, de
alguma maneira, peptideos desta natureza (mastoparanos) internalizam-se na célula, neste

caso na fibra muscular, provocando alteragdes internas, porém, sem aparentemente destruir a

membrana celular.

Figura 66: Micrografica optica de musculo tibial anterior de camundongo (Balb/c) ap6s injegdo intramuscular
de 25pg/pl do mastoparano Apoica-MP. Notar as alteragdes internas, como hipercontragdo dos miofilamentos
(setas), em C e D, quando comparadas as fibras tratadas apenas com solugdo salina 0,9%, em A e B. Os
asteriscos (*) indicam fibras intactas (Rocha & Hofling, 2006).

O fato dos peptideos interagirem com a membrana da maneira proposta neste
trabalho através dos estudos de troca H/D, somados aos resultados sobre o efeito dos mesmos
na morfologia de células musculares, sugerem que em algum momento tais peptideos estejam
se internalizando as membranas, talvez através de eventos de flip-flop. Em outros estudos ja

foram observados eventos de flip-flop; Hellmann & Schwarz (1998) relataram que o
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Mastoparano-X tem a capacidade de se internalizar 8 membrana de vesiculas sintéticas de PC,
também através desse mecanismo. A translocacdo dos peptideos através da membrana,
segundo Matsuzaki et al. (1996), estd relacionada com a formagdo de poros transientes.
Primeiramente, as moléculas do peptideo “residem” na face externa da membrana e
promovem um evento de formacao de poros de curta duragdo, e no momento da desintegragdo
dos poros, uma fracdo dos peptideos aleatoriamente transloca-se para a camada interna da
membrana. Como conseqiiéncia, a redu¢do da concentracdo de peptideos na face externa da
membrana, reduz a taxa de formagdo de poros devido a natureza cooperativa da formacao
destas estruturas. Além disso, a taxa de translocacdo inicial ¢ alta e reduz-se rapidamente.
Segundo Danilenko et al. (1993), peptideos com essas caracteristicas (com tempo curto de
formagdo de poros) poderiam entrar nas células sem causar mudangas efetivas na
permeabilidade das mesmas. A translocagdo de peptideos catidnicos através das membranas
pode ser facilitada por um potencial negativo da face interna das membranas (Matsuzaki et
al., 1995¢). Desta forma, acredita-se que o peptideo Apoica-MP, internaliza-se a célula de
mamiferos, sem destruir a membrana celular, sendo esse mecanismo facilitado pela atracao
das cargas positivas do peptideo com as cargas negativas da face interna da membrana.

Outro fato importante ¢ que, com exce¢do ao MK-578, todos os demais peptideos
estudados neste trabalho, apresentaram atividade degranuladora de mastdcitos. A
degranulacdo pode ocorrer por dois mecanismos: (i) interagdo com receptores de membrana,
neste caso, interagdo com proteinas-G, (ii) ou ainda através da lise da membrana celular e dos
granulos dos mastdcitos. A constatacdo da interagdo com a superficie da membrana das
vesiculas pelos mastoparanos em questdo, juntamente com a baixa atividade hemolitica e o
aparecimento de atividade degranuladora de mastocitos, indicam que provavelmente estes
peptideos estejam agindo nos mastdcitos, através da ativagdo das proteinas-G presentes nas

membranas dos mastocitos. Este tipo de interacdo ¢ dependente do reconhecimento de uma

131




conformacdo especifica dos peptideos pelos receptores acoplados as proteinas-G (Mendes et
al., 2005).

Os estudos de Dindmica Molecular mostraram que os mastoparanos apresentam
grande diversidade conformacional durante a trajetoria de simulacdo em meio aquoso. Esta
caracteristica sugere a necessidade de um possivel ajuste conformacional, que permita a
formacao de dobras na estrutura helicoidal, permitindo assim uma acomodac¢ao necessaria a
interagdo deles com as membranas conforme proposto neste estudo, sem contudo, perderem a
conformacao helicoidal por completo.

Tentou-se ainda, fazer uma correlacdo entre o posicionamento das Lisinas ao
longo da cadeia peptidica com a atividade biologica desses peptideos. O peptideo Apoica-MP,
que possui os residuos Lys5, Lys8 e Lys9, possui atividade bioldgica mais potente em relagao
aos outros peptideos. Este posicionamento das Lisinas ¢ um dos mais centrais ao longo da
cadeia; por outro lado, o Asn2-Polybia-MP I apresentou-se como segundo peptideo mais ativo
dentre os cinco estudados, sendo que ele possui os residuos de Lisinas posicionados mais
proximo das extremidades da cadeia. Consequentemente, ndo se observa uma correlagdo a
respeito do posicionamento mais central ou mais externo destes residuos na cadeia peptidica.
Desta forma, a presenca de residuos de Lisina nestes peptideos deva ser analisado sob outro
aspecto: talvez, esses residuos estejam contribuindo efetivamente na ancoragem dos peptideos
a membrana, favorecendo a interagdo com a interface hidrofilico-hidrofébica existente entre
as cabecas dos fosfolipidios e as caudas dos mesmos. Segundo Deber & Li (1995), a
hidrofobicidade facilita a entrada, concentracdo e orientagdo desses peptideos nas membranas
lipidicas.

Provavelmente, a orientacdo tridimensional, ¢ ndo o posicionamento linear, das
cadeias laterais das Lisinas seja um fator determinante na atividade bioldgica dos peptideos,
pois influencia fortemente na anfipaticidade da molécula, dependendo do meio. Por exemplo,

o peptideo Apoica-MP possui os residuos de Lisina localizados nas posicdes 5, 8 € 9, sendo

132




que dois deles encontram-se mais proximos ao C-terminal. A sobreposi¢do de alguns estados
conformacionais adotados por esse peptideo durante a simulagdo por Dinamica Molecular
(Figura 54B), mostra que a posi¢ao das cadeias laterais das Lisinas permite o estabelecimento
de uma face polar e outra face completamente apolar. Uma conformagao parecida ocorre com
o peptideo Protonectarina-MP, que também possui duas de suas Lisinas dispostas mais
préximas a regido C-terminal (posi¢des 11 e 12 da seqiiéncia peptidica).

Por outro lado, quando esses residuos encontram-se mais concentrados proximos a
regido N-terminal, como no caso do Asn2-Polybia-MP I e Parapolybia-MP, pode ocorrer certa
interrup¢do da area varrida pelas cadeias laterais destes residuos, formando assim pequenas
regides hidrofilicas, alternadas com pequenas regides hidrofobicas (ver figura 65). Além
disso, em uma representacao dos estados conformacionais do Asn2-Polybia-MP I (Figura 67)
observa-se uma convergéncia das pontas das cadeias laterais dos residuos de Lys para o
centro da cadeia peptidica, em dire¢do & carga negativa da cadeia lateral do residuo de AspS,
quando o peptideo estd em meio aquoso, podendo, desta forma, ocorrer um balanco entre as

cargas positivas e negativas das cadeias laterais desses residuos.

Figura 67: Distribuicdo dos residuos de Lysina
(vermelho) e Asp8 (azul) do peptideo Asn2-
Polybia-MP L.

Provavelmente esse peptideo possui uma mobilidade estrutural que permite um
ajuste da conformagdo de acordo com o meio em que esta interagindo. Estudos de Dinamica
Molecular deste peptideo em meio contendo micelas, vesiculas neutras e vesiculas carregadas
certamente poderia contribuir para um melhor entendimento dessas interagdes eletrostaticas

que ajudam na interacdo com membranas.
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Os peptideos Asn2-Polybia-MP I, Parapolybia-MP e Protonectarina-MP além de
serem antibidticos, possuem uma atividade hemolitica relativamente baixa. Desta forma, esses
peptideos tornam-se potenciais alvos no desenvolvimento de novos antibioticos. Fica aberto a
partir do presente trabalho, um importante campo de estudos para o desenvolvimento de

peptideos antibiodticos de uso terapéutico .
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