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RESUMO

O uso de peptideos bioativos em antibioticoterapia tem dentre suas vantagens
principais a reduzida possibilidade de desenvolvimento de resisténcia, uma vez que o
alvo sdo os fosfolipidios constituintes da membrana celular. Muitos desses peptideos
sao de cadeia curta, com amplo espectro de atividade contra bactérias e contra fungos, e
com baixa citotoxicidade. Mecanismos de seletividade na acdo de peptideos bioativos
vém sendo investigados como forma de dirigir modificagcbes estruturais que
aperfeicoem suas acdes terapéuticas, minimizando efeitos téxicos ou indesejaveis. Por
serem predominantemente cationicos, apresentam interacao preferencial com bicamadas
lipidicas anibnicas. Os peptideos estudados neste trabalho sdo a Jelleine-l e dois
analogos (JIF2W e JIF2WR) sintetizados com algumas modificacdes de residuos na
sequéncia primaria, e a Protonectin isolada e em mistura com Protonectin (1-6). Estudos
preliminares por dindmica molecular sugeriram a formacgao de agregados na Jelleine-I
em meio aquoso e em ambientes que modelam as caracteristicas fisico-quimicas de
membranas celulares, como as micelas do surfactante dodecil sulfato de sddio (SDS).
Informacdes semelhantes foram também obtidas por meios computacionais para a
Protonectin. Entretanto, este peptideo quando em mistura com Protonectin (1-6),
apresenta menor tendéncia a agregacdo em meio aquoso e em SDS. Outros estudos
mostraram ainda que esta mistura apresenta atividades biol6gicas aumentadas. Neste
trabalho realizou-se uma andlise biofisica desses peptideos em relacdo a formacao de
agregados, eficiéncia e seletividade, avaliados na presenca de ambientes de carater
zwitteribnico e anibnicos, utilizando medidas de espectroscopia de FTIR, dicroismo
circular (CD) e fluorescéncia além de Potencial Zeta e determinacdo de atividades
bioldgicas. Mudancas estruturais em diferentes ambientes foram verificadas tanto para a
familia das Jelleinas como para as Protonectinas na interacdo com bicamadas lipidicas,
assim como também variagbes na formacdo da agregacdo. Nestas interacbes o0s
peptideos mostraram-se seletivos e com maior afinidade por bicamadas lipidicas de

carater anionico. Biologicamente, ambas as familias apresentaram baixa atividade



hemolitica, sendo a Jelleine-l e o andlogo JIF2WR ativos principalmente contra
bactérias Gram-positivas, enquanto a Protonectin mostrando-se mais ativa contra células
tumorais, com uma tendéncia de melhor eficiéncia na combinacdo terapéutica em

mistura com a Protonectin (1-6) na proporcéao 1:1.

Palavras chaves: Jelleine-I; Protonectin; Agregacdo; Peptideos antimicrobianos;
Peptideos anticancer; Interacdes Peptideos-Bicamadas Lipidicas; Modelos de
Membrana; Técnicas Espectroscopicas.



ABSTRACT

The use of bioactive peptides in antibiotic therapy has among its main advantages the
reduced possibility of resistance development, since the target are the phospholipids
constituting the cell membrane. Many of these peptides are short chain, with broad
spectrum of activity against bacteria and against fungi, and with low cytotoxicity.
Mechanisms of selectivity in the action of bioactive peptides have been investigated as a
way of directing structural modifications that improve their therapeutic actions,
minimizing toxic or undesirable effects. Because they are predominantly cationic, they
present preferential interaction with anionic lipid bilayers. The peptides studied in this
work are Jelleine-l and two analogues (JIF2W and JIF2WR) synthesized with some
modifications of residues in the primary sequence, and Protonectin isolated and in
admixture with Protonectin (1-6). Preliminary molecular dynamics studies have
suggested the formation of aggregates in Jelleine-l in aqueous media and in
environments that model the physico-chemical characteristics of cell membranes, such
as sodium dodecyl sulfate (SDS) surfactant micelles. Smilar information was also
obtained by computational means for Protonectin. However, this peptide when mixed
with Protonectin (1-6), presents a lower tendency to aggregation in aqueous medium
and in SDS. Other studies have also shown that this mixture has increased biological
activities. In this work a biophysical analysis of these peptides was performed in
relation to the formation of aggregates, efficiency and selectivity, evaluated in the
presence of zwitterionic and anionic environments, using measurements of FTIR
spectroscopy, circular dichroism (CD) and fluorescence in addition to Zeta Potential
and determination of biological activities. Sructural changes in different environments
were verified for both the Jelleinas family and Protonectins in the interaction with lipid
bilayers, as well as variations in aggregation formation. In these interactions the
peptides were selective and with greater affinity for lipid bilayers of an anionic
character. Biologically, both families had low hemolytic activity, with Jelleine-l and
JIF2WR analogue being active mainly against Gram-positive bacteria, whereas
Protonectin was more active against tumor cells, with a trend of better efficiency in the



combination therapy with Protonectin (1-6) in theratio 1: 1.

Keywords: Jelleine-l; Protonectin; Aggregation; Antimicrobial peptides, Anticancer
peptides; Peptide-Lipid bilayer interactions; Membrane Models, Spectroscopic
Techniques.
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Capitulo 1

1.1 - Introducéo

Nas ultimas décadas, a analise e caracterizacdo biofisica de peptideos antimicrobianos
(AMPs) como conformacéao estrutural, estabilidade, citotoxicidade e avaliagdo da sua dtividade
vitro ein vivo, e estudos em sistemas modelo permitem evoluir o conhecimento fundamental para
gue o desenho de novas sequéncias que conduzam a formas mais eficientes e seletivas. Os AMP
vém sendo estudados para a compreensdo dos mecanismos moleculares que caracterizan
principalmente sua acdo na presenca de bactérias, fungos e células tumorais com o intuito de
serem utilizados em alternativa para os tratamentos convencionais (Matanic et al., 2004; Hoskin e
Ramamoorthy, 2008; Melo e Castanho, 2012).

O interesse na utilizacdo dos AMPs no meio clinico vem crescendo nos ultimos anos pela
sua alta seletividade, eficiéncia e baixa citotoxicidade (Mathur, et al., 2016). O desenvolvimento
e pesquisa desses peptideos os tornam candidatos para testes clinicos e aplicabilidade ne
medicina, o que ja vem sendo realizado em mais de 140 peptideos denominados de terapéuticos
(Fosgerau e Hoffmann, 2015). Investimentos da industria farmacéutica na obtencédo, inovagéo e
caracterizacdo desses peptideos, conduzem a testes clinicos como, por exemplo, o peptidec
ZP2929 da companhia dinamarquesa Zealand Pharma, indicado para testes em diabetes tipo 2 e
obesidade, que se encontra em fase | (Kaspar e Reichert, 2013). Ja outros estdo em fases mai
avancadas de testes, como o0 MAR709 (Roche - Suica) em fase Il e o Oritavancin, da americana
The Medicines Compangue possui um mecanismo de acéo de ruptura da membrana celular de
bactérias Gram-positivas e que esta em fase lll de testes para infeccbes bacterianas (Fosgerau
Hoffmann, 2015; Karaoui et al., 2013). A aprovacao de peptideos terapéuticos em testes clinicos
ja é realidade, como, por exemplo, o Koolistin®, da companhia indiana Biocon Ltd., nome
comercial dado ao peptideolistin sulfate que € usado para o tratamento de infeccdes geradas
por bactérias resistentes, e mais recentemente aprovado, o Surfaxin®, da companhia americana
Discovery Laboratoriespara Sindrome de Desconforto Respiratério (RDS) em bebés prematuros
(Agirre, et al., 2016; Kaspar e Reichert, 2013).



Uma das estratégias para obter melhoramento na atividade desses peptideos tem inicio no
desenho de peptideos andlogos, através de modificacbes na sequencia de aminoacidos do:
peptideos de origem. Essas modificacbes frequentemente se relacionam a caracteristicas de
tamanho, carga elétrica liquida, conformacgéo estrutural, hidrofobicidade e anfipaticidade. As
novas sequéncias devem ser caracterizadas quando as suas atividades biolégicas para qus
finalmente demonstrem que as alteragdes favorecem ou prejudicam a atividade e a seletividade da
molécula desenvolvida (Brodgen, 2005 e Pasupuleti, et al., 2012). A literatura mostra que essa
estratégia € capaz de dar origem a novos peptideos com potencial para tratamento clinico nas
areas de oncologia, doencas metabdlicas, infec¢cbes, problemas cardiovasculares, entre outros
(Fosgerau, et al., 2015). Para a industria farmacéutica, um peptideo pequeno (<30 residuos) e
com acdo medicamentosa, seria mais vantajoso para a aplicacdo médica, uma vez que 0s custo
das sinteses sdo proporcionais ao tamanho das cadeias. No entanto, os gastos na fabricagéo ainc
sdo bem elevados quando comparados aos medicamentos convencionais (Lax, 2010). Além disto,
0 uso traz algumas limitagdes como a administracdo dos mesmos no organismo, sendo realizados
preferencialmente na forma injetavel, inalatoria ou cutanea e nao ingeridos, pois podem mais

facilmente estar sujeitos a serem degradados no processo de digestdo (Lax, 2010).

1.2 - Fundamentacéo Teorica

Peptideos bioativos

Peptideos sdo moléculas compostas de uma sequencia de residuos de aminoacidos
(menores de 30 residuos) e com baixo peso molecular (1400 a 7000 Da). Sao caracterizados
como bioativos, por possuirem atividade biologica, e mais especificamente, peptideos
antimicrobianos (AMPSs), por sua acdo contra micro organismos como atividade bactericida,
antifngica e antiviral, atividade antiparasitaria, além da atividade anti células tumorais, entre
outros (Melo, et al., 2009; Pasupuleti, et al., 2012; Wang, et al., 2018). Algumas caracteristicas
sdo de fundamental importancia para as diferentes atividades dos peptideos como AMPSs, como

tamanho da cadeia, carga liquida, anfipaticidade e hidrofobicidade (Wang, et al., 2018).



Caracterizacgéao fisico-quimica

Tamanho da sequéncia

O tamanho de um peptideo bioativo pode variar conforme a quantidade de residuos de
aminoacidos presentes na sua sequencia primaria. Peptideos curtos séo preferidos para utilizacac
como peptideos terapéuticos por possuirem um reduzido custo de sintese além de tornar
dificultada a degradac@o por proteases presentes nos sistemas biologicos, aumentando sue
estabilidade (Lax, 2010; Ramesh, et al., 2016; Samantha Ng, et al., 2018). Os AMPs de cadeias
curtas vém sendo alvo de muitos estudos como para atividade fungicidaGzondida albicans
que foi verificada para um octapeptideo, denominado de peptide 1 (IKIKIKIg;Ndue
mostrou-se mais ativo que a fluoconazol e o miconazol, farmacos mais utilizados (Samantha Ng,
et al., 2018). Outro exemplo de peptideos ativos contra bactéiGndida sdo os RK31
(RKSKEKIG-OH) e KS30 (KSKEKIGK-OH), que possuem 8 residuos de aminoacidos e sdo
sequéncias derivadas do peptideo LL-37
(LLGDFFRKSKEKIGKEFKRIVQRIKDFLRNLVPRTES-OH), de 37 residuos. Os peptideos de
cadeia curta apresentaram maior atividade antimicrobiana e fungicida demonstrando elevada

eficiéncia e seletividade (Gallo e Murakami, 2005; Kosikowska e Lesner, 2016).

Carga liquida

Os AMPs possuem, em sua grande maioria, uma carga liquida positiva, ou seja, carater
catidnico o que favorece a sua interacao preferencialmente com membranas anidnicas, como a de
fungos, bactérias e células tumorais, podendo causar a lise celular (Lee, et al., 2015; Gaspar e
Castanho, 2013). A atracdo entre o peptideo, de carga positiva, e membrana celular, com carga
negativa, € 0 primeiro passo para a interacéo eletrostatica. Apos essa aproximagdo e contato corr
a membrana, o peptideo se orienta, adquire uma conformacgédo secundaria caracteristica e pode
consequentemente levar a formacéo de poros ou defeitos na membrana, podendo ainda penetra
no citoplasma, atingir outros alvos ou causar a morte celular diretamente por efeito de lise

(Jenssen, et al., 2016). A reducdo da carga liquida presente na cadeia do peptideo, pode ocasione



uma reducao na atividade antimicrobiana dos AMPs (Wang, et al., 2018), ou pode aumentéa-la por

interferir com outros parametros como a hidrofobicidade (Dathe, et al., 2001).

Hidrofobicidade

Outro parametro importante é o grau de hidrofobicidade do peptideo, que se relaciona a
preferencia do mesmo em se manter na solugdo ou migrar para regiées hidrofébicas (Dathe e
Wieprecht, 1999). Essa caracteristica afeta a interacdo e pode reduzir a seletividade por
membranas negativamente carregadas, tornando mais hemoliticos peptideos altamente
hidrofobicos (Schmidtchen, et al., 2014; Wood, et al., 2014; Wang, et al., 2018). Dentre as
caracteristicas desejaveis de AMPs esta a baixa atividade hemolitica, e a sua seletividade em
relacdo as células alvo. A hidrofobicidade pode definir a seletividade de um peptideo que esta
relacionada a preferencia por determinada membrana. Para um AMP é de fundamental
importancia que as membranas negativamente carregadas, como de bactérias, fungos e tumorais
sejam as preferidas em relacdo as células sanguineas, por exemplo. (Brodgen, 2005; Hoskin e
Ramamoorthy, 2008; Melo, et al., 2009; Li, et al., 2012).

A hidrofobicidade média (<H>) pode ser obtida pela média aritmética da hidrofobicidade
intrinseca dos residuos, de acordo com deferentes escalas. Uma delas, é a escala de consenso c
Eisenberg e colaboradores (1984). Nesta escala a <i¢ta@onada a cada residuo, com suas
respectivas caracteristicas, como polaridade e carga, seesiduo mais hidrofébico a isoleucina
(le) <H> = 0,73 e o residuo menos hidrofobico é a arginina (Arg) <H> = - 1,76. Em estudo
desenvolvido por Liu e Deber (1998) outro método foi apresentado para determinacdo da
hidrofobicidade relativa de cada residuo de aminoacido, obtido a partir do tempo de retengédo HPLC.
Ha ainda as escalas de Kyte e Doolifgte & Doolittle, 1982)e Wimley e White (Vimley &

White 1996)que séo bastante usadas em estudos envolvendo peptideos.

Anfipaticidade

A anfipaticidade esta diretamente relacionada ao ordenamento da sequencia primaria e a

composicdo de aminoacidos que o peptideo possui, surgindo da oposicdo de face entre os
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residuos hidrofébicos e os residuos polares, como mostrado na figura 1. Esse parametro é
verificado especialmente em peptideos com formacao de hébemdo esse arranjo considerado
importante para a atividade antimicrobiana de amplo espectro (Khara, et al., 2017). Outras
estruturas secundarias como follfas-conformacgfes em voltas ou estendidas também podem

apresentar anfipaticidade (Mohanram e Bhattacharjya, 2014)

Figura 1 — Esquema ilustrando a face hidrofobica e hidrofilica de uma aékdeA projecéo

de uma hélicer ideal com os residuos opostamente distribuidos, onde Y séo os residuos com
carater catidnico e X os residuos hidrofébicos (B). Modelo demonstrando os residuos na hélice-
com suas respectivas cadeias laterais e identificando as regibes de maior contato com a

membrana (face hidrofébica) e mais expostas (face hidrofilica) (C).

Fonte: Adaptado de Khara, et al. (2017).

Os residuos carregados como Arg, Lys e His, proporcionam cargas positivas e os residuos
hidrofébicos sdo mais suscetiveis a incorporacdo nas bicamadas, mediando uma possivel ruptura
da membrana e possivel morte celular (Wang, et al., 2018). Alguns aminoacidos como, por
exemplo, a Fenilalanina (Phe), pode reduzir a formacao estrutural dedhéioguanto que a
Leucina (Leu) e Lisina (Lys) sdo residuos que tem uma tendéncia maior a formacao da

conformacgéo helicoidal e podem modular a anfipaticidade (Wiradharma, et al., 2011).



Momento Hidrofébico

Momento hidrofobico y) € uma caracteristica resultante do ordenamento de uma sequéncia
peptidica que favoreca a formacdo de estruturas helicoidais. Ele é resultado do calculo do
momento ponderado das respectivas hidrofobicidades de cada residuo de aminoacido. Segundo
Eisenberg e colaboradores (1984)upé uma medida indireta da anfipaticidade de peptideos,
quem indica a orientacdo dos residuos da sequencia primaria na formacéao helicoidal. O conceito
do momento hidrofébico € baseado em uma hélickzal, onde o dngulo entre as cadeias laterais

da sequencia dos aminoacidos no eixo da hélice é de 100°, como mostrado na figura 2. Isso indica
gue quanto maior o momento hidrofébico, maior a orientacdo dos residuos para uma segregacao
entre regides hidrofilicas e hidrofébicas. E possivel uma predicdo da estrutura helicoidal de um
peptideo, a partir doy e sua atividade em membranas, dependendo da conformacao estrutural
(Dathe e Wieprecht, 1999).

Figura 2 — Projecdo de uma hélicedeal do peptideo KLA1 com 16 residuos de aminoacidos

(A), com angulo de 100° entre os residuos 1 e 2 deste peptideo com o eixo da hélice.

Fonte: Costa (2006)



Angulo polar (®)

O angulo polarf, ou ®) e definido como a angulacéo formada pelos residuos polares, ou

seja, a face polar formada quando na configuracdo de uma débaghe e Wieprecht, 1999).

Esse parametro esta diretamente relacionado a forma com que esse peptideo interage com
membranas (Dathe, et al., 1997). A figura 3 mostra diferentes projecdes para peptideos bastante
estudados a Magainina, de 23 residuos (A), o Cecropin P1, com 31 residuos (B) e o KLA1 de 18
residuos (C), com angulos da regido dos residuos catidnicos, ou angulos polares, de 120°, 200° €
80°, respectivamente. A reducdo do angulo polar estd diretamente relacionada a atividade
antibacteriana e hemolitica, onde os peptideos Magainina e KLA1 possuem maior eficiéncia que

o Cecropin P1 (Dathe, et al., 1997; Dathe e Wieprecht, 1999).

Figura 3 - Projecao de hélicecom seus respectivos angulos pola®}y ara os peptideos
Magainina (A), Cecropin 1 (B) e KLA1 (C)

Fonte: Adaptado Dathe, et al. (1997); Dathe e Wieprecht (1999).

Estrutura secundaria

Peptideos geralmente possuem uma estrutura aleatéria em solucdo aquosa, mas na
presenca de ambientes com caracteristicas semelhantes a membranas biolégicas, adquiren
conformagfes estruturais denominadas de secundariasccbéiice, folhag3 ou uma mistura
dessas conformacdes, além de estruturas em voltas ou estendidas (Bechinger, 2008). Muitos

estudos mostram que a elevada atividade biol6gica pode estar associada ao alto teor de heliciodal.
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como, por exemplo, a Magainina, que € predominantemente hélMatsuzaki, et al., 1995).

Mas outros peptideos, como o CDP-1, com peptideo modificado do PG-1, demonstrou elevada
atividade bactericida, mesmo adquirindo, em ambientes semelhantes a membranas biologicas,
basicamente conformac¢d@s(Mohanram e Bhattacharjya, 2014). A conformacédo estendida é
outra forma adquirida por peptideos, onde o peptideo se mantem praticamente linear, e foi
verificado principalmente para sequéncias ricas em Prolina (Pro) e Glicina (Gly), como, por
exemplo, o peptideo de defensina de suinos, PR-39, rico em Prolinas, com 39 residuos e que Se
mostrou tado eficiente quanto peptideos com estruturacédo helicoidal oufolbers bactérias
Gram-positivas e Gam-negativas (Veldhuizen, et al., 2014). A elevada atividade antimicrobiana
também foi verificado para peptideos ricos em Glicina, como o Gloverina, de 24 residuos (VYi, et
al., 2014).

Isso indica que a relagéo estrutura/fungédo, onde a passagem da estrutura desordenada ot
aleatdria fandom coil) para a formacdo de estruturas secundarias ordenadas € induzida pela
interacdo dos peptideos para com sistemas membranares e de fundamental importancia como c
caso do Anoplin, Mastoparano X (MP-X), Decoralin (DCN), entre outros (Dos Santos Cabrera, et
al., 2008; Laird, et al., 2009; Martins, et al.,, 2017). Algumas alteracbes na conformacao
estrutural, como por exemplo, modificacdes na sequencia primaria, podem afetar a sua interacao,
reduzindo sua acdo como AMP (Stromstedt, et al., 2009; Schmidtchen, et al., 2014).

Caracteristicas e Influencia das Membranas Biologicas na Interacdo com Peptideos

As membranas celulares sdo responsaveis por definir os limites externos e controlar o
transporte molecular entre 0 meio externo e o interno e vice-versa, sendo composta por proteinas
e lipideos, principalmente fosfolipideos, e em alguns casos esteroéis (Nelson e Cox, 2014).

A atividade dos peptideos bioativos tem como alvo a membrana celular dos organismos
vulneraveis. A interacdo entre peptideo e membrana depende, primeiramente, do tipo de célula
(eucarioto e procarioto), uma vez que suas composic¢des lipidicas diferem (Pasupuleti, et al.,
2012). As membranas de eucariotos sdo, por maioria, composta de lipidios zwitteribnicos,
principalmente por Fosfatidilcolina (PC), seu analogo Esfingomielina (SM) e

Fosfatidiletanolamina (PE). O Colesterol (Col), um esterol, presente na membrana celular de
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eucarioto e ausente na membrana de procarioto, influencia de forma decisiva na interacdo dos
peptideos com essas membranas, pois modifica as propriedades das membranas, como reduca
da permeabilidade da membrana por aumentar o empacotamento lipidico (Benachir, et al., 1997,
Allende and Mcintosh, 2003). O Colesterol reduz os efeitos causados por peptideos bioativos nas
bicamadas lipidicas, tornando a membrana mais rigida e afetando a cooperatividade, por
exemplo, do peptideo Polybia MP-1, quando comparado a bicamadas compostas apenas de
DOPC, como observado por Dos Santos Cabrera, et al. (2008). Esse fendbmeno também foi
verificado para o peptideo Melitina, onde quando adicionado colesterol a bicamada lipidica, a

interacdo foi reduzida, como verificada pela reducdo da energia livre (Allende and Mcintosh,

2003). A figura 4 mostra um esquema de uma bicamada lipidica na auséncia (A) e na presenca do

colesterol, indicando onde esse esterol se localiza.

Figura 4 — Esquema demonstrativo dos fosfolipideos em uma bicamada lipidica na auséncia (A) e

na presenca (B) do Colesterol (Col)

Esterol

e
e eles

Fosfolipideos negativamente carregados, como, por exemplo, fosfatidilserina (PS) estéo

A

Fonte: Adaptado de Holthuis e Menon (2014).

presentes na camada interna dessas membranas. O aparecimento do PS na camada externa
membrana ocorre consequentemente a uma anormalidade no funcionamento da célula,
acarretando alteracbes no seu carater zwitteribnico (Zachowski, 1993). Essas modificacdes
tornam a membrana com carater anibnico, que pode sinalizar o desenvolvimento de células

cancerigenas (Hoskin e Ramamoorthy, 2008; Sinthuvanich, et al., 2012).
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As membranas celulares de microorganimos como bactérias ndo sdo diferentes, mas
apresentam caracteristicas especificas quando se tratando de bactérias Gram-positivas e Gram
negativas, como mostrado na figura 5.

Figura 5 — Complexidade de membranas biolégicas de bactérias Gram-positivas (A) que possui
apenas uma membrana celular, e bactérias Gram-negativas (B), que possuem duas membrana
celulares, o que adiciona maior protecdo e resisténcia

,Surface
s Protein
Membrane Outer

Protein — 2 . Membrane li
(15 -

S —

Lipoprotein

Periplasmic — Peptidoalycan

Space

Cytoplasmic _ Peripheral Membrane

Membrane Prosein
Cytoplasmic
Membrane

Fonte: Adaptado de Epand, et al. (2016).

As membranas de procariotos sdo compostas, predominantemente, por fosfolipidios
anionicos como o fosfatidilglicerol (PG) e a cardiolipina (CL), que estao praticamente ausentes
em células de eucariotos (Lohner and Prenner, 1999; Yeaman and Yount, 2003; Epand, et al.,
2006). A composicéo fosfolipidica de organismos como bactérias Gram-negativas sdo compostas
principalmente por Fosfatidiletanolamina (PE) e fosfatidilglicerol (PG), diferentemente das
Gram-positivas compostas preferencialmente por PG e cardiolipina($Gayv, 1974; Lohner,

2001; Sevcsik et al., 2008; Prossnigg, et al., 2010).

As propriedades fisicas intrinsecas dos fosfolipideos, como a forma molecular adquirida
por eles, sdo responsaveis pela curvatura que é adquirida pelas bicamadas lipidicas. Fosfolipideos

como PE e CL possuem uma forma conica e que quando na formacdo da bicamada induz uma
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curvatura negativa, como mostrado na figura 6 (A). PC e PG possuem uma forma cilindrica
(figura 6(B)), e tendem a induzir uma curvatura positiva, pelo seu formato de cone invertido
(Wang, et al., 2015), assim como lisofosfolipideos que apresentam curvatura positiva. O
resultado essa curvatura afeta diretamente a interacdo para com o peptideo e pode conduzir a um
reducdo na sua atividade litica, como verificado para a Polybia MP-1 nas interagcbes com
bicamadas lipidicas contendo CL (dos Santos Cabrera et al., 2008 e 2012)

Figura 6 — Esquema ilustrando a formacao de uma camada lipidica com fosfolipideos de formato
conico (A), cilindrico (B) e conico invertido (C)

A Cone B Cylinder C inverted cone
| L oL
2o RAfRR 7%

Fonte: Adaptado de Holthuis e Menon (2014).

As membranas celulares de fungos, como, por exem@oatbicans possuem também
um carater anionico, podendo conter, na sua composicdo fosfolipidica, Fosfatidilcolina (PC),
Fosfatidilserina (PS) e o esterol Ergosterol (Erg) (Loffler et al., 2000). Essa caracteristica
favorece a interacdo de peptideos catibnicos como, por exemplo, a Polybia CP, que € um bom
agente fungicida (Wang, et al., 2013), para as espéci€amdidg um dos fungos com maior

resisténcia secundéria adquiridas pelos farmacos atuais (Slaninova, et al., 2011).

Mecanismos de acao

O mecanismo de interacdo entre peptideos antimicrobianos e bicamadas lipidicas tem
algumas etapas relativamente bem estabelecidas. Geralmente essa interacdo se déa inicialment
por interacdes eletrostaticas, onde as regides carregadas positivamente dos peptideos interagen
com regides negativamente carregadas dos lipidios (cabecas polares). Nesse contato com a

membrana, o peptideo pode causar algumas alteracbes no empacotamento da bicamada com
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variagbes na curvatura, modificacOes eletrostaticas, perturbacdes locais e formacdo de poros ou
defeitos, resultando em um rearranjo tanto do peptideo como dos fosfolipidios (Fjell, et al.,
2012).

De acordo com varios autores como Matsusaki (1996), Shai (1999) e Huang (2000),
modelos para o0 mecanismo de interacdo entre os peptideos bioativos e a membrana celular sac
propostos, para melhor descricdo dessa associacdo. Esta inicia-se com a interacdo entre o
peptideo e a camada externa da membrana, onde o peptideo assume uma conformacao estruture
(hélicew, folhas$, etc), ou uma estrutura estendida, mas com caracteristicas predominantemente
anfipaticas, de forma paralela & membrana. A presenca do peptideo catidnico induz mudancas
inicialmente nos grupos mais expostos como cabecas polares de carater anionico, evoluindo para
a bicamada como um todo, influenciando na distribuicdo de cargas, tenséo de curvatura, fluidez
da membrana, além do empacotamento lipidico (Killian, 1992; Zhao et al., 2002; Bozelli, et al.,
2012).

Segundo Huang (2000) o acumulo dos peptideos paralelamente a superficie externa da
membrana acontece enquanto a razdo [P]/[L] € baixa até a mesma atingir uma concentracao
critica, ou seja, um razéo [P]J/[L] limite que causa uma tensdo nessa superficie levando a uma
deformacéao significativa e posterior formacéo de poros ou defeitos. A partir dessa concentracéo,
a orientacdo do peptideo muda, tornando-se perpendicular a membrana, podendo levar a
formacédo de poros toroidais, 0 modelo proposto por Matzusaki (1996). Nesse modelo o peptideo
forma o poro interagindo com a regido das cabecas polares, causando uma curvatura positiva na
camada fosfolipidica da membrana de maneira que as cadeias acilicas ndo entrem em contato
com o peptideo, mantendo-se interiorizados na bicamada, onde o poro possui peptideos e lipidios,
como mostrado na figura 7 (B). Segundo Matsuzaki, o poro toroidal pode acarretar em uma
translocacdo do peptideo para a regido do citoplasma celular. Esse modelo é mais compativel

com peptideo de cadeia curta e de comportamento cooperativo (Wimley, 2010).

Outro tipo de modelo de formacéo de poros é a estrutura barril (Baumann e Mueller,
1974). Nesse modelo o peptideo orienta-se de tal forma que a regido hidrofébica do peptideo
interage com as caudas acilicas dos lipidios, revestindo todo o interior do poro, e o0s residuos
carregados ficam em contato com a solu¢éo e com a regido das cabecas polares dos fosfolipidios.

Essa interacdo causa a separacgéao lateral da bicamada lipidica, como mostrado na figura 7 (A).
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Figura 7 — Principais modelos de mecanismos de interacdo entre peptideos e bicamadas lipidicas
na formacgao de poro Barril (A), poro Toroidal (B) e Carpete (C).

Fonte: Adaptado de Melo et al. (2009).

Outro modelo € o denominado carpete, proposto por Shai (1999), no qual os peptideos
vao se acumulando e cobrindo a superficie da membrana até atingirem uma concentragao critica,
semelhante a um tapete e desestabilizando a bicamada, podendo agir como um detergente.
Conforme a concentracdo de peptideo aumenta, ultrapassando a concentracao critica, fragmenta:
se a membrana, como na figura 7 (C) (Shai et al., 1999; Shai, 2013). As conformacdes adquiridas
pelo peptideo, as mudancas estruturais conferidas pela membrana e a forma da interacdo

peptideo-membrana, conferem a sua eficiéncia bioativa (Wadhwani, et al., 2012).

A agregacdao de peptideos em solugdo e/ou na presenca de membranas é um fendbmeno qut
pode interferir diretamente na interacdo peptideo-membrana, modificando seu comportamento.
Segundo Sayegh e colaboradores (2016), o peptideo estudado, o Longipin, apresentava estruture
aleatéria em tampdo e em ambientes com carater zwitteribnico, mas em bicamadas de
composicao fosfolipidica semelhante a de fungos, houve a formacao de agregados que podem ter
favorecido a interacdo, ou seja, tornando-o mais eficiente. Por outro lado, estudos verificaram que

a presenca da agregacdo pode diminuir a atividade antimicrobiana, como verificado para o
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peptideo dermaseptin S4 e analogos (Feder, et al., 2000) e 6K-F17 e analogos (Yin, et al., 2012),
indicando que a reducdo da agregacédo favorece a atividade antimicrobiana dos peptideos. Em
estudos anteriores (dos Santos Cabrera et al., 2014; Baldissera et al., 2015), verificou-se que 0s
AMPs Jelleine-I, e Protonectin tendem a formacéo de agregados em solucdo e/ou na presenca de
sistemas miméticos de membranas. Essas condi¢cdes ainda pouco exploradas constituiram o
objeto de interesse do presente estudo para estabelecimento de uma relacao entre a formacéo d

agregados, seletividade e eficiéncia de peptideos bioativos.

Para a caracterizacao estrutural, a espectroscopia de Dicroismo Circular (CD) assim como
de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) s&o técnicas que possibilitam a anélise de
estruturas secundarias. O FTIR vem se tornando uma técnica muito utilizada para a deteccao de
agregacao em se tratando de peptideos e proteinas (Murayama e Tomida, 2004; Miller, et al.,
2013). A sensibilidade vibracional para a regido correspondente as estruturas secundarias (1600-
1700 cm') possibilita a verificacdo da formacdo de agregados, na faixa de aproximadamente
1620 a 1630 cih que é caracteristico de folhgsatermoleculares (Barth, 2007). Estudos com
proteinas e peptideos, relacionadas a doencas como o Alzheimer e Parkinson, por exemplo,
utilizam do FTIR para monitoramento da conformacéo estrutural, como redugdo das estruturas
secundarias, como hélieg-aumento da formacao de agregados (Peralvarez-Marin, et al., 2008;
Eisenberg e Jucker, 2012; Sarroukh, et al., 2013).

O mecanismo de interacdo entre os peptideos e membranas modelo, assim como a sua
afinidade podem ser estudados por meio de espectroscopia de fluorescéncia e também por
medidas de Potencial Zeta, podendo investigar a eficiéncia e a afinidade das interagcbes na
presenca de diferentes composicdes lipidicas (Freire et al.,, 2011; dos Santos Cabrera, et al.,
2008). A caracterizagdo do comportamento de peptideos em bicamadas lipidicas que modelam as
principais caracteristicas das membranas bioldgicas nos possibilita predizer aspectos da forma e

do mecanismo de acdo em bactérias, fungos e em células tumorais (Sayegh, et al., 2016).

15



Os Peptideos-Modelo deste Estudo
Jelleinas

O peptideo Jelleine-1, (JI), um dos peptideos da classe das Jelleinas, foi extraido de fonte
natural, a geléia real. Essa consiste em uma secrecdo acida e de coloracdo banca amarelade
alimento principal das abelhas rainhas (Fujiwara, et al., 1990). Produzida pelas operarias, sua
composigcao pode variar de acordo com o ambiente, clima e ecologia da regido, mas mantendo-se
rica em vitaminas, minerais, proteinas, além de carboidratos, como por exemplo, a frutose
(Palma, 1992). Estudos desenvolvidos por Fontana e colaboradores (2004) extrairam, purificaram
e submeteram a varios testes bioldgicos, 4 peptideos analogos tipos da Jelleina-I, mostradas ne

tabela 1.

Tabela 1- Sequencia primaria dos peptideos da familia das Jelleinas.

Peptideos Sequéncias

Jelleine- P-F-K-I-S-I-H-L-NH;
Jelleine-ll T-P-F-K-I-S-I-H-L-NH,
Jelleine-lll E-P-F-K-I-S-I-H-L-NH,
Jelleine-IV T-P-F-K-I-S-I-HNH,

Fonte: Fontana et al. (2004).

Neste estudo as modificacbes dos anélogos da JI (adicdo de residuo no N-terminal e
delecdo em Jelleine-IV), causaram algumas mudancas na acao biologica. A JI, em comparagao
com as demais jelleinas, possui algumas caracteristicas relevantes como elevada atividade
antibacteriana (com MIC da ordem de g§/ml) e antifingica (MIC de 2,ag/ml). Para as
demais Jelleinas, a eficiéncia foi reduzida, com MIC na ordem gdg/d®, 30ug/ml e nenhuma

atividade para J-11, J-1ll e J-1V, respectivamente.

A interacdo das jelleinas com bicamadas fosfolipidicas de composi¢cdes semelhantes a
bactérias e fungos foi estudada, indicando alta atividade litica para a JI em relacdo as demais.
Adicionalmente, por dinamica molecular, os resultados sugeriram a formagdo de agregados
guando na presenca de ambientes que mimetizam as caracteristicas fisico-quimicas e estruturais
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de membranas celulares (dos Santos Cabrera, et al., 2014). Por esses motivos, o peptideo JI ven
sendo usado como base pamesignde analogos que séo sintetizados com o intuito de se obter
melhores agentes bioativos. Em trabalhos com analogos da Jl algumas modificacdes tornaram o
peptideo mais eficiente (Hansen, 2010) mas algumas substituicdes, principalmente do N e C-
terminais, reduziram a atividade antibacteriana (Romanelli, et al., 2011; Capparelli, et al., 2012),
sugerindo uma forte influéncia dos aminoacidos dessas regides para o melhoramento dos

peptideos.

No presente trabalho, dois analogos foram desenhados e sintetizados: JIF2W, que
apresenta um residuo de triptofano (Trp) na posicdo 2 ao invés da fenilalanina presente na
sequéncia nativa, e o JIF2ZWR que além de possuir um residuo de Trp na posicdo 2, como o
JIF2W, apresenta argininas (Arg) nas posi¢cdes 3 e 7 em que se encontram a lisina (Lys) e a
histidina (His) na sequéncia da JI. A sequéncia da JI e dos anélogos estdo apresentadas na tabel

2, assim como sua carga liquida e suas hidrofobicidades médias calculadas.

Tabela 2- JI e anélogos sintetizados. Sequéncias com as respectivas substituicdes em vermelho,
carga liquida (Q) em pH 5.5, hidrofobicidade media (<H>) e momento hidrofghjredgundo

Eisenberg et al., 1984, além de tempo de retencédo (TR em minutos).

Peptideos Sequéncias Q <H> My TR
(min)
Jelleine-I (1) Prd?heLys-lle-Ser-lleHis-LeuNH, +3 0.096 0,177 17.841
JIF2W Pro-Trp-Lys-lle-Ser-lle-His-LeuNH +3 0.066 0,167 18.042
JIF2ZWR Pro-Trp-Arg-lle-Ser-lleArg-LeuNH, +3 -0.186 0,399 16.989

O desenho desses anélogos considerou basicamente duas premissas:
1. A presenca de residuos Arg confere resisténcia aos efeitos de blindagem de carga pelos sais dc
meio 0 que devera aumentar a eficiéncia;
2. A presenca de residuos Trp, pela sua preferéncia de localizacdo em regides de interface
desestabilizando as membranas (Lim et a., 2013).

Estudos ja verificaram que peptideos ricos em Trp e Arg possuem maior atividade

bioldgica (Chan, et al., 2006) e que algumas substituicbes na sequencia primaria por esses
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residuos podem favorecer sua bioatividade, como verificado por Pellegrini e colaboradores
(1997), em um fragmento da Lisozima (98-112), onde trocas de Asn por Arg aumentaram a
atividade bactericida, enquanto que a troca de Trp por Tyr reduziu a atividade. A substituicdo da
Lys por Arg também favorece a interagdo com bicamadas lipidicas, como verificado por Li e
colaboradores (2013) através de dinamica molecular, onde um peptideo contendo Arg
demonstrou deformac¢des mais draméticas nessas bicamadas em comparacdo com outro peptide
contendo Lys, possivelmente pela desprotonacédo na membrana, 0 que nédo acontece com a Arg.
Peptideos com substituicdo da Lys por Arg, investigados em outro trabalho (Liu, et al., 2016),
mostrou que o peptideo rico em Arg teve seu transporte pela membrana celular facilitado em

relacdo ao analogo contendo Lys.

Protonectinas

Outro peptideo, Protonectin (PTN), extraido originalmente de veneno de vespa social
Protonectarina sylveiragDohtsu, et al., 1993) e posteriormente do veneno da Vegplaia
pallipes pallipes(Mendes, et al.,, 2004) despertou interesse principalmente pela sua agéo
bactericida paréP. aeruginosa(MIC de 1,7 pg/ml), além da reduzida atividade hemolitica
(Mendes, et al., 2004). Um anélogo natural de PTN, Polybia-CP, com grau de semelhanca de
93%, segundo APDThe Antimicrobial Peptide Databas2018) com apenas uma modificacao
no residuo 11, onde uma glicina (G) foi substituida por Serina (S) (tabela 3), vem se tornando
fonte de estudos por sua agédo antimicrobiana, principalment& @mreuscom MIC de 4M
(Wang, et al., 2013), além de ac¢édo fungicida para vérias especiandielg paraC. tropicalis
(MIC de 4uM) (Wang, et al, 2016). A acdo contra células tumorais também foi avaliada tendo

demonstrado um MIC de 1dM em células de cancer de proéstata (PC-3) (Wang, et al., 2011).

Estudo desenvolvido por Baptista-Saidemberg e colaboradores (2010), obtiveram
melhores atividades bactericidas, quando um fragmento, denominado de Protonectin 1-6 (PTN
6), contendo os seis primeiros residuos da sequencia da PTN, foi introduzido na propor¢cdo molar
1:1, junto a PTN, em solucdo. A tabela 3 mostra as sequéncias primarias da PTN g.ga PTN

com suas respectivas carga liquidas e hidrofobicidade.
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Tabela 3 -Sequéncias primarias da PTN e RENCaracteristicas fisico-quimicas individuais e
da mistura, PTN/PTN;, como carga liquida (Q) em pH fisiologico, e hidrofobicidade media

(<H>), calculada segundo Eisenberg et al., 1984.

Peptideos Sequéncias Q <H>

PTN lle-Leu-Gly-Thr-lle-Leu-Gly-Leu-Leu-Lys-Gly-LeidH, +2 0,276
PTNy6 lle-Leu-Gly-Thr-lle-LeuNH +1 0,417
PTN/PTN.¢ +3 0,323
Polybia-CP* lle-Leu-Gly-Thr-lle-Leu-Gly-Leu-Leu-Lys-Ser-LéNH » +2 0,278

*Wang, et al. (2013)

Ao analisar essa mistura, os autores observaram que a sua eficiéncia foi aumentada,

principalmente enk. coli e B. subtilis Outra caracteristica observada para essa mistura foi o
aumento do teor helicoidal determinado via CD, sugerindo que agdfadbreceu a interacéo e

consequente maior estruturacdo da PTN (Baptista-Saidemberg, et al., 2010). Em outro estudo

desenvolvido por Baldissera e colaboradores (2015), mudangas conformacionais na presenca de

micelas de SDS, foram encontradas em um estudo computacional para a PTN isolada e na

mistura (PTN/PTRMg). Por simulacdo computacional foi possivel verificar uma maior interagéo
entre a PTN e micelas de SDS quando na presenca dasPddNque quando isolada. Essa
obervacdo sugeriu que ocorra uma reducdo da formacdo de agregados na mistura quando

comparado a PTN isolada, favorecendo a interacéo (Baldissera et al., 2015).
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1.3 - Objetivos

O objetivo principal desse trabalho € investigar por técnicas biofisicas dois tipos de
peptideos antimicrobianos de fontes diferentes, um proveniente da geléia real e o outro de veneno
de vespa, que tém em comum o fato de seus mecanismos de interacdo com ambientes que
mimetizam caracteristicas fisico-quimicas de membranas celulares serem afetados por processos
de agregacao/desagregacao segundo resultados obtidos em estudos anteriores (Baptista
Saidemberg et al., 2010; dos Santos Cabrera et al., 2014; Baldissera, et al., 2015). Entender 0s
mecanismos ligados a esse comportamento deve contribuir para que analogos mais eficientes e

seletivos possam ser desenhados.

Considerando os peptideos Jelleine-I (JI) e seus analogos (JIF2W e JIF2WR), e
Protonectin e a mistura desta com a Protonectin (1-6), espera-se especificamente estudar as

seguintes questdes:

1. Comprovar experimentalmente a formacao da agregacao que as simula¢des por dinamica
molecular sugeriram em ambientes miméticos com relagdo a estrutura e a composi¢ao

fosfolipidica de membranas de microrganismos e tumores.

2. Avaliar se a agregacao esta presente em todas as condi¢des estudadas e se ela pode est

afetando a eficiéncia dos peptideos.

3. Verificar a relevancia de alguns aspectos estruturais, especificamente para JIF2W e
JIF2ZWR. Se as substituicdes na sequencia primaria da JI, que levou a geracdo dos
analogos conduziu a agentes antimicrobianos e/ou tumoricidas mais eficientes e/ou mais

seletivos.

4. Investigar a atividade litica em bicamadas lipidicas, considerando a importancia desse
efeito no mecanismo de acdo de peptideos bioativos. O intuito € verificar se ha uma
interacdo preferencial com bicamadas anidnicas ou zwitterionicas e em quais delas os
peptideos sdo mais eficientes. A realizacdo de testes de atividade hemolitica, assim como
acao antibacteriana, antifingica, além da citotoxicidade em células normais e tumorais,

complementara o estudo da atividade litica.
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5.

Investigar efeitos de curvatura de membrana e de flacidez das bicamadas lipidicas e sua

importancia para a atividade litica e bioldgica dos peptideos.

Investigar como e em que extensdo a constituicdo fosfolipidica da bicamada afeta a

insercdo ou ligacao dos peptideos, como a afinidade dos peptideos por cada bicamada.

Avaliar biologicamente os peptideos em estudo com relacdo a atividade hemolitica e acéo
em microrganismos como Bactérias Gram-positivas e Gram-neg&@magidae células

tumorais.
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Capitulo 5 — CONCLUSOES

O estudo das intera¢gbes da Jl e analogos (JIF2W e JIF2WR), e das PTN e REN/PTN
com bicamadas lipidicas de carater anidnico e zwitteribnico, tiveram por objetivo a maior
compreensao de seus mecanismos de acdo, principalmente do que tange aos processos d
agregacao/desagregacdo. Uma analise aprofundada da conformacédo estrutural desses peptideo
por meio da espectroscopia de FTIR e dicroismo circular, possibilitaram avaliar o grau de
estruturacao dos peptideos quando estes interagem com bicamadas lipidicas, mas principalmente
sugerem que a presenca de maior estruturacdo associada a reducdo da formacédo de agregadc

podem ter influenciado no aumento da sua atividade litica e da eficiéncia.

A andlise da atividade litica indicou que os peptideos JI e analogos, séo seletivos, por ndo
possuirem atividade em vesiculas zwitteridnicas, indicando uma interacdo preferencial com
bicamadas lipidicas anibnicas. Isso foi confirmado na avaliacdo das respectivas atividades
hemoliticas, especialmente para Jl e JIF2WR. Os testes de atividade antibacteriana e antifangica
demonstraram que as modificacdes na sequéncia de JI que geraram o analogo, JIF2WR, foram
fundamentais para maior eficiéncia mantendo a seletividade. Entretanto, apesar de um pouco
mais eficiente para células tumorais do que as demais Jelleinas, € pouco seletivo para elas em
comparagdo a células ndo tumorais. Esses resultados sinalizam que a sequéncia de JIF2WR

poderia ser otimizada buscando analogos mais especificos para atividade antimicrobiana.

Para a PTN, o aumento da estruturacdo associado a desagregacao na presencg da PTN
confirmaram os achados de experimentos computacionais, embora essas variagdes estruturais na
tenham sido passiveis de deteccdo na estrutura tridimensional obtida pelo RMN. Porém na
presenca de vesiculas os achados computacionais foram confirmados e a mistura (ByN/PTN
mostrou mais interagdo em todos 0os ambientes testados, com maior atividade litica em vesiculas
zwitteribnicas. Entretanto a auséncia de atividade hemolitica aponta para o papel importante de
outros componentes da membrana, dentre eles o colesterol. Em testes biologicos, foi confirmada
a tendéncia ao aumento da eficiéncia bactericida da mistura. PTN assim como a mistura
apresentaram maior atividade anticancer para células de cancer de mama do tipo MDA-MB-231

em concordancia com a maior atividade litica nas vesiculas PCPSCol onde também a agregacao €
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significativamente reduzida. Esses resultados sugerem que a sequéncia da PTN possa sel

estudada, e analogos mais eficientes em relacéo a células tumorais, possam ser desenhados.

A preferencia eletrostatica por bicamadas lipidicas anionicas foi evidente tanto para as
Jelleinas quanto para as Protonectinas, sugerindo a alta afinidade para com essas bicamadas, alét
de uma interacdo mais superficial com os fosfolipideos da bicamada, n&o interferindo no
empacotamento lipidico da mesma. Caracteristicas como menor hidrofobicidade, anfipaticidade e
substituicbes dos residuos de Lys por Arg demonstraram ser de fundamental importancia para a

sintese de peptideos mais seletivos e eficientes.

A acédo biologica foi demonstrada para a familia das Jelleinas, especialmente para o
analogo JIF2WR, na atividade bactericida, apresentando resultados melhores que o medicamento
controle (Cloranfenicol), enquanto que para a familia das Protonectinas, a acdo contra células
tumorais foi destaque, contra célula de cancer de mama. A baixa atividade hemolitica de ambas
as familias de peptideos, possibilita sua aplicacdo bioldgica, refletida nos bio-ensaios.
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