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RESUMO

Peptideos liticos com propriedades antimicrobianas sdo catidnicos e atuam na membrana
celular desestabilizando o empacotamento lipidico levando a célula a lise. Polybia-MP1 ou
MP1 (IDWKKLLDAAKQIL-NH») ¢ um potente bactericida, ndo hemolitico e nao citotoxico
que também inibe a proliferacao de células de cancer. Ambas as atividades, bactericida e
inibitoria, envolvem lipidios anidnicos e pH do ambiente diferente do fisioldgico. O potencial
eletrostatico e o pH da solu¢do podem modular a carga do peptideo com presenga simultanea
de residuos acidos e basicos. Neste trabalho investigamos o efeito da modulagdo de carga na
afinidade e na eficiéncia litica em vesiculas lipidicas. Para esta tarefa a eficiéncia do MP1 em
vesiculas lipidicas foi comparada com a do andlogo H-MP1 em que as histidinas substituiram
as lisinas. Dicroismo circular, fluorimetria, potencial zeta e microscopia Optica foram usados
para investigar a agao desses peptideos em vesiculas unilamelares grandes e gigantes (LUVs e
GUVs) de diferentes composicoes lipidicas com o pH da solugdo fixado em 5,5, 6,5 ¢ 7,4. A
carga do MP1 foi menos sensivel ao potencial da vesicula e ao pH da solucao, enquanto a carga
do H-MP1 foi fortemente modulada, sendo maior em solucao 4cida, mas ainda menor que MP1.
A modulagao da carga do H-MP1 conferiu maior afinidade e desempenho litico em solucao
acida, enquanto MP1 foi melhor em pH neutro. MP1 apresentou maior atividade de permeagado
nas vesiculas lipidicas nos trés pHs investigados em comparacdo ao H-MP1. O vazamento
induzido em GUYV tnica foi caracterizado por um tempo de retardo da ordem de minutos
seguido pela liberagao do contetido da GUV em alguns segundos. O tempo de retardo e a
permeabilidade sao dependentes do pH e da concentragdo de peptideo. Os resultados confirmam
que a inserc¢ao desses peptideos na fase lipidica perturba o empacotamento de lipidios, levando

a formagao de poros.

PALAVRAS-CHAVE: Peptideos antimicrobianos, vesiculas lipidicas, método de GUV

Unica.



ABSTRACT

Lytic peptides with antimicrobial properties are cationic and act on the lipid cell membrane,
destabilizing the lipid-packing leading to the cell lysis. Polybia-MPI or MPI
(IDWKKLLDAAKQIL-NH?2) is a potent bactericide, non-hemolytic, and non-cytotoxic that
inhibits cancer cell proliferation. Both the bactericide and the inhibitory activities involve
anionic lipids and milieu pH different from the physiological one. The electrostatic potential
and the solution pH can potentially modulate the net charge of a peptide with the simultaneous
presence of acidic and basic residues. This thesis investigated the effect of this charge
modulation on the affinity and on the lytic efficiency in anionic vesicles. For this task, the
affinity to and leakage efficiency in anionic vesicles of MP1 was compared with those of its
analog H-MP1 in which histidines substituted the lysines. Circular dichroism, fluorimetry,
zeta potential, and optical microscopes were used to investigate the action of these peptides in
anionic large and giant unilamellar vesicles (LUVs and GUVs) of different compositions and
the solution pH fixed at 5.5, 6.5 and 7.4. MPI net charge was less sensitive to the vesicle
potential and solution pH, while HMP1 charge was strongly modulated being larger at acidic
solution but still smaller than MP1. The HMP1 charge modulation imparted higher affinity and
Iytic performance at acidic solution while MP1 was better at neutral pH. MP1 showed higher
permeating activity in lipid vesicles in the three pH investigated in comparison to H-MP1. The
leakage induced in single GUVs was characterized by a lag-time of an order of minutes
followed by the release of GUV content in a few seconds. The lag-time and permeability were
dependent on the pH and peptide concentration. The results support that the insertion of these

peptides into the lipid phase disturbs the lipid-packing leading to pore formation.

KEYWORD: Antimicrobial peptides, lipid vesicles, single GUV method.
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CAPITULO 1

1. Introducao

O uso indiscriminado de antibioticos na medicina, na producdo de alimentos para animais
€ na pecudria, aumenta a pressao seletiva e, também, a oportunidade de a bactéria ser exposta
aos mesmos, facilitando a criagdo de mecanismos resistentes (MALIK et al., 2016). Essa
resisténcia antimicrobiana tornou-se o principal problema de saude publica no mundo, afetando
todos os paises, desenvolvidos ou ndo (O'NEILL, 2016). Por isso, a busca por novos
antibidticos e meios de controlar o impacto das bactérias resistentes constituem um grande
desafio para a ciéncia.

Substancias que possuem atividade antimicrobiana dirigida a membrana da bactéria tém
atraido muita atencdo uma vez que estas substancias agem induzindo o vazamento do contetudo
interno das cé€lulas bacterianas, matando-as rapidamente, enquanto antibioticos convencionais
atuam no interior das células no processo de traducdo proteica e nas etapas de replicacao e
transcrigdao (GIULIANI; PIRRI; NICOLETTO, 2007). Neste sentido, a resisténcia a essa classe
de substancias antimicrobianas ¢ bastante reduzida, pois os microrganismos necessitam
reestruturar completamente a membrana plasmatica para impedir a acao dessas moléculas (
HANCOCK; LEHRER, 1998; CESPEDES, 2009).

Os peptideos antimicrobianos sdo encontrados no sistema imune de muitos organismos
como insetos, anfibios, passaros, peixes, mamiferos, plantas e bactérias (WANG et al., 2009).
Por possuirem carater cationico estes peptideos sdo seletivos a membranas anionicas, como a
superficie das membranas de bactérias, e possuem atividade litica atribuida a desestruturagao
da bicamada lipidica independente de receptores quimicos, o que evita que 0s organismos
adquiram resisténcia, atribuindo a eles um grande potencial farmacologico (WIMLEY, 2010).

Além da atividade antimicrobiana desses peptideos, um nimero crescente de estudos
relata um amplo espectro de atividade citotoxica contra células cancerosas ( MADER;
HOSKIN, 2006; GASPAR; SALOME VEIGA; CASTANHO, 2013). Ainda como uma das
principais causas de morte, o cancer que ¢ provocado pelo crescimento e disseminagdo de
células anormais de forma descontrolada afeta milhdes de pessoas. Portanto, muitos esforcos
tém sido dedicados na criagdo de novas terapias que sejam menos prejudiciais para os pacientes
que os métodos hoje disponiveis, como cirurgia € quimioterapia, que tém uma taxa de sucesso

relativamente baixa, assim como apresentam risco de recorréncia (HARRIS et al., 2011).
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Assim como as membranas das bactérias, a membrana da célula cancerosa possui
densidade de carga negativa, levando a hipotese de que os peptideos antimicrobianos
compartilham os mesmo principios moleculares para a seletividade e atividade nessas células
(GASPAR; SALOME VEIGA; CASTANHO, 2013). Entretanto, além das caracteristicas do
peptideo e lipidio, h4 a necessidade de uma compreensdo abrangente da atividade devido aos
efeitos dos fatores ambientais, como pH, forca i0nica, efeitos de ions especificos, etc para
facilitar o desenvolvimento e aplicagdo desses peptideos como terapias de drogas bem
sucedidas (WALKENHORST et al., 2013). Por outro lado, a caracterizacao desses peptideos
ndo ¢ apenas interessante por causa de seu potencial uso farmacéutico, mas a analise de suas
propriedades estruturais e funcionais como fun¢do do pH também permite obter um
conhecimento mais geral dos mecanismos de formacdao de canais e atividade antibidtica
(VOGT; BECHINGER, 1999a).

Nesse trabalho foi avaliada a interag¢ao do peptideo Polybia MP1(IDWKKLLDAAKQIL-
NH>) ou simplesmente MP1, com vesiculas lipidicas. O peptideo MP1 pertence a familia dos
mastoparanos foi extraido do veneno da vespa nativa Polybia paulista (SOUZA et al., 2005).
Estudos anteriores mostram que ele possui atividade bactericida de amplo espectro contra
bactérias Gram positivas e Gram negativas ndo sendo hemolitico nem citotéxico (SOUZA et
al.,2005). O MP1 também apresenta um efeito inibitorio seletivo a proliferacao das células de
cancer de bexiga e prostata (WANG et al., 2008), contra células leucémicas multirresistentes
(WANG et al., 2009) e apresenta citotoxidade contra linfocitos T leucémicos, sendo seletivo
ao reconhecer essas células em comparagdao com linfécitos saudaveis ( CABRERA et al.,
2012). Um estudo recente mostrou que a composi¢do lipidica pode afetar a permeagdo da
membrana devido a acdo do MP1. A presenga dos lipidios PS ¢ PE na composicdo da
membrana influenciam na velocidade da cinética de permeacdo e consequentemente na
afinidade desses peptideos por células tumorais (LEITE ez al., 2015).

Estudos em simulacdo de dindmica molecular do MP1 em TFE sugerem um importante
papel do residuo acido e das posicdes relativas dos residuos acidos e basicos ao longo da
sequéncia que auxilia no balanco das cargas, dando origem a um conjunto de pontes de
hidrogénio intracadeia que estabiliza a conformagdo helicoidal, auxiliando no balango entre
carga e hidrofobicidade (CABRERA et al., 2008).

Na expectativa de obter um peptideo que responda a pequenas variagdes de pH foi
sintetizado um andlogo do MPI no qual as trés lisinas foram substituidas por histidinas,
denominado H-MP1(IDWHHLLDAAHQIL-NH>). Esta modificacao resultou em um peptideo

com pl tedrico de aproximadamente 6,8, enquanto o MP1 tem pl tedrico proximo de 9,8.
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Levando a um peptideo sensivel a variagdes do pH préximos ao pH fisioldgico devido a
protonagdo das cadeias laterais dos residuos de histidina.

A estratégia de trocar os residuos de lisina por histidina ja vem sendo utilizada com a
finalidade de aumentar a seletividade a acao desses peptideos em ambientes acidos (VOGT;
BECHINGER, 1999; MAKOVITZKI; SHAI, 2005; MAKOVITZKI; FINK; SHAI, 2009).
Estudos apontam que a vizinhanga das células de tumores s6lidos exibem pH mais baixo do
que o encontrado nas células sadias em consequéncia da precaria fungdo vascular dos tumores,
que nao suprime as necessidades nutricionais e de oxigenacao da rapida proliferacao de células
cancerigenas, desenvolvendo assim condi¢des anaerdbicas que levam a producdo de acido
latico (MAKOVITZKI; FINK; SHAI 2009). Devido a essa modificacdo causada no pH do
meio proximo as células tumorais em relagdo as sadias, foi observado em estudos com
peptideos ricos em histidinas uma diminui¢do da toxidade desses peptideos as células sadias
devido a sensibilidade adquirida @ mudanga de pH (MAKOVITZKI; FINK; SHAI, 2009).

Além disso, foi observado que os residuos de histidina em posic¢des estratégicas resultam
em peptideos antimicrobianos com atividade dependente do pH que podem torna-los ativos a
pH baixo e relativamente inativo a pH neutro, podendo ser modelos uteis para o
desenvolvimento de peptideos destinados a funcionar em ambientes como o limen gastrico,
vagina, ou focos dentdrios carcinogénicos de mamiferos ( MAHMOUD et al., 1995; VAN
HOUTE; LOPMAN; KENT, 1996; LEE et al., 1997).A falta relativa de atividade de peptideos
ricos em histidina a um pH neutro pode revelar-se especialmente vantajosa limitando a sua
atividade a tais locais.

Nesse trabalho foi avaliada a interagdo dos peptideos MP1 e H-MP1 com vesiculas
anidnicas formadas por POPC:POPG (7:3) mimetizando membranas bacterianas e
POPC:POPE (9:1), POPC:POPS (8:2) e POPC:POPS:POPE(7:2:1) mimetizando células
tumorais, € como esses peptideos respondem ao pH do meio sendo este fixado nos valores de
5,5; 6,5 e 7,4. Estes sistemas foram investigados por meio de técnicas de espectroscopia de
fluorescéncia, dicroismo circular, potencial zeta/eletrocinético e microscopias de contraste de

fase e de fluorescéncia, com o uso apropriado de LUVs e GUVs.

1.2 Desenvolvimento teorico

1.2.1 Membranas biolégicas
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A membrana ¢ uma barreira fisica que circunda a célula com permeabilidade seletiva
para o transporte de moléculas permitindo a troca de particulas entre os compartimentos extra
e intracelular garantindo que as respectivas composicdes € osmolaridade sejam precisamente
reguladas. Os elementos que compde estruturalmente as membranas celulares sao basicamente

os lipidios e as proteinas (WATSON, 1971).

Figura 1: Se¢do transversal da membrana com proteinas inseridas na bicamada
fosfolipidica proposto por Singer e Nicholson. Ampliado a estrutura de um fosfolipidio

genérico que compoe a membrana. Imagem modificada de www.openstax.org/books/biolgy.
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Os lipidios sdo moléculas anfipaticas formadas basicamente por uma parte hidrofilica
(cabeca polar) e a outra parte hidrofébica composta de 4cidos graxos ndo polares (caudas)
(NELSON; COX, 2011). Os principais tipos de lipidios encontrados em membranas biologicas
sdo: os fosfolipidios, glicolipidios e esterdis. Dentre estes lipidios os mais abundantes sao
fosfolipidios, os quais consistem de duas cadeias de acidos graxos ligadas ao glicerol e um
grupo fosfato (

Figura 1). Os fosfolipidos contendo glicerol sao referidos como glicerofosfolipidos. Um
exemplo de um glicerofosfolipideocomumente encontrado em membranas bioldgicas ¢ a
fosfatidilcolina (PC), que tem uma molécula de colina ligada ao grupo fosfato (WATSON,
1971).

O modelo de membrana celular aceito é conhecido como modelo do mosaico fluido,
proposto em 1972 por Singer e Nicholson (SINGER; NICOLSON, 1972). Neste modelo, ha
um mosaico de moléculas de proteinas, que desempenham inumeros papéis para o
funcionamento das células, mergulhadas total ou parcialmente em uma bicamada lipidica fluida

de modo que os grupos hidrofilicos dos lipidios estao voltados para face aquosa, Figura 1.
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Diversos tipos de lipidios com grupos polares e por¢des hidrofobicas distintas sdo
encontrados na composi¢do das membranas. Em células de mamiferos, a monocamada externa
da membrana plasmatica contém predominantemente PC e esfingomielina, enquanto
fosfatidilserina (PS) e fosfatidiletalonamina (PE) sdo encontrados na monocamada interna.
Mudangas nessas composigoes lipidicas afetam as caracteristicasbiofisicas destas estruturas
bem como o seu microambiente e podem ser um indicativo de doengas. Durante a morte celular
programada (apoptose), o PS ¢ exposto na camada externa pela agao de uma enzima tipo flipase
(WATSON, 1971). Esta exposi¢ao altera a carga da membrana plasmatica, uma vez que o PS
apresenta carga negativa, como visto em células de cancer de leucemia, bexiga e prostata

(ZWAAL; COMFURIUS; BEVERS, 2005).

Figura 2 - Esquema representativo de membranas de bactérias Gram-Positivas e Gram-

Negativas. Modificado de www.sigmaaldrich.com.
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As membranas das células eucaridticas e as membranas bacterianas possuem fungdes
similares, mas composi¢oes diferentes em relagao aos fosfolipidios e outros componentes. Em
geral as membranas bacterianas sdo compostas por lipidios anidnicos como fosfatidilglicerol
(PG), cardiolipina (CL) e fosfatidilserina (PS) (CRONAN, 2003), porém essas membranas
bacterianas sdo altamente complexas, o que resulta na divisao das bactérias em duas classes
distintas: bactérias Gram-negativas ¢ Gram-positivas (

Figura 2). As Gram-negativas possuem duas membranas separadas por uma camada de
peptidoglicano, que confere rigidez a membrana, ¢ a membrana externa coberta por
lipossacarideos (LPS) ancorados (KABANOV; PROKHORENKO, 2010). As bactérias Gram-
positivas, por sua vez, contétm apenas uma membrana coberta por uma camada de

peptidoglicano e acido teicéico (NAVARRE; SCHNEEWIND, 1999).
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As propriedades biofisicas das membranas relacionam-se com a sua composicao lipidica,
uma vez que os lipidios se diferenciam em comprimento, grau e posi¢do de insaturagdo e
composi¢ao das cabegas polares, que acarretam em variacdes de tamanho e carga. Estes
aspectos tém papel importante na modulacao de fluidez, densidade de carga superficial e
tensdes de curvatura da membrana. Por exemplo, os lipidios de PC podem ser representados
como forma de cilindro devido ao tamanho da cabega e os volumes das caudas, no entanto nos
lipidios de PE, a secdo transversal do grupo de cabeca ¢ menor do que a se¢do transversal das
caudas e apresenta uma forma de cone que favorece a formagao de curvatura negativa (Figura
3A). Outros lipidios geram diferencas na densidade superficial de carga da membrana
relacionada aos grupos de cabega polar, como no caso do PS de carater anidnico e o PC de
carater zwtterionico (Figura 3B), que podem mediar interagdes com proteinas associadas. Além
destes, existem lipidios com diferencas nas temperaturas de transicdo de fase devido a
variedade de insatura¢do e comprimento das caudas hidrofobicas, que determinam a espessura
e ordenacdo da regido hidrofobica afetando empacotamento dos lipidios levando as membranas

a serem mais ou menos fluidas (Figura 3C).

Figura 3 - Exemplos de mudangas nos aspectos fisicos das membranas devido as

variedades de lipidios. Modificada de (HOLTHUIS; MENON, 2014).
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A complexidade das membranas bioldgicas frente a sua composicao lipidica, proteica e
glicoproteica dificulta a realizacdo de estudos que visem investigar a interagao de compostos
ativos com as mesmas. Desta maneira, a utilizagdo de sistemas modelo que mimetizem a
composicao das membranas de interesse com modelos de interesse ¢ uma pratica comum nos
ultimos anos (SIONTOROU et al., 2017). O modelo mais simplificado de uma célula ¢
denominado lipossomo/vesicula (WATSON, 1971). O termo vesicula ¢ usado para designar
um tipo particular de compartimento, que possui no seu interior um pequeno volume aquoso e
limitado por uma ou algumas camadas finas também chamadas de membranas, compostas por
moléculas anfifilicas. As vesiculas que tem as membranas constituidas por fosfolipidios sdo

chamadas de vesiculas lipidicas (WALDE et al., 2010).
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As vesiculas lipidicas podem ser classificadas segundo seu tamanho e nimero de lamelas.
As vesiculas multilamelares ou MLV (“multilamellar vesicles”) ¢ o nome dado para vesiculas
que sao constituidas por varias bicamadas lipidicas, aproximadamente concéntricas, com
diametro varidvel entre 400 e 3500nm. A partir das MLVs podem-se obter as vesiculas
unilamelares, constituidas por uma unica bicamada lipidica, as quais sdo divididas segundo
seus tamanhos: as pequenas ou SUV (“small unilamellar vesicles”), com diametro entre 20 e
50nm, as grandes ou LUV (“large unilamellar vesicles”), de diametro superior a 100nm, ¢ as
gigantes ou GUV (“giant unilamellar vesicles”), com dimensdes superiores a 1pum, podendo
chegar as dezenas de micrometros (BATISTA; CARVALHO; MAGALHAES, 2007).

A maioria dos estudos biofisicos sobre a estrutura ¢ fungdao das membranas tem sido
realizada com medidas dos parametros fisicos das vesiculas, como tamanho, formato e
intensidade de fluorescéncia de LUVs, SUVs e MLVs em suspensao, mas por se tratar de
medidas de muitas vesiculas ao mesmo tempo, muita informacdo pode ser perdida. Por
exemplo, quando se quer investigar a interagdo de membranas com alguma substancia, pode ser
que a substancia induza mudangas nas propriedades fisicas das vesiculas, como variacao do
tamanho, formato e intensidade de fluorescéncia, além de fusdo e fissdo da membrana. Porém,
essas mudangas ndo necessariamente ocorrem simultaneamente em todas as vesiculas da
solucdo, entdo o que se obtém usando um sistema de vesiculas em suspensdo ¢ uma média de

varios tipos de estadgios dessas mudancas (Figura 4).

Figura 4 - Diagrama esquematico do principio de uma medida usando uma suspensao de

LUVs. Modificado de (YAMAZAKI, 2008).
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Devido ao seu tamanho, o estudo usando GUVs possui vantagens sobre o uso de LUVs

e SUVs quando se quer investigar propriedades fisicas da membrana, como elasticidade e
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modifica¢des estruturais, pois essas vesiculas podem ser observadas em tempo real por meio

da técnica de microscopia Optica.

Figura 5 - Diagrama esquematico do principio do método de GUV unica. Modificado de

(YAMAZAKI, 2008).
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No método chamado “O método de GUV unica”, apresentado por Yamazaki
(YAMAZAKI, 2008) sdo observadas as propriedades fisicas e estruturais de uma unica
vesicula em fungdo do tempo e a partir de diversas analises, pode-se realizar uma estatistica
dos parametros fisicos obtidos de uma unica GUV dentre muitas outras, como esquematizado
na Figura 5. Desse modo, ¢ possivel obter novas informagdes sobre estrutura e fungdo das
membranas lipidicas, assim como informacdes da interacdo de diferentes substancias com as
membranas em tempo real. Enquanto em uma suspensdo de vesiculas sdo necessarios

diferentes experimentos para obter essas informacoes.

1.2.2 Peptideos

Peptideos sdo pequenas moléculas compostas por uma sequéncia de residuos de
aminodcidos ligados covalentemente por meio de ligagdes peptidicas entre um grupo carboxila
de um residuo a um grupo amino do residuo seguinte. De modo geral, s3o encontrados em
peptideos e proteinas vinte diferentes aminoacidos que diferem quanto a suas cadeias laterais

com diferentes estruturas, tamanhos, cargas elétricas e hidrofobicidades.
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Dentre os peptideos, existem alguns que s3o considerados bioativos, pois podem
apresentar atividade antimicrobiana, antifungica, anticancer sendo ou ndo hemoliticos
(JENSSEN; HAMILL; HANCOCK, 2006). Apesar de terem sido observadas uma enorme
variedade de sequéncias e estruturas, esses peptideos bioativos apresentam caracteristicas
comuns a todos, tais como, possuirem cadeias curtas, com até 45 residuos de aminoacidos,
carga liquida positiva devido ao excesso de residuos bésicos e conter cerca de 50% de
aminoacidos hidrofébicos (HANCOCK; LEHRER, 1998).

Devido as caracteristicas dos residuos que compdem esses peptideos a adsorcao as
membranas se deve a um balango entre interacdes de origem eletrostaticas e hidrofobicas que
agem em conjunto (LADOKHIN, A S; WHITE, 1999). A primeira interagdo entre o peptideo
e a bicamada lipidica a ser estabelecida ¢ a eletrostatica de relativamente longo alcance, que
ocorre devido a atragcdo entre os residuos de aminoacidos catidnicos € os grupos fosfato
negativamente carregados da membrana alvo. No segundo passo os peptideos desestruturados
em solu¢do sdo transferidos a interface entre a solu¢ao e a membrana, seguido de uma mudancga
conformacional dependente do balango hidrofilico e hidrofébico devido a sequéncia de
aminoacidos do peptideo e composi¢ao dos fosfolipidios da membrana (LI ez al., 2012). Dentre
essas estruturas secundarias, a predominante ¢ a helicoidal, devido aos aminodcidos que
compde os peptideos, que em sua maioria sdo ricos em residuos basicos e ndo polares. Estes
tendem a se auto organizarem por uma face polar voltada para a superficie aquosa enquanto a
outra face formada por residuos ndo polares se volta a bicamada, favorecendo sua estabilidade
estrutural (OREN; SHAI, 1998).

A presenga do peptideo cationico na membrana induz mudangas nos grupos mais
expostos, como as cabecas polares de carater anidnicos, que evolui para a bicamada como um
todo, influenciando na distribui¢cdo de cargas, na tensdo de curvatura, na fluidez da membrana
e no empacotamento lipidico (BOZELLI et al., 2012). Os peptideos vao se acumulando na
membrana externa até atingir uma concentragdo critica que se dd quando a tensao na superficie
se torna grande ao ponto de causar uma deformagdo, provocando a imersao dos peptideos na
bicamada. A permeabilizagdo da membrana pelos peptideos ¢ descrita por modelos conhecidos

como poro barril, poro toroidal e carpete, representados na Figura 6.
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Figura 6 - Representagdo dos mecanismos de ag¢do dos peptideos antimicrobianos.

Adaptado de (PASUPULETIL; SCHMIDTCHEN; MALMSTEN, 2012).
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O mecanismo chamado Poro Barril, é obtido com os peptideos inseridos na membrana
provocando uma separacao lateral dos fosfolipidios e formando um canal todo revestidos por
eles. Assim os peptideos interagem lateralmente uns com os outros estabilizando a bicamada
lipidica. Nesta estrutura, os residuos apolares interagem com a por¢do hidrofobica dos
fosfolipidios e os residuos polares permanecem em contato com o solvente. Para que esse tipo
de poro ocorra os peptideos precisam ter comprimento apropriado para atravessar a membrana
e formar estrutura helicoidal anfipatica (PASUPULETI; SCHMIDTCHEN; MALMSTEN,
2012). No modelo denominado poro toroidal os peptideos interagem comas cabecas polares
dos fosfolipidios da membrana formando um complexo que resulta na formagdo de um poro
devido a inducdo da curvatura positiva na membrana, ou seja, se liga de maneira que as cadeias
apolares nao entrem em contato com o peptideo, mantendo-se interiorizados na bicamada.
Diferente do boro barril, esse tipo de poro ¢ estabilizado por uma mistura de lipidios e
peptideos, ndo sendo necessdrias caracteristicas especificas dos peptideos para a sua
formagao(LI et al., 2012). No modelo carpete os peptideos se acumulam adsorvidos na
membrana lipidica, paralelos a regido de interface, formando uma extensa camada. Quando a
concentragdo de peptideos alcanga um valor critico a membrana pode ser permeada por um

desbalanco de massa, micelizacdo ou ruptura (LI ef al., 2012).
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Dentre as caracteristicas biofisicas dos peptideos que influenciam sua atividade estdo a
carga liquida e a hidrofobicidade média. A carga liquida tem importancia fundamental na
interacdo inicial entre os peptideos e as membranas devido a atragdo eletrostatica entre eles,
porém o excesso de cargas positivas pode afetar a estruturacdo e reduzir a atividade devido a
uma repulsdo eletrostatica intra-cadeia e entre peptideo lipidio (TOSSI et al., 1994). Para uma
molécula com alta hidrofobicidade ndo ¢ favoravel permanecer em um meio polar, portanto o
aumento de residuos hidrofobicos na sequéncia pode potencializar a interagdo entre os
peptideos e a parte polar das bicamadas, podendo levar a uma interacdo com membranas que
ndo sejam do interesse biologico. Portanto, a estratégia para conseguir melhorar a atividade
desses peptideos se inicia com o desenho de peptideos andlogos, modificando suas sequéncias
de aminoacidos original, e alterando assim o nimero de aminoacidos que compde sua estrutura
primaria, a carga total, a hidrofobicidade e anfipacidade, em busca de melhor entendimento
sobre quais alteragdes favorecem ou prejudicam a atividade e seletividade ao alvo especifico
(PASUPULETI; SCHMIDTCHEN; MALMSTEN, 2012).

Varios peptideos bioativos foram desenvolvidos com sucesso para aplicagdes
farmacéuticas e comerciais. Como o caso da Daptomicina, aprovada em 2003, para tratar
infecgdes da pele, comercializada sob o nome CUBIN®(ISLAM; SAFDER, 2008). Outro
exemplo ¢ peptideo glucagon simile humano (GLP-1) usado para o tratamento do diabetes
mellitus tipo 2, comercialiado como Victoza®(FOSGERAU; HOFFMANN, 2014). Enquanto
varios peptideos chegaram aos testes clinicos, por exemplo, o P-113, um derivado da histatina,
um peptideo salivar humano, esta em fase de testes I/ Il para tratar a candidiase oral que afeta
pacientes imunocomprometidos. Um andlogo de indolicidina, o MBI-549, esta em ensaios de
Fase II para o tratamento de infec¢des por acne. O pexiganan, derivado da magainina, esta
sendo desenvolvido para o tratamento de tlceras em pacientes diabéticos, com ensaios clinicos

de Fase III (REDDY; YEDERY; ARANHA, 2004; KANG et al., 2014).
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CAPITULO 6

6. Conclusoes

Este trabalho investigou a interacdo entre o peptideo MP1 e seu analogo H-MP1 com
diferentes membranas lipidicas modelo e pHs. Através dos resultados das medidas
espectroscopicas podemos concluir que os peptideos interagem com as membranas lipidicas
mistas compostas por fosfolipidios contendo cabega polar de fosfatidilcolina, fosfatidilglicerol,
fosfatidilserina e fosfatidiletalonamina, tal que, a intensidade de sua interacao ¢ dependente do
peptideo, do pH do meio e do lipidio. Isto ¢, nossos resultados de CD e fluorescéncia nos deram
suporte para concluir que os peptideos passam de uma conformag¢do desordenada em solugao
aquosa para uma conformagdo helicoidal quando interage com a membrana lipidica. Esta
transi¢do quantificada pela constante de parti¢do indicou que os valores das constantes de
particao do MP1 em pH 5,5 ¢ maior em vesiculas contendo POPS enquanto que em pH 7,4 foi
maior para as que contém POPG. A afinidade do andlogo ¢ maior as vesiculas com POPG na
composic¢ao nos dois pHs.

ApoOs a partigdo, os residuos de triptofano dos peptideos interagem com o interior
hidrofobico da membrana lipidica, como evidenciado pelos resultados dos experimentos de
supressao deste residuo por acrilamida. A inser¢do dos residuos de triptofano e de outros nao
polares ¢ mais profunda em todos os casos para o peptideo MP1. A particdo e inser¢do dos
peptideos na fase hidrofobica da membrana gera estresse elastico na monocamada externa
resultando em instabilidade, que ¢ seguida pela abertura de poros ou defeitos que aliviam o
estresse e iniciam o vazamento do conteudo interno da vesicula. O vazamento de calceina
induzido pelos peptideos em uma suspensdo de LUVs mostraram forte dependéncia da
composi¢do da membrana e pH. A maior eficiéncia litica observada para o H-MPI na
composi¢ao 7POPC:3POPG em pH 5,5. Ja na composigao SPOPC:2POPS o MP1 foi mais
eficiente em ambos os pHs em relagdo ao analogo.

O estudo do vazamento da vesicula pela técnica de GUV dunica ofereceu novas
informagdes sobre a interagdes dos peptideos MP1 e H-MP1 na membrana. Esses experimentos
indicaram que ambos os peptideos formam poros nas membranas. Os valores de constante de
formag¢do de poros (kp) obtidos com 010 uM de MP1 foram maiores para as vesiculas com
fosfatidilserina, enquanto que para o andlogo H-MP1 na mesma concentragdo, esta constante

foi maior nas vesiculas de POPC:POPG em pH 5,5.0s valores de k, nas vesiculas de
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zwitterionicas sao menores que nas vesiculas anionicas, indicando que a interagdo eletrostatica
¢ um fator importante na parti¢ao e consequente formagao de poros nas bicamadas lipidicas.

Com os valores de constante cinética de vazamento foi observada a existéncia de dois
estagios de permeagao induzidos pelos dois peptideos. O primeiro estagio ocorre com a
aberturados poros e o segundo coma diminui¢ao do tamanho poro, o que leva a menores valores
de constante de vazamento. Os valores de permeabilidade média(Pm) deram informagdes sobre
a taxa de liberagdo de calceina induzida pelos peptideos. Os valores de Pn das membranas
apresentam dependéncia com a concentracao do peptideo, sendo encontrados permeabilidades
maiores nas situacdes com maiores concentracdes de peptideo. Na composicao de POPC:POPG
a permeabilidade obtida para o H-MP1 em pH é&cido ¢ maior do que em pH neutro, e
aproximadamente igual a permeabilidade induzida pelo MP1. Com o lipidio anidénico POPS as
permeabilidades médias sao consideravelmente maiores com a inje¢ao de MP1 do que com o
analogo H-MP1. A adicdo de POPE na membrana (POPC:POPS:POPE), resultou em ligeiro
aumento de kp e para o MP1 em pH neutro enquanto que para o andlogo houve um decréscimo
desta constante nos dois pHs.

Além da perda do conteudo interno das GUVs, foram visualizados em alguns casos,
modificagdes estruturais na bicamada. As maiores porcentagens de vesiculas que sofreram
ruptura da membrana ocorrem devido a dois fatores: um grande excesso de peptideo ligado as
vesiculas e devido a presenca do lipidio POPE que possui geometria com tendéncia em formar
curvatura negativa.

Portanto, pode-se concluir que a particdo do analogo H-MPlem bicamadas lipidicas
modulam a carga dos residuos de histidinas que constituem a sequencia primaria do peptideo
e portanto essa substituicao fez com que o peptideo fosse seletivo tanto em relagdo ao pH como
a composi¢ao lipidica da membrana, sendo mais efetivo na interacdo com membranas de
POPC:POPG em pH 4cido. O MP1, por sua vez, manteve sua eficiéncia nas vesiculas de
POPC:POPS indicando que além da componente eletrostatica outros fatores sdo importantes

para a interagdo, entretanto o MP1 ¢ menos sensivel a variagdo do pH do que o andlogo.
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